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Resumen 

El péptido Kisspeptina es un regulador de la secreción de GnRH sintetizada 

principalmente en el hipotálamo. Este participa en el correcto funcionamiento del 

eje hipotálamo-hipófisis-gónadas a nivel central. Sin embargo, Kisspeptina y su 

receptor se expresan también en el ovario. Recientemente se ha descrito que  el 

control nervioso simpático que regula la función ovárica puede influir en la 

expresión de Kisspeptina. Una sobreactivación de la inervación ovárica en estrés 

es un factor desencadenante de alteraciones foliculares, pero existen pocos 

antecedentes del rol de Kisspeptina en estas alteraciones. Considerando lo 

anterior, nuestra hipótesis es la siguiente: “La administración local de Kisspeptina 

en el ovario induce el desarrollo folicular y la ovulación en ratas sometidas a estrés 

por frio crónico intermitente”. Para comprobar esto administramos localmente 

Kisspeptina por 7 días y además por 28 días en presencia o ausencia de estrés 

por frío crónico intermitente (EFCI). Realizamos análisis morfométrico de los 

folículos ováricos y cuerpos lúteos utilizando un  microscopio óptico. Encontramos 

que Kisspeptina por 7 días aumentó la cantidad de folículos secundarios y 

folículos antrales sanos. Además, Kisspeptina por 28 días aumentó la cantidad de 

folículos antrales sanos y cuerpos lúteos. Kisspeptina también aumentó los 

folículos antrales sanos y cuerpos lúteos en ratas sometidas a EFCI. Dado que los 

efectos deletéreos del EFCI sobre los folículos no fueron observados en esta tesis, 

no podemos concluir que la Kisspeptina los revirtió, sin embargo, concluimos que 

Kisspeptina ejerce un efecto trófico de en los folículos secundarios y antrales. 
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Abstract 

The peptide Kisspeptin is a regulator GnRH secretion and it is synthesized mainly 

in the hypothalamus. Kisspeptin participate in the proper functioning of the 

hypothalamic-pituitary-gonadal axis at the central level. However, Kisspeptin and 

its receptor are also expressed in the ovary. Recently it was described that 

Kisspeptin can participate in the sympathetic nervous control which regulates 

ovarian function. Overactivation of ovarian innervation in stress is a trigger factor of 

follicular disorders, but there is little information about the role of Kisspeptin in this 

alterations. Considering this, our hypothesis is: "The local administration of 

Kisspeptin in the ovary improves ovarian follicular development and induces 

ovulation in rats subjected to chronic intermittent cold stress." To check this we 

locally administered Kisspeptin for 7days and also for 28 days in the presence or 

absence of cold intermittent chronic stress (CICS). We perform morphometric 

analysis of ovarian follicles and corpora lutea using an optical microscope. We 

found that Kisspeptin for 7 days increased the number of secondary follicles and 

healthy antral follicles. Furthermore, Kisspeptin for 28 days increased the amount 

of healthy antral follicles and corpora lutea. Kisspeptin also increased healthy 

antral follicles and corpora lutea in rats submitted to CICS. Since the deleterious 

effect of CICS on the follicles was not observed in this thesis, we cannot conclude 

that the Kisspeptin reversed the alterations produced by stress; however, we 

conclude that Kisspeptin exerts a trophic effect on secondary and antral follicles. 
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Introducción 

La función reproductiva es fundamental para la perpetuación de las diversas 

especies. Esta depende de señales hormonales, paracrinas y nerviosas que 

regulan la función de las gónadas tanto en machos como hembras. En la hembra 

estas señales fluctúan de forma cíclica tanto en humanos como en otros 

mamíferos desde la pubertad hasta el fin de la vida reproductiva. El ovario es la 

gónada femenina y sus funciones principales son mantener un ambiente adecuado 

para el desarrollo de los gametos y además producir hormonas que regulan 

diversos órganos sensibles a éstas (McGee & Hsueh 2000). Los gametos 

femeninos son los ovocitos y se desarrollan dentro de estructuras que contienen 

células somáticas denominadas células de la teca y células de la granulosa. El 

crecimiento y desarrollo de estos folículos se denomina foliculogénesis y su 

objetivo es preparar al óvulo para ser liberado desde el ovario (McGee & Hsueh 

2000). En la figura 1 se muestran todos los estadíos de desarrollo de estos 

folículos. Brevemente, los folículos más pequeños corresponden a folículos 

primordiales. Estos folículos se generan en el segundo semestre de gestación en 

la mujer y durante los inicios de la vida posnatal en la rata y corresponden a lo que 

se denomina “reserva folicular”, ya que la extensión de la vida reproductiva 

depende de la cantidad remanente de estos folículos. Después que la hembra 

alcanza la pubertad estos folículos se reclutan cíclicamente y dan origen a los 

folículos primarios, folículos secundarios, folículos antrales y folículos 

preovulatorios. Una vez que el folículo preovulatorio ha crecido lo suficiente de 
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tamaño y sus células se han desarrollado, este folículo ovula (libera el ovocito) y la 

estructura remanente se transforma en el cuerpo lúteo. Para una descripción 

morfológica de los folículos ver la sección de metodología. 

 

 

 

 

  

Figura 1: Etapas del desarrollo folicular. (Prim) folículo primordial. (1º) folículo primario. (2º) 

folículo secundario. (A) folículo antral. (AA) folículo antral atrésico. (PO) folículo preovulatorio. (O) 

folículo ovulatorio. (CL) cuerpo lúteo.  

 

Distintas señales endógenas intervienen en la regulación de la función ovárica. En 

la actualidad se sabe que el principal control de la función ovárica radica en el eje 

hipotálamo-hipófisis. El hipotálamo libera la hormona liberadora de gonadotrofinas  

(GnRH) a la eminencia media. Desde ahí la GnRH viaja vía sanguínea hacia la 

hipófisis anterior y actúa en sus receptores ubicados en el gonadotropo, 

estimulando la liberación de hormona Folículo Estimulante (FSH) y hormona 

Luteinizante (LH). La FSH promueve el reclutamiento folicular y la maduración de 

los folículos y posteriormente la LH produce una cascada de procesos que llevan a 

la liberación del ovocito maduro. Las células de la teca y la granulosa a su vez 

sintetizan hormonas esteroideas y/o peptídicas en respuesta a la acción de FSH y 
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LH, las cuales mediante procesos de feedback negativo y positivo regulan la 

liberación de estas gonadotrofinas (Fox et al. 1990). 

Además del control endocrino de la función ovárica, existe un control nervioso 

esencialmente noradrenérgico ejercido a través de fibras nerviosas 

postganglionares de origen simpático (Aguado 2002, Lara et al. 2002) que 

conforma el plexo ovárico (PO) y el nervio ovárico superior (SON). Las vías 

nerviosas se originan en el núcleo paraventricular del hipotálamo (Gerendai et al. 

1998, Luza et al. 2003) e inervan las regiones perivasculares y el estroma ovárico. 

El SON interactúa directamente con células tecales (Lawrence & Burden 1980) y 

ha demostrado una inducción sobre el crecimiento folicular y la secreción de 

esteroides sexuales (Lara et al. 1990a, Lara et al. 1990b). Este circuito está 

presente desde el nacimiento pero se activa completamente durante la pubertad 

(Ricu et al. 2008). Brevemente, en el ovario de distintos mamíferos (incluyendo 

humanos) se expresan neurotrofinas como el factor de crecimiento nervioso 

(NGF). Estas neurotrofinas son factores tróficos que promueven la supervivencia, 

crecimiento y diferenciación neuronal y participan en el reclutamiento de la 

inervación ovárica (Lara et al. 1990a), además de otras funciones como la 

regulación del desarrollo folicular temprano y la ovulación (Dissen et al. 2002, 

Mayerhofer et al. 1996). En la actualidad se sabe que la estimulación fisiológica 

normal beta-adrenérgica sobre el ovario induce la expresión de receptores de FSH 

en folículos pequeños de ratas neonatas (Mayerhofer et al. 1996) y que un 

incremento patológico de los niveles de noradrenalina ovárica a través del estrés 
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por frio crónico intermitente es capaz de inducir alteraciones en el desarrollo 

folicular y formación quistes ováricos (Bernuci et al. 2013, Dorfman et al. 2003). 

Últimamente ha tomado gran interés el estudio de una molécula considerada 

actualmente el regulador maestro de la secreción de GnRH. Este péptido llamado 

Kisspeptina se expresa en diversos tejidos entre ellos el hipotálamo y el ovario. En 

este último ejercería una regulación paracrina de la foliculogénesis, ya que 

también se expresa su receptor GPR54. 

Las Kisspeptinas son una familia de hormonas neuropeptídicas provenientes de la 

expresión del gen Kiss1. El producto del gen Kiss1 da origen a un pre-propéptido 

de 145 aminoácidos que en humanos fue descubierto y aislado en 1996 como un 

supresor de melanoma maligno (Lee et al. 1996). Durante el 2001 tres estudios 

independientes caracterizaron los distintos péptidos de los procesos proteolíticos 

que sufría el producto de este gen para obtener así su actividad biológica conocida 

al día de hoy (Kotani et al. 2001, Muir et al. 2001, Ohtaki et al. 2001). Es así como 

modificaciones postraduccionales del pre-propéptido dan origen a Kisspeptina-54, 

Kisspeptina-14, Kisspeptina-13 y Kisspeptina-10 (Bilban et al. 2004, Kotani et al. 

2001), todas ellas con actividad biológica, siendo Kispeptina-10 la de mayor 

actividad en términos de activación de receptor (Kobayashi et al. 2010). 

Una de las principales funciones de la Kisspeptina es su acción a nivel 

hipotalámico como una de las principales señales para la exocitosis de GnRH 

(Matsui et al. 2004, Navarro et al. 2004, Thompson et al. 2004). Este efecto lo 

produce a través de su receptor metabotrópico asociado a proteína Gq/11 (GPR54) 
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(Kotani et al. 2001, Muir et al. 2001, Ohtaki et al. 2001). La señalización celular del 

receptor GPR54 es a través de la activación de la fosfolipasa C, lo que produce un 

aumento del inositol trifosfato, con un consecuente aumento del calcio intracelular 

y de diacilglicerol lo que promueve la activación de la proteína kinasa C, la que 

finalmente causa activación de la vía de las MAP Kinasas (Erk 1/2 y P38) 

(Castellano et al. 2006b). En el año 2003 se encontró que pacientes que padecían 

hipogonadismo hipogonadotrópico poseían mutaciones inactivantes del GPR54 

(de Roux et al. 2003, Seminara et al. 2003). Posteriores experimentos en ratas 

demostraron que la eliminación o inactivación del gen Kiss1 o GPR54 producían el 

mismo fenotipo (d'Anglemont de Tassigny et al. 2007, Funes et al. 2003, Lapatto et 

al. 2007). Por otra parte, la administración exógena de Kisspeptina lleva a un 

adelanto de la pubertad y la administración de un antagonista de GPR54 conduce 

a una pubertad tardía (Matsui et al. 2004, Navarro et al. 2004). 

Se ha demostrado que Kisspeptina y su receptor se expresan en el ovario de 

diversas especies, sin embargo, su función en la gónada aún no se conoce con 

precisión. Mediante técnicas de inmunoreactividad en tejido ovárico se ha 

encontrado expresión de Kisspeptina en células de la teca de folículos en 

desarrollo y preovulatorios mientras que en células de la granulosa sólo se 

expresa una cantidad moderada durante el proestro tardío con expresión en el 

citoplasma del ovocito también; en el cuerpo lúteo se expresa fuertemente en 

células luteinizadas de la teca con un creciente aumento en la expresión en 

células luteinizadas de la granulosa paralela al desarrollo de este, disminuyendo 
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con la regresión del mismo, encontrándose finalmente sólo en células que aún 

conservan capacidad esteroidogénica; las células esteroidogénicas intersticiales y 

el epitelio superficial ovárico también muestran una clara expresión de 

Kisspeptina. Su receptor el GPR54 fue detectado en células de la teca de folículos 

preovulatorios, en el cuerpo lúteo y en células de la glándula intersticial 

(Castellano et al. 2006a, Gaytan et al. 2009). Dentro de los antecedentes, 

Kisspeptina ha demostrado inducir la liberación de progesterona desde células 

lúteas (Peng et al. 2013). Por otra parte,  recientemente se ha demostrado que la 

síntesis ovárica de Kisspeptina puede estar regulada por la inervación simpática 

del ovario (Ricu et al. 2012). En este contexto, ovarios incubados con 

isoproterenol, un agonista β–adrenérgico presentan una mayor expresión del 

ARNm y la proteína Kisspeptina, efecto que es evitado por la incubación con el β-

bloqueador propranolol. La expresión de Kisspeptina incrementa en la etapa de 

proestro del ciclo estral de la rata (Castellano et al. 2006a), lo que nos lleva a 

pensar en un posible rol en la ovulación o el reclutamiento cíclico de los folículos 

antrales, ya que ambos procesos ocurren en la etapa proestro. Es interesante que 

la mayor liberación de noradrenalina también ocurre en la misma etapa del ciclo 

estral en condiciones fisiológicas (Lara et al. 2002). Por otra parte, el incremento 

de noradrenalina ovárica a través de estrés por frío agudo produce un aumento de 

Kisspeptina, pero de forma crónica muestra una tendencia a la disminución de la 

misma (Ricu, 2013) y altera el desarrollo folicular induciendo a la formación de 

folículos anómalos y de quistes ováricos (Bernuci et al. 2008, Dorfman et al. 2003, 

Paredes et al. 1998). Las evidencias actuales mantienen una incógnita en el efecto 
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local de Kisspeptina en el desarrollo folicular y ovulación, sin embargo, al parecer 

el péptido tendría un efecto trófico sobre las células ováricas si nos basamos en su 

mecanismo de acción, lugares de expresión y algunos efectos demostrados. 

Según la evidencia presentada nos planteamos la siguiente hipótesis: 
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Hipótesis 

 

“La administración local de Kisspeptina en el ovario induce el desarrollo folicular y 

la ovulación en ratas sometidas a estrés por frio crónico intermitente” 
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Objetivo General 

 

Determinar los efectos producidos por la administración local de Kisspeptina en el 

ovario sobre el desarrollo folicular y ovulación en ratas adultas controles y 

sometidas a estrés. 

 

Objetivos Específicos 

 

1. Determinar la cantidad total de folículos secundarios, antrales y cuerpos lúteos 

en el ovario de ratas sometidas a la administración local de Kisspeptina por 7 y 

28 días comparado con ratas controles.  

 

2. Determinar la cantidad total de folículos secundarios, antrales y cuerpos lúteos 

en el ovario de ratas sometidas a estrés por frío crónico a las que se administra 

Kisspeptina localmente en el ovario. 
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Materiales y Métodos 

Animales de experimentación: 

Para este estudio se dispuso de muestras provenientes de animales que ya han 

sido recolectadas y que pertenecen al proyecto FONDECYT 1130049, cuyo 

investigador principal es el Dr. Hernán Lara de la facultad de Ciencias Químicas y 

Farmacéuticas de la Universidad de Chile. 

21 ratas hembras vírgenes de la cepa Sprague-Dawley, con un peso de 200 g se  

mantuvieron durante todo el desarrollo del experimento con ciclos de luz- 

oscuridad 12h-12h y a una temperatura promedio de 23ºC, con acceso a alimento 

y agua ad libitum. La mantención y seguimiento de las series experimentales se 

realizó en el bioterio de la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la 

Universidad de Chile. Se realizaron todos los esfuerzos posibles para minimizar el 

número de animales y el sufrimiento de estos. Las series experimentales y 

procedimientos fueron aprobados por el comité de bioética de la Facultad de 

Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile y de la comisión 

nacional de investigación científica y tecnológica (CONICYT). 

Diseño experimental: 

Se dividió a las ratas en 5 grupos experimentales de la siguiente forma: grupo 

Control + Suero fisiológico (Control), grupo Control + Kisspeptina por 7 días (Kiss 

7), grupo Control + Kisspeptina por 28 días (Kiss 28), grupo Estrés + Suero 

fisiológico (Estrés), grupo Estrés + Kisspeptina por 28 días (Estrés+Kiss 28). El 
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estrés de los grupos Estrés y Estrés+Kiss 28 correspondió a someter a los 

animales a 4ºC por 3h diariamente de lunes a viernes por 28 días (Dorfman et al, 

2003). Las minibombas osmóticas ALZET (modelo 2004, 0,25 μL/hr. Alza Corp. 

Palo alto, CA), fueron implantadas subcutáneamente en la región dorsal, cargadas 

previamente con Kisspeptina-10 (Phoenix pharmaceuticals, Belmont, CA) a una 

concentración 1004 nmol / 200 µL. Esta cantidad de Kisspeptina, si se vaciara al 

plasma, no activa la liberación de GnRH (Thompson et al, 2004). Para evitar que 

el ovario izquierdo, el cual no va a recibir el fármaco compense la función del 

ovario derecho (Ojeda y Ramirez, 1972), se realizó una ovariectomía unilateral 

de este órgano el mismo día de la implantación de la minibomba osmótica en el 

ovario contralateral. 

Morfometría: 

1) Procedimiento histológico: se realizó la extracción del ovario derecho y a 

continuación fue fijado con fijador Bouin (mezcla formada por p-formaldehído al 

37-40%, ácido pícrico saturado y ácido acético glacial) por un lapso de 24h, 

subsiguientemente las muestras fueron deshidratadas mediante lavados con 

etanol 70% por al menos 24h, para luego ser incluidos en parafina. Se realizaron 

cortes seriados y consecutivos con un espesor de 6 μm los que fueron teñidos 

posteriormente con tinción de Hematoxilina-Eosina.  

2) Recuento morfológico: Los criterios para recuento de estructuras foliculares se 

realizaron de acuerdo a métodos ya publicados (Cruz et al, 2012) para analizar las 

poblaciones de folículos secundarios, antrales sanos, antrales atrésicos y cuerpos 
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lúteos. A continuación se señalan los principales criterios para la cuantificación de 

la población folicular: a) Folículos secundarios: son aquellos en que el ovocito está 

rodeado por 2 o más capas de células de la granulosa con forma cuboidal y que 

aún no presentan cavidad antral, estos se cuantificaron y fueron medidos en la 

sección en que se visualiza el núcleo del ovocito; b) Folículos antrales: son 

aquellos folículos en los que el ovocito está rodeado por más de dos capas de 

células de la granulosa cuboidales de apariencia normal y presenta cavidad antral, 

estos se cuantificaron y fueron medidos al ser visualizado el núcleo del ovocito; c) 

Folículos antrales atrésicos: son aquellos folículos que corresponden a la 

clasificación “b)” pero presentan más del 5% de células con núcleo picnótico en la 

sección cruzada mayor del folículo. Otros criterios de atresia fueron ovocitos 

deformes, fragmentados o que han reiniciado meiosis, discontinuidad de la 

membrana basal que separa las células de la teca con las células de la granulosa 

o discontinuidad de la corona radiata (capa de células de la granulosa que rodea 

al ovocito en un folículo antral); d) Cuerpos lúteos: son el remanente de un folículo 

antral que ha ovulado en el cual se puede observar una estructura de gran tamaño 

con células tanto de la teca como de la granulosa luteinizadas, estos fueron 

cuantificados y medidos en la sección en que se observa el mayor diámetro. Este 

análisis comprendió el recuento total de las estructuras foliculares descritas, la 

medición de su diámetro y distribución por tamaño. Se contabilizaron y midieron 

además algunas estructuras foliculares anómalas como quistes lúteos y folículos 

tipo 3, se consideraron como quistes lúteos a estructuras con apariencia de 

cuerpos lúteos (con luteinización de las células de la teca y de la granulosa) pero 
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con la presencia de un espacio antral que ocupase al menos 1/3 de este y como 

folículos tipo 3 a cualquier folículo antral sin signos de atresia con un diámetro 

igual o superior a 750 μm con o sin signos de hipertecosis ya que con este tamaño 

ya deberían haber sido ovulados. 

Análisis estadístico: 

Las diferencias entre los distintos grupos experimentales fueron analizadas 

usando el análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido por comparaciones 

múltiples mediante el test LSD de Fisher. Fueron consideradas diferencias 

significativas con un valor de p<0,05. Todos los análisis estadísticos se realizaron 

con el programa GraphPad Prism v6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). 
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Resultados 

1. Folículos secundarios en ratas controles o sometidas a EFCI y 

tratadas con Kisspeptina 

En la figura 2 se muestra el número (2A) y diámetro promedio (2B) de los folículos 

secundarios en los grupos experimentales analizados. Sólo se observa un 

aumento del número de folículos secundarios en el grupo de animales tratados 

con Kisspeptina por 7 días versus el grupo Control.  
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Figura 2. Número y tamaño promedio de folículos secundarios. Número promedio de folículos 

secundarios (A) y diámetro promedio de folículos secundarios (B). En el grupo Control (n=3), Kiss7 

(n=5), Kiss 28 (n=5), Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 28 (n=5). Los resultados se expresan como el 

promedio ± EEM. * p<0,05. 
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En la figura 3 se muestra el número promedio de folículos secundarios sanos 

separados por tamaño en los grupos experimentales analizados. Observamos un 

aumento de los folículos antrales secundarios mayores a 90 μm en el grupo Kiss 7 

comparado con el grupo Control. 
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Figura 3. Número promedio de folículos secundarios separados por tamaño y grupos 

experimentales. En el grupo Control  (n=3), Kiss 7 (n=5), Kiss 28 (n=5), Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 

28 (n=5). Los resultados se expresan como el promedio ± EEM. * p<0,05. 
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2. Folículos antrales en ratas controles o sometidas a EFCI y tratadas 

con Kisspeptina 

En la figura 4 se muestra el número promedio de folículos antrales sanos (4A) y 

atrésicos (4B) en los grupos experimentales analizados. Observamos un aumento 

del número de folículos antrales en los grupos de animales tratados con 

Kisspeptina por 7 y 28 días versus el grupo Control sólo en el caso de los folículos 

antrales sanos.  En el caso de las ratas sometidas a EFCI no observamos cambios 

en el número total de folículos antrales con respecto al grupo Control. La 

administración de Kisspeptina por 28 días incrementó el número de folículos 

antrales sanos en ratas sometidas a EFCI tanto respecto al grupo Control como 

respecto al grupo Estrés. Además, aumentó la cantidad de folículos antrales 

atrésicos versus el grupo Control. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Número promedio de folículos antrales sanos y atrésicos en los distintos grupos 

experimentales. Número promedio de folículos antrales sanos (A) y folículos antrales atrésicos 

(B). (*), (**) y (***) compara el grupo respectivo versus el grupo Control, (++) compara versus grupo 

Kiss 7 y (-) compara versus grupo Estrés. En el grupo Control  (n=3), Kiss7 (n=5), Kiss 28 (n=5), 

Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 28 (n=5). Los resultados se expresan como el promedio ± EEM.             

* y - p<0,05; ** y ++ p<0,01: ***p<0,001. 
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En la figura 5 se muestra el número promedio de folículos antrales sanos 

separados por tamaño en los grupos experimentales analizados. Para una mayor 

claridad en la tabla 1 se representa el grado de significancia estadística obtenido 

de la comparación de los datos graficados en la figura 5. Observamos un aumento 

de los folículos antrales sanos menores a 200 μm en el grupo Kiss 28 comparado 

con el grupo control y Kiss 7 y también en el grupo Estrés+Kiss 28 comparado con 

el grupo Control. Además, se observa un aumento de la cantidad de folículos en el 

grupo Estrés+Kiss 28 comparado con el grupo Estrés en este rango de tamaño. 

Por otra parte,  se aprecia un aumento en el número de folículos con un tamaño 

entre 200 y 399 μm en los grupos Kiss 7 y Kiss 28 con respecto al grupo Control. 

Se observa además un aumento de la cantidad de folículos en el grupo Kiss 28 

con respecto al grupo Kiss 7. A su vez se observa una disminución del número de 

folículos en el grupo Estrés+Kiss 28 comparado con el grupo Kiss 28. Por otra 

parte, se puede observar una tendencia al aumento en el grupo Estrés+Kiss 28 

respecto al grupo Control. 

Al analizar los folículos de tamaño mayor o igual a 400 μm se observa un aumento 

en el número de éstos bajo la estimulación de Kisspeptina en los grupos Kiss 7, 

Kiss 28 y Estrés+Kiss 28 comparado con el grupo Control. A su vez se aprecia un 

aumento de los folículos antrales del grupo Estrés+Kiss 28 comparado con el 

grupo Estrés en este rango de tamaño. 
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Figura 5. Número promedio de folículos antrales sanos separados por tamaño y grupos 

experimentales. En el grupo Control  (n=3), Kiss 7 (n=5), Kiss 28 (n=5), Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 

28 (n=5). Los resultados se expresan como el promedio ± EEM. Las diferencias significativas se 

detallan en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Representación del grado de significancia del promedio de folículos antrales sanos 

separados por grupos experimentales y tamaño (Figura 5). 

Tamaño 
Grupo 

< 200 μm 200-399 μm ≥ 400 μm 

Kiss 7 ns ** * 

Kiss 28 
* 

++ 

*** 

+ 
* 

Estrés ns Ns ns 

Estrés+Kiss 28 
* 
- 

T*(P=0.0580) 
# # 

* 
- - 

 

(*), (**) y (***) compara el grupo respectivo versus el grupo Control, (+) y (++) compara versus 

grupo Kiss 7, (-) y (- -) compara versus grupo Estrés y (# #) compara versus Kiss 28. En el grupo 

Control  (n=3), Kiss 7 (n=5), Kiss 28 (n=5), Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 28 (n=5). *, + y – p<0,05; **, 

++ y - - p<0,01 y *** p<0,001. T indica tendencia. 
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En la figura 6 se muestra el diámetro promedio de los folículos antrales sanos (6A) 

y atrésicos (6B) en los grupos experimentales analizados. Observamos una 

disminución en el diámetro de los folículos antrales sanos en el grupo tratado con 

Kisspeptina por 28 días respecto al grupo tratado por 7 días. No se observa 

ningún otro cambio ni tendencia entre los otros grupos experimentales, tanto en 

los folículos antrales sanos como en los atrésicos. 
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Figura 6. Diámetro promedio de folículos antrales sanos y atrésicos.  Diámetro promedio de 

folículos antrales sanos (A) y folículos antrales atrésicos (B). (+) compara versus grupo Kiss 7. En 

el grupo Control  (n=3), Kiss7 (n=5), Kiss 28 (n=5), Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 28 (n=5). Los 

resultados se expresan como el promedio ± EEM. + p<0,05 
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3. Cuerpos Lúteos en ratas controles o sometidas a EFCI y tratadas con 

Kisspeptina  

En la figura 7 se muestra el número (7A) y diámetro promedio (7B) de los cuerpos 

lúteos en los grupos experimentales analizados. Observamos un aumento del 

número de cuerpos lúteos en el grupo de animales tratados con Kisspeptina por 

28 días comparados con el grupo Control y el grupo Kiss 7. En el caso de las ratas 

sometidas a EFCI no se aprecian cambios en el número total de cuerpos lúteos 

con respecto al grupo Control aunque si se observa un aumento en su diámetro. 

La administración de Kisspeptina por 28 días incrementó el número de cuerpos 

lúteos en ratas sometidas a EFCI tanto respecto al grupo Control como respecto al 

grupo Estrés. 
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Figura 7. Número y diámetro promedio de cuerpos lúteos.  Número promedio de cuerpos 

lúteos (A) y diámetro promedio de cuerpos lúteos (B). (*) y (***) compara el grupo respectivo versus 

el grupo Control, (+++) compara versus grupo Kiss 7 y (- - -) compara versus grupo Estrés. En el 

grupo Control (n=3), Kiss7 (n=5), Kiss 28 (n=5), Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 28 (n=5). Los 

resultados se expresan como el promedio ± EEM. * p<0,05; +++, - - - y *** p<0,001 
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En la figura 8 se muestra el número promedio de cuerpos lúteos separados por 

tamaño en los grupos experimentales analizados. Para mayor claridad, en la tabla 2 

se representa el grado de significancia estadística obtenido de la comparación de los 

datos graficados en la figura 8. Respecto a los cuerpos lúteos menores a 600 μm se 

puede observar que a pesar de no existir diferencias estadísticamente significativas 

entre los grupos de estudio, si existe una tendencia al aumento en la cantidad de 

cuerpos lúteos en el grupo tratado con Kisspeptina por 28 días comparado con el 

grupo tratado por 7 días. 

Además, se aprecia un aumento en el número de cuerpos lúteos entre 600 y 799 μm 

en el grupo tratado por 28 días con respecto al grupo tratado por 7 días. Se observa 

también un aumento del número de cuerpos lúteos en el grupo Estrés+Kiss 28 al 

compararlo con el grupo Estrés. Se puede apreciar además una tendencia al aumento 

en número de cuerpos lúteos en el grupo Estrés+Kiss 28 respecto al grupo Control. 

Al analizar los cuerpos lúteos de tamaños entre 800 y 999 μm se observa un aumento 

en el número de los mismos bajo la estimulación de Kisspeptina en los grupos Kiss 28 

y Estrés+Kiss 28 respecto al grupo Control. También se aprecia un aumento de los 

cuerpos lúteos en el grupo Estrés+Kiss 28 comparado con el grupo Estrés. 

Finalmente en los cuerpos lúteos mayores o iguales a 1000 μm existe un aumento en 

la cantidad de cuerpos lúteos tanto del grupo Kiss 28 como del grupo Estrés+Kiss 28 

respecto al grupo Control. También se aprecia un aumento de la cantidad de cuerpos 

lúteos del grupo Kiss 28 comparado con el grupo Kiss 7 y del grupo Estrés+Kiss 28 

versus el grupo Estrés. 
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Figura 8. Número promedio de cuerpos lúteos separados por tamaño y grupos 

experimentales. En el grupo Control  (n=3), Kiss 7 (n=5), Kiss 28 (n=5), Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 

28 (n=5). Los resultados se expresan como el promedio ± EEM. Las diferencias significativas se 

detallan en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Representación del grado de significancia del promedio de cuerpos lúteos 

separados por grupos experimentales y tamaño (Figura 8). 

Tamaño 
Grupo 

< 600 μm 600-799 μm 800-999 μm ≥ 1000 μm 

Kiss 7 ns ns ns ns 

Kiss 28 T+(P=0.0547) + * 
** 

++ 

Estrés ns ns ns ns 

Estrés+Kiss 28 ns 
T*(P=0.0880) 

- 
** 

- - - 
*** 
- 

 

(*), (**) y (***) compara el grupo respectivo versus el grupo Control, (+) y (++) compara versus 

grupo Kiss 7, (-) y (- - -) compara versus grupo Estrés. En el grupo Control  (n=3), Kiss 7 (n=5), Kiss 

28 (n=5), Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 28 (n=5). *, + y – p<0,05; ** y ++ p<0,01; *** y - - - p<0,001.    

T indica tendencia. 
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4. Folículos anómalos en ratas controles o sometidas a EFCI y tratadas 

con Kisspeptina 

En la figura 9 se muestra el número (9A) y diámetro promedio (9B) de los folículos 

tipo 3 en los grupos experimentales analizados. Observamos una disminución del 

número en animales tratados con Kisspeptina por 7 y 28 días, comparados con el 

grupo Control, lo mismo sucede con el diámetro promedio de los mismos. En el 

caso de las ratas sometidas a EFCI no observamos cambios en el número total de 

folículos tipo 3 ni en su diámetro promedio con respecto al Control. La 

administración de Kisspeptina por 28 días disminuyó el número de folículos tipo 3 

en ratas sometidas a EFCI tanto respecto al Control como al grupo Estrés y hubo 

una disminución del diámetro de los mismos respecto al Control. 
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Figura 9. Número y diámetro promedio de folículos tipo 3.  Número promedio de folículos tipo 3 

(A) y diámetro promedio de folículos tipo 3 (B). (*) y (**) compara el grupo respectivo versus el 

grupo Control y (- -) compara versus grupo Estrés. En el grupo Control  (n=3), Kiss7 (n=5), Kiss 28 

(n=5), Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 28 (n=5). Los resultados se expresan como el promedio ± EEM.  

* p<0,05; ** y - - p<0,01. 
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En la figura 10 se muestra el número (10A) y diámetro promedio (10B) de los 

quistes lúteos en los grupos experimentales analizados. No se observa diferencia 

entre los grupos en cuanto a la cantidad o diámetro promedio de quistes lúteos. 
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Figura 10. Número y diámetro promedio de quistes lúteos.  Número promedio de quistes lúteos 

(A) y diámetro promedio de quistes lúteos (B). En el grupo Control  (n=3), Kiss7 (n=5), Kiss 28 

(n=5), Estrés (n=3) y Estrés+Kiss 28 (n=5). Los resultados se expresan como el promedio ± EEM. 

nd: no detectable. 
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Discusión 

Varios estudios han demostrado que Kisspeptina está implicada en el control del 

inicio de la pubertad y también en la generación del pico de LH, ejerciendo una 

función primordial en la liberación de la hormona GnRH (Matsui et al. 2004, 

Navarro et al. 2004, Thompson et al. 2004). Más recientemente se ha observado 

la presencia de Kisspeptina y su receptor en el ovario (Castellano et al. 2006a, 

Gaytan et al. 2009), lo que lleva a pensar que el péptido podría está regulando la 

foliculogénesis y la esteroideogénesis de forma paracrina. En esta tesis 

encontramos que la administración local de Kisspeptina favorece el desarrollo de 

los folículos y produce un aumento de los cuerpos lúteos tanto en ratas controles 

como en ratas sometidas a estrés. 

Recientes estudios han demostrado que mientras Kisspeptina se expresa 

mayoritariamente en folículos antrales, su receptor (GPR54) está distribuido de 

forma homogénea entre los cuerpos lúteos, los folículos y células intersticiales del 

ovario (Laoharatchatathanin et al. 2015) e incluso en el ovocito (Dorfman et al. 

2014). Por otro lado, los niveles de Kisspeptina fluctúan durante el ciclo estral en 

la rata mostrando los niveles más altos durante el proestro tardío (Castellano et al. 

2006a). Es interesante notar que el aumento de Kisspeptina en el proestro tardío 

es inducido por la hormona LH (Laoharatchatathanin et al. 2015) indicando un 

posible rol en la ovulación. En esta tesis encontramos que la administración local 

de Kisspeptina en el ovario produce un aumento de los cuerpos lúteos en el 

tratamiento crónico (28 días), sin embargo, no se observó un aumento en el 
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tratamiento más agudo (7 días). Al separar los cuerpos lúteos según su tamaño 

encontramos una acumulación de estos en los tamaños más grandes en el grupo 

de ratas tratadas por 28 días y no observamos ningún cambio en el grupo de ratas 

tratadas por 7 días. Si tomamos en cuenta que el grupo Kiss 7 debería haber 

pasado por 1 o 2 ovulaciones hasta el momento del sacrificio, podemos hipotetizar 

que Kisspeptina no ejerce su acción directamente sobre el proceso de ovulación 

dado que no hubo aumento en los cuerpos lúteos de esta serie de animales 

aunque se requieren pruebas más específicas para evaluar esto. En este sentido 

el aumento del número de cuerpos lúteos de la serie tratada por 28 días podría 

estar relacionado más a un aumento en el número de folículos antrales sanos en 

dicha serie por acción de la Kisspeptina sobre estos folículos y por lo tanto a un 

aumento en la disponibilidad de los mismos para ser ovulados. Consistentemente 

con esta idea, en nuestro trabajo observamos que la administración local de 

Kisspeptina en el ovario produjo un aumento en el número de folículos antrales 

sanos tanto en ovarios tratados por 7 días como en los tratados por 28 dias. 

Aunque tradicionalmente se ha pensado que Kisspeptina favorece la ovulación, 

consideramos que el efecto principal a nivel local es favorecer el desarrollo de 

folículos hacia la etapa de preovulatorio. Nuestros resultados coinciden con lo 

demostrado por Fernandois y cols. (2016) quienes encuentran un aumento de 

cuerpos lúteos después de 28 días de tratamiento con Kisspeptina infundida en el 

ovario de ratas senescentes.  
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Al analizar más profundamente el efecto de Kisspeptina sobre los folículos 

antrales se observa un aumento más pronunciado de estos folículos en las ratas 

tratadas por 28 días en comparación con las tratadas por 7 días. En la distribución 

por tamaño de los folículos antrales se puede observar que el efecto en las ratas 

tratadas por 7 días se hace significativo en folículos antrales de tamaño mayor o 

igual a los 200 μm, el número de folículos antrales menores a 200 μm no se ve 

afectado en el grupo tratado con Kisspeptina por 7 días pero aumenta 

considerablemente en el grupo tratado por 28 días, lo que puede sugerir que 

Kisspeptina no afecta la transición de folículos secundarios hacia folículos antrales 

o que dicho efecto no es observable con el tratamiento agudo. Esto último es 

consistente con el hecho de que se aprecia un aumento en la cantidad de folículos 

secundarios en el grupo de ratas tratadas con Kisspeptina por 7 días, sobre todo 

en los folículos mayores a 90 μm, corroborando la idea de que existe un efecto 

trófico de Kisspeptina que promueve el desarrollo de los folículos secundarios y a 

su vez, el aumento de folículos antrales mayores o iguales a 200 μm sin una 

disminución de la población de antrales de menor tamaño (de la cual provienen las 

poblaciones de mayor tamaño) podría implicar que el paso de folículos 

secundarios hacia antrales sí se encuentra acelerado pero dicho cambio sólo se 

observa claramente en el tratamiento crónico. Por otra parte, en la serie tratada 

por 28 días se observa una tendencia al aumento de la población de folículos 

secundarios aunque no es significativo. 
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En cuanto a la atresia folicular, se observa una tendencia al aumento en el número 

de folículos antrales atrésicos en los grupos Kiss 7 y Kiss 28 que es más 

pronunciado mientras mayor es el tiempo de tratamiento. Esto confirma que el 

aumento de folículos antrales sanos no se debe a una diminución de la apoptosis 

si no a un aumento en el reclutamiento y desarrollo de los folículos, lo que 

posteriormente lleva a una mayor ovulación de los mismos. Probablemente dicha 

tendencia podría hacerse significativa si se aumenta el número de individuos 

analizados en cada uno de los grupos. 

Por otra parte, realizamos un recuento de los folículos anómalos -Tipo III y Quistes 

lúteos- sin encontrar diferencias entre los grupos de estudio en cuanto a los 

quistes lúteos pero si a los folículos tipo 3 de forma bastante dispersa. Se 

consideraron como quistes lúteos a estructuras con apariencia de cuerpos lúteos 

(con luteinización de las células de la teca y de la granulosa) pero con la presencia 

de un espacio antral que ocupase al menos 1/3 de este y como folículos tipo 3 a 

cualquier folículo antral sin signos de atresia con un diámetro igual o superior a 

750 μm con o sin signos de hipertecosis ya que con este tamaño ya deberían 

haber sido ovulados. Debido a que encontramos la presencia de quistes lúteos en 

casi todos los grupos experimentales, creemos que su presencia se debe a la 

hipertrofia compensatoria propia de la hemiovariectomía. Por otra parte, la alta 

variabilidad tanto en la cantidad como en el diámetro de los folículos tipo 3 se 

puede deber a que por diseño experimental se sacrificó  los animales a los 7 o 28 

días de insertada la cánula, sin considerar la etapa del ciclo estral en el que se 
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encontraba cada rata, por lo que muchos de estos en realidad podrían ser folículos 

preovulatorios. 

Recientemente se ha observado que la expresión de Kisspeptina podría estar 

regulada por la inervación simpática a través del SON ya que en forma aguda la 

activación de los receptores beta adrenérgicos lleva a un aumento de la expresión 

de Kisspeptina en ratas adultas (Ricu et al. 2012). Además, la activación de 

receptores beta-adrenérgicos lleva a un mayor desarrollo de folículos secundarios 

(Mayerhofer et al. 1997). Sin embargo, el incremento crónico de NA ovárica 

inducido a través de EFCI altera el desarrollo folicular llevando a una disminución 

de los folículos y a la formación de folículos anómalos y de quistes ováricos 

(Bernuci et al. 2008, Dorfman et al. 2003, Paredes et al. 1998). En este trabajo 

nosotros planteamos revertir las alteraciones foliculares producidas por el EFCI 

mediante la administración local de Kisspeptina en el ovario. Encontramos que 

Kisspeptina presenta un efecto trófico en el desarrollo de los folículos secundarios 

y antrales llevando a una mayor disponibilidad de folículos para la ovulación. La 

administración de Kisspeptina podría contrarrestar en parte los efectos deletéreos 

del aumento patológico de NA en el ovario ya que produjo un aumento de los 

folículos antrales sanos y también de los cuerpos lúteos. Sin embargo, nos llamó 

la atención la ausencia de cambios en ratas estresadas comparadas con ratas 

controles, ya que ambas presentaron un número similar de folículos secundarios, 

folículos antrales sanos, folículos antrales atrésicos y también de cuerpos lúteos. 

Creemos que esta ausencia de cambios se debió al diseño del experimento. 
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Esencialmente en nuestra serie experimental se insertó una cánula en el ovario 

derecho y se ovarictomizó el ovario contralateral. La ovariectomización produce 

notablemente una hipertrofia compensatoria, con aumento de los niveles de la 

hormona FSH (Ojeda y Ramirez, 1972). Ya que los cambios en el número de 

folículos mostrado en el protocolo diseñado por Dorfman y cols (2003) son leves, 

creemos que son totalmente contrarrestados por la hipertrofia compensatoria. 

Lamentablemente, nuestro diseño experimental no nos permite concluir que los 

efectos deletéreos inducidos por el EFCI son revertidos por la administración de 

Kisspeptina. 

Nuestro presente trabajo da indicios de una función desconocida hasta la fecha de 

la Kisspeptina en el desarrollo folicular, presentando un posible efecto trófico de la 

misma en folículos antrales y secundarios en ratas adultas. Son necesarios más 

estudios para poder dilucidar esta función, como por ejemplo agregar otras series 

experimentales en las que se infunda el ovario con Kisspeptina más su 

antagonista (P234). Tomando en cuenta que el EFCI produce un aumento 

sostenido del tono adrenérgico ovárico, lo que a su vez induce una mayor síntesis 

del ARNm para el receptor de Kisspeptina (Ricu, 2013), sería importante evaluar la 

expresión de dicho receptor y los efectos del antagonista P234 en ovarios de ratas 

sometidas a EFCI para dilucidar el efecto aislado del aumento supra-fisiológico del 

receptor de Kisspeptina en caso de encontrarse aumentado. 

Kisspeptina ya está siendo utilizada en estudios clínicos relacionados con 

infertilidad en mujeres (Jayasena et al. 2014), nosotros proponemos que también 
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podría ser utilizada localmente en mujeres con un bajo desarrollo folicular debido a 

ovario poliquístico que no responda a otros tratamientos. 

A modo de resumen, Kisspeptina ejerce un efecto trófico dependiente de la 

cantidad de días de tratamiento en las poblaciones foliculares analizadas (folículos 

secundarios y antrales) y un aumento de los cuerpos lúteos. Se requieren más 

pruebas para determinar con certeza si Kisspeptina aumenta la ovulación o 

disminuye la luteólisis. Esto confirma parcialmente el modelo propuesto por Ricu 

(2013) en su tesis doctoral. 
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Conclusiones 

 La administración de Kisspeptina por 7 días aumentó la cantidad de 

folículos secundarios y folículos antrales sanos respecto al grupo Control 

mientras que por 28 días aumentó la cantidad de folículos antrales sanos 

en mayor proporción que el grupo Kiss 7 y también aumentó los cuerpos 

lúteos respecto al grupo Control. 

 El EFCI no produjo las alteraciones foliculares descritas en la literatura 

probablemente porque nuestro diseño experimental consideraba solo ratas 

hemiovariectomizadas con hipertrofia compensatoria 

 La administración de Kisspeptina por 28 días aumentó la cantidad de 

folículos antrales sanos, antrales atrésicos y cuerpos lúteos en ratas 

sometidas a EFCI. 
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