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Resumen

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) juega un papel central en la regulacion de la
competencia reproductiva en todos los vertebrados. Este decapéptido producido por unas cuantas
células ubicadas en la parte anterior y media del hipotdlamo es liberado en forma pulsdtil hacia la
hipéfisis anterior, donde induce la liberacion de las gonadotropinas: la hormona foliculo-estimulan-
te (FSH) y la hormona luteinizante (LH). El estrés es un factor que compromete la competencia
reproductiva de los animales. Sin embargo, el nivel al cual ocurre esta inhibicion y los mecanismos
moleculares de esta accién atin no han sido enteramente dilucidados. Recientemente se han encon-
trado evidencias que involucran a los glucocorticoides como inhibidores de la expresion del gen de la
GnRH, pudiendo ser ésta una de las formas en las cuales la reproduccion se ve afectada por altas
concentraciones de glucocorticoides. Esta revision presenta el estado actual del conocimiento sobre
la GnRH, su estructura molecular, el desarrollo y distribucion de las células que la producen, las
nuevas herramientas para el estudio de la regulacion de su expresién, sintesis y liberacion. Se discu-
ten los mecanismos de accién de los glucocorticoides, y su aparente control negativo sobre la expre-
sion y liberacion de dicha hormona y por ende sobre la reproduccion.
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Introduccion

La hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH) es la primera en la jerarquia de hormonas
que regulan los procesos reproductivos en los mami-
feros. Debido a que la GnRH es producida por un
reducido nimero de neuronas dispersas en el
hipotdlamo, el estudio de los mecanismos regulado-
res de su expresion genética y su liberacion se habia
visto obstaculizado.

El entendimiento de los factores que regulan posi-
tiva 0 negativamente la expresién de la GnRH es de
gran importancia para una éptima produccién animal

y para la reproduccion de especies en cautiverio o en
via de extincion.

Actualmente el establecimiento de lineas celula-
res que expresan GnRH in vitro y los recientes avan-
ces en técnicas de biologia molecular, permiten un
estudio mds profundo sobre este péptido.

Altas concentraciones de glucocorticoides, ya sea
liberados en condiciones de estrés, presentes en el sin-
drome de Cushing o administrados clinicamente, tie-
nen un efecto negativo sobre la reproduccion. Se han
propuesto varios modelos sobre los niveles a los cua-
les ocurre esta accién y sus mecanismos. Se ha de-
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mostrado que los glucocorticoides inhiben directa-
mente la expresion del gen que codifica parala GnRH,
causando represion en la trascripcion de éste (5,8).

Historia del descubrimiento de la GnRH

La hipofisis, o pituitaria, fue considerada du-
rante mucho tiempo como la “gldndula maestra”,
ya que la administracién de sus extractos tenia la
propiedad de alterar virtualmente todos los siste-
mas y procesos del organismo, incluyendo la re-
produccion (2).

A partir de 1930, Harris realizé una serie de expe-
rimentos que demostraron el control del hipotdlamo
sobre la hipéfisis en la reproduccion. Al lesionar la
vasculatura portal entre el hipotilamo y la hip6fisis,
la ovulacion se veia interrumpida, pero un extracto
hipotalimico inducia de nuevo la ovulacion
(13,14,15). Esto fue confirmado por Nikitovich-Winer
y Everett en 1958 (24). Asi surgieron los conceptos
del eje hipotalimico-hipofisiario-gonadal y de
neuroendocrinologia.

En 1971 dos grupos, uno trabajando con extractos
hipotaldmicos de origen porcino y el otro con mate-
rial ovino, purificaron y determinaron la secuencia
del péptido que inducia la liberacién de FSH y de LH,
por lo cual se llamé la hormona liberadora de las
gonadotropinas, GnRH (3, 30). -

Ontogénesis y distribucién de las neuronas
productoras de GnRH

Las células productoras de la GnRH se originan en
el epitelio de la placa olfatoria medial. Posteriormen-
te migran a través del septo nasal junto con ramas del
nervio vomeronasal hasta el diencéfalo. La migracion
de las células productoras de GnRH es un fendmeno
universal para todos los vertebrados (27). Una de las
formas del sindrome de Kallman (hipogonadismo
hipogonadotrépico con anosmia), es causada por un
defecto en la migraciéon de estas células y de los ner-
vios olfatorios al hipotdlamo.

Una vez en el hipotdlamo, las células productoras
de GnRH se distribuyen por la region supra-
quiasmdtica SQ, en el drea predptica del hipotalamo
anterior, POA-AH (31); algunas se dispersan también
por el nicleo arcuato AN (figura 1).
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El niimero de células varia de 500 a 2000 segiin la
especie (39). La GnRH también es expresada, aun-
que en niveles muy bajos, por células de la glindula
mamaria, las gonadas, la placenta, el rifién, la prosta-
ta y la médula ésea (15,17,25).

Hipotalamo

Hipofisis

Figura 1. Distribucion de las neuronas productoras
de GnRH en el hipotalamo de los mamiferos

Las dreas grises representan las zonas en las cuales se encuentran disper-
sas las neuronas productoras de GnRH. El decapéptido es transportado
por neuroterminales a la eminencia media ME, de donde pasa a la
adenohipéfisis por la vasculatura portal. OC: quiasma éptico; POA: drea
predptica; AN: niicleo arcuato; MB: cuerpo mamilar; AH: hip6fisis an-
terior; NH: hipéfisis posterior (16).

Interaccion de la GnRH con su receptor

La GnRH es liberada en forma pulsatil por
neuroterminales de la eminencia media al sistema
portal de la hipéfisis, por donde es transportada a la
hipdfisis anterior. Alli interactda con el receptor para
GnRH de las células gonadotrépicas. Este es un re-
ceptor rodopsinoide que pertenece a la familia de los
receptores acoplados a proteina G y posee siete do-
minios transmembranales, de los cuales el tercero
posee un residuo acidico que juega un papel clave en
la unién con la hormona (11).

Biologia molecular de la GnRH

En la década de los ochenta se establecio que la
GnRH de ratén, rata y humano presentaban la misma
secuencia que la descubierta para cerdo y oveja, y se
denominé mGnRH (GnRH de mamifero) o GnRH-I
(1,20,32).
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Una forma de GnRH, que diferia en un aminodcido
de mGnRH, fue aislada en 1982 del hipotdlamo de
gallina y se llamé GnRH-II (22). Dos afos mas tarde
una tercera forma de GnRH fue descubierta en galli-
na, la GnRH-III (23), la cual difiere en tres
aminoacidos de GnRH-1y GnRH-II (tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de aminoacidos de las 3 formas
mas comunes de la GnRH

Forma Secuencia de aminodcidos
GnRH-l  pGlui-His2-Trp3-Serd-Tyr5-Gly6-Leu7-Arg8-Pro9-Gly10-NH2
GnRH-Il  pGlui-His2-Trp3-Serd-Tyr5-Gly6-Leu7-Glug™-Pro9-Gly 10-NH2

GnRH-IIl pGlu1-His2-Trp3-S erd-His5"-Gly6-Trp7*-Tyr8*-Pro9-Gly10-NH2

* Aminodcidos que difieren de la GnRH de mamiferos descubierta
en 1971,

En la actualidad se han identificado 10 miembros
de la familia de las GnRH en diferentes especies has-
ta con tres formas presentes simultineamente en una
sola especie. Los aminodcidos en las posiciones 1, 2,
4,9 y 10 estdan conservados en todas, lo que podria
indicar que éstos jueguen un papel importante en la
interaccién de la hormona con su receptor (2). Ade-
mads, el decapéptido contiene un giro entre los
aminoacidos 5 y 6 que promueve la interaccion entre
los extremos N y C, lo cual puede garantizar la pro-
teccion de la molécula de la degradacién enzimatica.

El gen de la GnRH-I estd localizado en el
cromosoma 8p21, mientras que la GnRH-1I se encuen-
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tra en el 20p13. El gen posee 4 exones, de los cuales el
primero no codifica, en el segundo exén se encuentra la
informacion para péptido sefial de 21 a25 aminodcidos,
para la GnRH y para la primera parte del péptido aso-
ciado a GnRH, GAP. El tercer exén codifica para la
porcién media de GAP y los tltimos aminodcidos de
GAP estin codificados por el exdn 4, junto con una
regién no codificadora (10). Esto se ilustra con ma-
yor claridad en la figura 2.

La secuencia precursora posee de 89 a 92 ami-
nodcidos segiin la especie, de los cuales 21 a 23 corres-
ponden al péptido sefal, 10 a la GnRH, luego hay una
secuencia de Gly-Lys-Arg y finalmente 56 aminoacidos
del GAP.

El péptido seal es hidrofébico y su funcién parece
ser la de facilitar el transporte del decapéptido a través
del reticulo endoplasmatico. En el lugar de clivaje en-
tre el péptido senal y la GnRH, la glutamina, en la po-
sicion 1 de lahormona, es ciclada a dcido piroglutimico
(2). Nikolics y colaboradores (25) demostraron que el
GAP inhibe la liberacién de prolactina.

Regulacion de la liberaciéon y expresion
de la GnRH

Actualmente existen algunas lineas celulares de
neuronas hipotaldmicas que expresan GnRH en niveles
similares a los observados in vivo. Estas constituyen
herramientas sumamente ttiles para estudiar los meca-
nismos que regulan la secrecion y sintesis de la GnRH.

Exones

I II jist

v ARNmM

23 aa 0aa 56 aa
¢ ¢ Pre-péptidos
Péptido senal GnRH GAP Péptidos

Figura 2. Traduccion y procesamiento de la GnRH

En el ARN mensajero el exén I no contiene sequencias codificadoras. El exén 11 codifica para el péptido sefial, parala GnRH y para la primera
parte del péptido asociado a GnRH, GAP. El resto del GAP esta codificado por los exones 11y 1V. Adaptado de Dunn y Millan 1998.
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En 1990, Mellon y sus colegas establecieron una
linea celular (GT1) con neuronas secretoras de GnRH,
mediante el uso de tumorogénesis dirigida. Unieron
el promotor del gen de GnRH de rata al gen Tag (tu-
mor-antigen) del virus 40 de simio (SV40). Este
transgén de 3.1 kilobases (kb) se introdujo en cigotos
de ratén. Los animales transgénicos se identificaron
mediante Southern blot, con una sonda del gen de
GnRH humana y Northern blot, mediante una sonda
radioactiva de ARN del gen Tag (21).

Tres lineas de células productoras de GnRH (GN10,
GN11, NLT) fueron desarrolladas por Radovick y sus
colegas, mediante el mismo procedimiento pero usan-
do el promotor del gen humano de GnRH en vez del
gen de rata, obteniendo un transgén de 4 kb (28).

Las células GT1, GN10, GN11 y NLT expresan
receptores de glucocorticoides (GR), receptores del
factor insulinoide de crecimiento I (IGF-IR) (39), re-
ceptores del factor de crecimiento epitelial (EGFR),
receptores de estrogeno (ER o OR) (40), receptores
del factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGFR)
(38) y receptores del factor liberador de
corticotropinas (CRFR) (36).

Estas lineas celulares se han usado en varios estu-
dios de regulacién de GnRH. Radovick y colabora-
dores (28) estudiaron el papel regulador de las
hormonas esteroides sobre la expresion del gen GnRH.
La accion de los glucocorticoides sobre la expresion
de GnRH mRNA, fue estudiada por Dunn (8) traba-
jando con células NLT. Zakaria y otros, usando célu-
las NLT (39) condujeron un estudio que demostro la
inhibicién de la expresion de GnRH, por el éster forbol
12-O-tetradecanoilforbol 13 (TPA). Tsai y Weiner (37)
determinaron el efecto neurotrépico del factor de cre-
cimiento fibrobldstico bdsico sobre las células GT1.
Zhen y colaboradores (40), estudiaron la regulacion
de laexpresion del gen GnRH por el factor insulinoide
de crecimiento I (IFG-1). La regulacién de la trans-
cripcion de GnRH por péptidos similares al factor li-
berador de corticotropina (CRF) fue estudiada por
Tellman y colaboradores (35).

La regulacién de la liberacién de GnRH, requiere
una serie de mecanismos reguladores complejos,
presumiblemente mediados en parte por factores
neurotrépicos, y un trastorno en cualquiera de estos
mecanismos puede llevar a incompetencia
reproductiva. El andlisis de los niveles de GnRH en
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la circulacion hipofisiotrépica, demuestra que desde
la pubertad ésta es secretada en forma pulsatil y los
intervalos entre pulsos varian, desde 10 minutos has-
ta 1 hora, segiin la especie. Los intentos iniciales de
usar GnRH en forma terapéutica solo dieron resulta-
do una vez se inicié su administracidn pulsatil (33).

La melatonina tiene efecto sobre la liberacién
estacional de GnRH debido al fotoperiodo. Se han
encontrado sitios inmunoreactivos a melatonina en la
eminencia media del hipotdlamo (34). Atin no se ha
determinado si éstos son sus receptores y no se ha
confirmado su expresién especifica en las neuronas
productoras de GnRH, por lo cual se supone que existe
un circuito interneuronal en la eminencia media, del
cual hacen parte células dopaminérgicas. Algunos
aminoacidos neurotransmisores excitatorios, como el
N-metil-D,L 4cido aspdrtico (NMDA) el glutamato y
aspartato, también estimulan notoriamente la libera-
cién de GnRH (19).

Contijoch y otros (7) reportaron un aumento en la
liberacién de la GnRH después de tratamiento con
neuropéptido Y (NPY). Ademds confirmaron la pre-
sencia de una alta densidad de terminales liberadoras
de NPY en la zona interna de la eminencia media, lo
que puede considerarse como una base anatémica para
la accién estimuladora del NPY.

La liberacion de la GnRH esta principalmente afec-
tada por los esteroides gonadales, estrogeno y
testosterona, los cuales ejercen control dependiendo del
momento del ciclo estral y de su concentracion. Un
aumento en la produccion de estrogeno por las células
de la granulosa causa el pico preovulatorio de LH me-
diante retroalimentacion positiva en la liberacion de
GnRH. Se ha reportado también disminucién ténica
de la concentracién de ARNm de la GnRH después de
un tratamiento con altos niveles de estrégenos y
testosterona en machos y hembras intactos y castrados
tanto en mamiferos (6) como en aves (9,32). Altas con-
centraciones de progesterona también inhiben la libe-
racion de GnRH y consecuentemente la de LH.

Los péptidos opidceos ejercen un papel inhibitorio
sobre la liberacion de la hormona GnRH. La endorfina
B disminuye su liberacién y su antagonista, la
naloxona, lo estimula. Ain no existe evidencia de
contacto sindptico entre neuronas productoras de
opiaceos y las de GnRH, pero este efecto puede ser
mediado por neuronas intermediadoras (11).
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Inhibicion de la expresion del gen de la GnRH
por parte de los glucocorticoides

Los glucocorticoides son también llamados
corticoesteroides, por ser hormonas esteroideas pro-
ducidas por la corteza adrenal. En la mayoria de los
mamiferos el principal glucocorticoide es el cortisol,
también conocido como hidrocortisona, mientras que
en los roedores es la corticosterona (36).

Los glucocorticoides estimulan diferentes proce-
sos que colectivamente sirven para mantener concen-
traciones normales de glucosa en plasma. Poseen
actividad antiinflamatoria, e inmunosupresora, a tra-
vés de las cuales juegan un papel importante en la
proteccion del organismo contra el efecto de factores
generadores de estrés. Los glucocorticoides siempre
estdn presentes en niveles basales, con variaciones
diurnas. El estrés produce un incremento en su con-
centracion plasmatica.

En el citoplasma, el cortisol se une al receptor de
glucocorticoides (GR) y el complejo hormona-recep-
tor es transferido al nicleo, donde actiia como un fac-
tor de trascripcion y se une al elemento de respuesta a
los glucocorticoides (GRE), o al elemento negativo
de respuesta a los glucocorticoides (nGRE) depen-
diendo de cual esté presente en el promotor de un gen
dado, activando o inhibiendo la trascripcion respecti-
vamente (18) como se aprecia en la figura 3.

La concentracion alta de glucocorticoides en la cir-
culacién general tiene un efecto negativo sobre la fun-
cién reproductiva ya que inhiben la produccion de
GnRH, LH, estradiol y testosterona. Este es uno de
los posibles mecanismos por medio de los cuales el
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calor, el estrés nutricional y de manejo disminuyen la
competencia reproductiva de los animales de produc-
cioén y de especies silvestres en cautiverio.

La presencia de glucocorticoides durante 24 horas
en el medio de cultivo de células GT1, causé una
disminucion del 59% en la concentracién de ARNm
de GnRH (5). Utilizando células NLT, Dunn y otros
(8) reportaron una reduccién de tres veces en la ex-
presion de GnRH después de 24 horas de tratamiento
con dexametasona, agonista sintético tipo II del
cortisol.

Calogero y su grupo (4) estudiaron los efectos de
glucocorticoides en la liberacion de GnRH, usando
hipotdlamos individuales extraidos de ratas machos.
En este estudio tanto la corticoesterona como la
dexametasona disminuyeron los niveles basales de
GnRH en una proporcién dependiente de la concen-
tracion. Encontraron ademads que, con concentracio-
nes fisiologicas de corticosterona (1x10*M), la
progesterona adicionada al medio contrarrestaba el
efecto inhibidor del glucocorticoide, pero que este
efecto se perdia con concentraciones mas altas del

cocorticoides (1x10°M).

Esto podria deberse a una competencia por los
receptores para glucocorticoides por parte de la
progesterona o podria especularse que tal vez la
progesterona cumple un papel “amortiguador” del
efecto inhibitorio de los glucocorticoides sobre el
eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal en condicio-
nes normales, pero que pierde esta habilidad en con-
diciones de estrés, sindrome de Cushing o
concentraciones iatrogénicas elevadas de gluco-
corticoides.

GRE

Transcripcion

nGRE —

No hay transcripcion

Figura 3. Regulacion de la expresion genética por parte de los glucocorticoides

El glucocorticoide acoplado a su receptor (G+GR), se une al elemento de respuesta presente en el promotor del gen. Cuando el
elemento de respuesta es positivo (GRE), la trascripcién se activa, (A). Si el elemento de respuesta es negativo (nGRE), la trascripcion

es inhibida (B).
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Conclusiones y perspectivas en la regulacion
de la GnRH

Si bien las lineas de células productoras de GnRH
constituyen una herramienta \til para el estudio de la
regulacion de la expresion, sintesis y liberacion de
dicha hormona, y en sus 9 afios de vida han permitido
el entendimiento de procesos de regulacién en la
trascripcion, que antes por la escasez y dispersion de
las células no eran posibles, éstas no se deberian con-
siderar como sustitutos totales del estudio en vivo, ya
que en el proceso de inmortalizacion la expresion
genética puede verse afectada.

La habilidad de los glucocorticoides para inhibir
la expresion del gen de la GnRH y su liberacion su-
giere que esta hormona relacionada con el estrés no
solo actia a nivel hipofisiario, inhibiendo la libera-
cion de LH y FSH, sino también a nivel hipotaldmico
disminuyendo la funcién reproductiva desde estos dos
niveles. Se ha demostrado que el factor liberador de

Summary
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corticotropinas (CRF) también inhibe la expresion de
GnRH (35). Esto puede interpretarse como una via
alternativa para inhibicion de la funcién reproductiva
en condiciones de estrés.

Un estudio mds detenido sobre la accién conjunta
de los glucocorticoides y la progesterona en la regu-
lacion de la expresion y liberacion de GnRH permiti-
ria esclarecer su posible funcién en el control del eje
hipotalimico-hipofisiario-gonadal. El conocimiento
adquirido a partir de estudios sobre el control prima-
rio de la reproduccion servird para formular meca-
nismos para manipular el sistema reproductivo
mejorando la fertilidad de los animales y previniendo
trastornos reproductivos de origen hormonal.El en-
tendimiento sobre la estructura del receptor de GnRH
y la forma en que éste y la hormona interactian, faci-
litard el desarrollo de modelos que permitan el dise-
fio de nuevos agonistas de la hormona para su uso
clinico en el tratamiento de desérdenes reproductivos,
o para el disefio de anticonceptivos.

Expression and release regulation of gonadotropin releasin hormone (GnRH): Glucocorticoids

like reproduction inhibitor

Gonadotropin releasing hormone (GnRH) plays a key role in regulation of the reproductive
competence in vertebrates. This decapeptide produced by a few cells in the anterior and medial
hypothalamus is released in a pulsatile manner onto the pituitary, where it induces the secretion of
gonadotropins: follicle stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH). Stress negatively
affects reproductive competence in animals. However, the level of this inhibition and its molecular
mechanisms are not completely understood. Recent evidence that glucocorticoids inhibit GnRH
gene expression suggest that it could be one of the forms by which high glucocorticoid concentrations
affect reproduction. This review presents the current knowledge about GnRH and its molecular
structure, the ontogenesis and distribution of the cells that produce this hormone, new tools that
facilitate the study of gene expression, synthesis and release of GnRH. The mechanisms of action of
glucocorticoids are discussed as well as their negative regulation on the expression and release of

GnRH and consequently on reproduction.

Key words: gene expression, glucocorticoids, GnRH, hipotdlamic-pituitary-gonadal axis, stress.
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