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l. INTRODUCCION 

La hormona liberadora de gonadotroíinas (GnRH) es un neuropépti<lo clave 

en el control del desa1Tollo y mantenimiento de las funciones. reproductivas. La 

liberación pulsatil de este decapéptido, por células neurosecretoras localizadas en el 

ár a preóptico-bipotalámica, estimula la síntesis y secreción de gonadotrofinas 

a<lcnohipofisarias, las cuales a su vez estimulan la gametogénesis y esteroidogénesis 

c11 las gónadas (fi11k, 1988). 

Hacia fines de los aílos '40 Green y llan-is (1947) hipolelizaron acerca de la 

existencia de un factor hipotalámico relaciona<lo con la secreción de gonadotroíi11as . 

Sin embargo, recién veinte años después, pudo aislarse y secuenciarse a partir de 

hipotálamos porcinos y ovinos (Matsuo et al, l 97 l; Bw-gus et al, l 972). 

Originariamente GuR.11 fue considerada como una única variante molecular, 

pero evidencias irununológicas posteriores revelaron la presencia de otras fonnas en 

el cerebro de vertebrados no mamíferos (King and Millar, l 979; King and Millar 

1980). Hasta el momento han sido secuenciados nueve péptidos GnIU l diferentes en 

v rlcbrados (GotJ1ilf et al., l 995) y otras dos variantes en prolocordados (Powell el 

al. , 1996). Como convención, estas varia ntes reciben el nombre del animal del cual 

11011 sido aislados por primera vez. 

La estructura de G11R[I, aislada por primera vez a partir de porcinos (Matsuo 

el al., 1971) y ovinos (Burgus et al., 1972) e identificada como mairunalian GnRf l 

(111Gnlli-l), permanece conservada en ratón (Mason et al., 1986), rala (Adclman el 

al., l 986) y humanos (Sceburg & Adelman., l 984; Adelman el al., l 986). En 

mamíferos y anfibios anuros se ha encontrado además una fonna modificada 

enzimálicamente denominada hidroxiprolina mGnRH (Gautron et al., 1991; King et 

al. l 994). 



A partir de cerebros de gallinas se identificaron dos vari~ntes denominadas 

chicken 1 GnRH (cIGnRH) (King & Millar. l 982a; 1982b; Miyamoto et al. , J 983) 

y una segunda forma: chicken ll GnRH (cllGnRH) (Miyamoto et al. , 1984). 

En peces fueron aisladas y secuenciadas cuatro variantes a partir de extractos 

cerebrales: salman GnRH (sGnRH) ( herwood et al.., 1983 ), catfish GnRI 1 

(c fGnRH) (Ngamvongchon et al. 1992), seabream GnRH (sbGnRH) (Powell et al. 

1994 ) y dogfish GnRH (dl'GnRH) ( ovcjoy el al. 1992 ). ·n lampreas rucrun 

identificadas otras dos variantes: lamprea 1 GnRH (LIGnRH) (Sherwood et al. , 

l 986a) y lamprea llI GnRH (LlllGnRH) (Sower et al. 1993 ). 

Por otra parte en protocordados recientemente se han aislado dos variantes a 

partir de extractos de la ascidia Chelysoma productum: Tunicate l GnRH (tlGnRH) 

Tunicale 11 GnRH (tllGnRH) (Powell et al. 1996.). Tabla l. 

111GnRl-I pGlu His Trp Ser Tyr Gly Lcu Arg Pro Gly-NH2 

l.:IGnRH pGlu His Trp Ser Tyr Gly Lcu Gin Pro Gly-Nll2 

~ b nRH pGlu His Trp Ser Tyr Gly Lcu Ser Pro Gly-Nll2 

1.: r nRH pGlu His Trp Ser His Gly Lcu Asn Pro Gly-N112 

s inRll pGlu llis Trp Ser Tyr Gly Trp Lcu Pro Gly-NH2 

Jl'GnRH pGlu His Trp Ser His Gly Trp Leu Pro Gly-NH2 

di nRH pGlu His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro Gly-NH2 

LJllGnRH pGlu llis Trp Ser His Asp Trp Lys Pro Gly-Nll2 

LIGnRl-1 pGlu His Tyr Ser Lcu Glu Trp Lys Pro Gly-NH2 

llGnRH pGlu Uis Trp Ser Asp Tyr Phc Lys Pro Gly-Nll2 

tllGnRH pGlu His Trp Ser Lcu Cys His Ala Pro Gly-NH2 

Tabla l: Estructura primaria de las variantes moleculares de GnRH secuenciadas 

hasta el momento. 
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Todas estas moléculas pueden agruparse dentro de una misma familia debido 

a que comparten las siguientes características: 

l. La longitud de la molécula ( l O aminoácidos) permanece invariante. 

2. Los aminoácidos l: pGlu, 2: His 4: Ser, 9: Pro y 1 O: Gly-NI-12 se 

ncuentran conservados. 

3. Los extremos amino y carboxilo se encuentran modificados. El extremo 

amino se encuentra en fonna de un piroglutámico (pGlu) y el extremo carboxilo se 

'11CUCl1tra ami<lado (Gly-NH2). 

4. En vertebrados, todas estas variantes inducen la liberación de 

gonadotrofinas hipofisarias. 

Como se observa en la Tabla J la posición ocho es la que presenta mayor 

ariabilidad siguiendo en orden decreciente la posición cinco siete y seis (Andersen 

y Klungland 1993; Powell et al. 1996). 

En protocordados las dos variantes encontradas muestran un 60 % de 

homología con respecto a mGnRH. Sin embargo la presencia de Cys en la secuencia 

de tllGnRH posibilita que esta variante se presente en forma dimérica siendo cada 

homodímero un decapéptido con las características enunciadas precedentemente 

Powell et al. , 1996). 

Sin embargo, esta familia de neuropéptidos no parece estar limitada a estas 

once variantes estructurales ya que existen evidencias acerca de la presencia de 

formas aún no secuenciadas en vertebrados (King et al. , 1992; Dellovade et al. , 

1993· Stefano et al. , 1995). 



l. l. Estructura de la molécula precursora de GnRll 

La estructura del precursor (denominado prepro-GnRH) sigue un esquema 

·omún al conocido para otros neuropéptidos (Homona liberadora de hormona de 

recimiento GHRH, y vasotocina). GnRH se encuentra formando parte de una larga 

proteina precursora en cuyo extremo amino terminal está precedida por un péptido 

s ñal y en el carboxilo tenninal presenta una secuencia característica de amidación 

nz imática (Gly-Lys-Arg) seguido por un péptido al cual s denominó: péptido 

asociado a GnRH (GnRH Associated Peptide o GAP) (Sherwood et al 1993 ). 

La molécula madura es generada por procesamiento enzimático durante el 

·ual son removidos ambos extremos amino (péptido señal) y carboxilo terminal 

AP) (Mayo et al. 1983· Heierhorst et al. 1989· Seeburg et al. 1989). A su vez 

nRH sufre un procesamiento postraduccional que involucra la formación de un 

res iduo piroglutámico a partir de la glutamina en el extremo amino terminal y la 

adi ión de un grupo amino en el extremo carboxilo terminal aparentemente cedido 

por una glicina. 

La secuencia codificante del ADN (ADNc) de GnRH fue determinada 

inicialmente en algunas especies de mamíferos: humano, ratón y rata (Seeburg and 

del man, 1984· Adelman et al, 1986; Mason et al . l 9 6) (Figura 1 ). 

'ubsecuentemente fueron aislados clones de ADNc que codifican para diversos 

prepro-GnRHs: precursor de sGnRH (Bond et al, 1991 · Klungland et al 1992· 

Suzuki et al 1992) precursor de clGnRH (Dunn et al , 1993), precursor de cllGnRH 

(Bogerd et al 1994; White et al, 1994), precursor de cfGnRH (Bogerd et al, 1994) y 

precursor de sbGnRH (Gothilf et al. , 1996) teniendo todas ellas la misma estructura 

general. 



Todos los genes codificanles para prepro-GnRH presentan la misma 

estructura modular que comprende cuatro exones. El primer exón codifica para la 

r gión 5' no transcripta. El segundo codifica para un péptido señal de 21-23 

aminoácidos GnRH, un sitio de procesamiento proteolítico y los primeros 1 J 

aminoácidos de un péptido asociado a GnRH (GAP). El tercer exón codifica para lo 

que resta del GAP (aa 12-43) y el cuarto codifica para los aminoácidos restantes y Ja 

región 3' no transcripta (Klungland et al , 1992a; Adelman et al , 1986; Mason et a\ 

l 9Xúa · Dunncl et al , 1992). Esta estructura molecular tan conscrvllda sugeriría que 

e los genes tendrían un origen ancestral común. 

11 1• 61 
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Figura Nºl: Estructura del precursor de mGnRH 



1.2. Distribución Taxonómica y probables funciones de GnRH en 
vertebrados 

Existen evidencias acerca de la presencia de más de una variante molecular de 

CinRH en v rtebrados gnatostomados: en general cllGnRH y una segunda forma que 

~ría entre las distintas especies. En peces cartilaginosos esta segunda variante es 

dlDnRH y una nueva variante aún no identificada (Powell et al. . l 986a· Sherwood, 

1987; ovejoy et al., 1991 a, 1992, 1993 ). En peces óseos, se prcsc11ta co11junta111c11l:1 

con una segunda o tercer forma: mGnRH, sGnRH, cfGnRH, sbGnRH o variantes 

aún no caracterizadas (Powell et al. 1986a· Yu et al. 1988; Sherwood and Lovejoy. , 

1989; Sherwood et al., 1983; 1984· 1989 and 1991 · King et al., 1990b· Okuzawa et 

al., 1990· Amano et al. , 1992· Ngamvongchon et al., 1992; King and Millar. 1985; 

'othilf et al 1995· Stefano et al, 1997). 

En la mayoría de las especies de anfibios estudiadas se observó además de 

cllGnRH mGnRH y una especie aún no identificada con propiedades 

cromatográficas e inmunológicas similares a sGnRH (King and Millar. l 986; 

herwood et al. l 986b· Con Ion et al. l. 993 · King et al. , l 994; Somoza et al. 1996). 

Entre los reptiles cHGnRH aparece junto con clGnRH y en algunas especies 

existe evidencia acerca de la presencia de una tercer forma aún no identificada 

( Powell et al. 1985 and l 986b· Sherwood and Whittier. , 1988; Lovejoy et al. 

1991 b; Tsai and Licht. 1993 ). 

Un caso similar ocurre en aves donde generalmente se expresan clGnRH y 

IJGnRH (King and Millar. , 1982a and l 982b· Miyamoto et al. 1983 and 1984; 

Powell et al. l 987;Mikami et al. , 1988· Sherwood et al. 1988). 
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En mamíferos se han identificado dos formas moleculares de GnRH: mGnRH 

y cIJGnRH. En varias especies de metaterios (King et al. 1989· 1990) y en algunas 

species de euterios que evolucionaron tempranamente como los insectívoros 

(Dellovade et al., l 993) están presentes cílGnRH y mGnRH mientras que en la 

mayoría de las especies de euterios más evolucionados ha sido identificada 

solamente mGnRH (King et al. 1988· Kelsall et al. 1990; Gautron et al. , l 991). 

Por otro lado, LIGnRH y LIIIGnRH, son variantes que se encuentran 

restringidas al grupo de ciclóstomos (agnatha), donde hasta el momento no se ha 

observado la presencia de cUGnRH. Ver tabla 11. 

Tabla 11 Distribución taxonómica de GnRH en vertebrados (King & Millar, 1995) 

m: mGnRH, el: clGuRH, s: sGnRH, cll: cUGnRH, Ll: LIG11RH, Llll : LIJIGnRH, df: <llGnRH, cf: cfGnRH, 

sb: sbGuRH, ND: no delemtinado. 

Segun Muske (1993) la expresión de las distintas variantes moleculares de 

GnRH en vertebrados gnatostomados se debería a la presencia de dos grandes 

sistemas GnRHérgicos (sistema anterior y sistema posterior), que tendrían un origen 

embriológico distinto y se proyectarían a distintos blancos. 
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El sistema anterior (tambien denominado nervio terminal-septo-preóptica), se 

11cuentra involucrado el la regulación de la liberación de gonadotrofinas en la 

mayoría de los vertebrados. Sus neuronas se originarían en la placoda olfatoria 

mbrionaria y migrarían centralmente durante el desarrollo. El sistema posterior 

(t ambien llamado cerebro medio y diencéfalo posterior) menos estudiado, tendría un 

orig n embrionario diferente (hasta el momento desconocido) y expresaría cllGnRH. 

( 'ada vez existen má evidencias que comprueban la presencia <le estos dos sistemas. 

En la mayoría de los vertebrados la variante expresada por el sistema anterior 

<iría entre las distintas especies y regula la liberación de gonadotrofinas 

hipofisarias. Por otro lado cIIGnRH, que prevalece en áreas extrahipotalámicas y 

probablemente en el Sistema Nervioso Periférico (SNP), podría asumir el rol de 

n urotransmisor o neuromodulador aunque su función no se encuentra bien 

determinada. 

En aves, anfibios y peces óseos, cllGnRH predomina en regiones del cerebro 

·xtrahipotalámicas mientras la segunda forma (clGnRH sGnRI o mGnRH) 

prevalece en hipotálamo (Mikami et al. 1988· Yu et al. 1988· Katz et al. 1990· 

1 ing et al. , l 990b· Okuzawa et al. 1990· Sharp et al. 1990). Sorprendentemente la 

concentración de cllGnRH es elevada en la médula de varias especies de aves, 

nnfibios y teleósteos estudiados sugiriendo un rol especifico para cllGnRH en esta 

región. En aves clIGnRH afecta en el comportamiento reproductivo con probable 

participación en la inducción del comportamiento de cortejo.(Silver et al 1992). 
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Debido a la diferente localización de las dos (o tres) formas moleculares de 

GnRH (Mikami et al 1988· Yu et al , 1988· Katz et al l 990· Sharp et al 1990) la 

localización de receptores en el cerebro de distintas especies y la variación de la 

ca ntidad de alguna de ellas en función de la edad o el estadío de maduración sexual 

s infirió que GnRH podría poseer además de la clásica función como regulador de 

la síntesis y secresi 'n de gonadotrofinas hipofisarias, otras funciones adicionales 

(Ver Hsueh et al 1985) 

GnRH actuaría como n urolransmisor y ncuro111odulador dentro del Sistema 

N rvioso Central (SNC) (King and Millar 1987· 1992), mientras que fuera del 

mismo, GnRH tendría efectos parácrinos sobre las gónadas, donde afectaría la 

1 roducción de hormonas esteroideas y sobre la placenta, donde estimulatia la 

secreción de gonadotrofina coriónica (CG) (Hsueh and schaeffer, 1985· Paty and 

ll abibi 1993)). 

Por otra pa1te podría tener efectos regulatorios autó~rinos en células 

tumorales de mamas teniendo en cu nta las siguientes evidencias: allí se expresa el 

gen de GnRH (Harris et al. 1991) están presentes receptores para GnRH (Eidne et 

al. , 1987) y antagonistas a GnRH inhiben el crecimiento celular (Eidne et al. 1987) 

Estudios in-vitro de la actividad biológica de las distintas variantes, revelaron 

que en ganglio simpático de la rana toro cllGnRH es cien veces más potente que 

sGnRH y al menos mil veces más potente que otras variantes de GnRH en mediar el 

potencial postsináptico ubicándolo como principal candidato para neurotransmisor 

ndógeno. (Jones 1987). 
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La especificidad de acción <le GnRH en los <liferentes tejidos estaría dada por 

pa1ticulares arreglo anatómicos que permiten su acción a través de distancias 

limitadas. la.utilización de las diversas variantes moleculares de GnRH y sus 

r 'Ccptores específico para las distintas funciones. Por ejemplo en anfibios los 

r ceptores hipofisarios tienen alta afinidad para todas las formas de GnRH mientras 

el receptor de ganglio simpático es altamente específico para cll nRI 1 (King el al 

1995). 

1.3. Evolución de las múltiples formas de GnRI 1 

El factor de apareamiento a de levaduras (a mating factor) se considera una 

forma ancestral de GnRH que precede a la aparición de vertebrados ( Kurjan and 

Hcrskowitz , 1982). Este tiene homología de secuencia con GnRH de vertebrados se 

une específicamente a receptores de GnRH de hipófisis y estimula la liberación de 

LI 1 en rata. (Loumaye et a. 1982). 

Como se ha mencionado precedentemente, en protocordados recientemente se 

han secuenciado dos variantes de GnRH (tlGnRH y tllGnRH) y según los resultados 

a1TOjados por estudios de inmunocitoquímica se sugiere que previo a la evolución de 

la hipófisis en vertebrados, las neuronas GnRHérgicas habrían liberado su secreción 

directamente al torrente sanguíneo con la posibilidad de que la hormona actue 

directamente sobre las gónadas (concepto avalado por la presencia de receptores 

para GnRH en las gónadas de vertebrados) (Powell et al. , 1996). 
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Para evaluar la aparición de las diferentes formas moleculares de GnRH entre 

los vertebrados fueron propuestos varios esquemas evolutivos basados en la 

estructura primaria y la distribución filogenética de las variantes. En estos esquemas, 

cIIGnRH cumple un rol importante debido a su amplia distribución y conservación. 

Esta fonna ha podido sufrir duplicación génica y divergencia de su secuencia para 

dar lugar a las demás variantes de GnRH. Sin embargo la relación entre clIGnRH y 

la hipotética forma ancestral así como las variantes aisladas de los primitivos 

agnatos, permanece aún desconocida. Sin embargo, los esquemas evo1uti\lm; 

planteados, están sujetos a continuos cambios originados con la identificación de 

nu vas formas moleculares 

1.4. Modelo experimental 

El armadillo Chaetophractus villosus es un mamífero euterio perteneciente al 

or<len Xcnarthra (o Edentata) (Wetzel. 1985). Los especímenes pc1tcnecientes a este 

grupo, presentan un gran número de características, que se podrían considerar 

primitivas: temperatura corporal relativamente inferior a otros mamíferos, pobre 

habilidad para regular la temperatura, testículos intrabdominales etc, por lo que este 

orden es considerado como uno de los más primüivos entre los mamíferos euterios 

(Engelmann., 1985) y habría radiado a partir de los primitivos insectívoros (Colbert., 

1969). 

Por otro lado, se sabe que cllGnRH. se encuentra ampliamente distribuída en 

la mayor parte de los vertebrados, incluyendo peces cartilaginosos, teleósteos, 

anfibios, reptiJes y aves. A su vez la expresión de clJGnRH también ocurre en 

mamíferos metaterios y euterios tempranamente evolucionados (como los 

insectívoros), no encontrándose evidencias de la expresión de cIIGnRH en especies 

d euterios más evolucionados. 
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Considerando toda esta informa ión queda claro que el grupo de los 

dentados, habiendo radiado tempranamente a pa1tir de los insectívoros puiede 

servir como modelo experimental para estudiar la evolución de los sistemas 

1nRHérgicos. 

Los objetivos del presente trabajo son: 

• Identificar las variantes moleculares presentes en e l encéfalo del armadillo. 

• V rificar la presencia de clIGnRH. 

• D terminar si existe una distribución diferencial de las formas moleculares de 

GnRH en distintas áreas del encéfalo. 

Debido a la bajísima cantidad de GnRH en el cerebro de los vertebrados, el 

aislamiento y sccuenciación no siempre son practicables. Por esta razón se ha 

utilizado un estudio indirecto que conjuga a la cromatografía líquida de alta presión 

n fase reversa (RP-HPLC) como método de separación y radioinmunoanálisis 

(RIA) con antisueros específicos para identificar las distintas variantes moleculares 

de GnRH. A pesar de que este tipo de estudios no provee evidencias concluyentes 

para caracterizar a GnRH y el análisis final concluye con la determinación de la 

secuencia, este sistema ya ha sido validado por otros laboratorios que han predicho 

la estructura de cIGnRH en material no totalmente purificado (King & Millar, 

l 982a) para luego confirmar su estructura mediante secuenciación (King & Millar 

l 982b). 
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11. MATERIALES Y MÉTODOS 

11.1. Animales y Técnica Quirurgica 

Se utilizaron cinco armadillos hembras Chaetophractus villosus, sexualmente 

madw-os con un peso que osciló entre 3.5 y 5 Kg, captw-ados en las proximidades 

d Azul (Prov. de Bs. As.). Estos animales se mantuvieron en la colonia de 

c<lentados del instituto de Neurociencia, se sometieron a un fotoperíodo natw-al y se 

alimentaron con alimento balanceado y agua ad-libitum. 

Los animales se anestesiaron con Clorhidrato de ketamina (40 mg/ Kg. im) y 

tiopental sódico (60 mg/kg. ip). Evitando sufrimientos innecesarios al animal se 

'xtrajo el encéfalo de cada uno. Este se dis có inmediatamente a 4ºC en las 

siguientes áreas: t Bulbo olfatorio t Neocortex t Preóptica-Hipotalámica 

+ Hipocampo t Mesencéfalo-Tectum óptico y t erebelo. 

Cada región proveniente de los distintos armadillos se agrupó conformando 

1111 lote, luego se pesó y mantuvo a -701'C hasta su posterior utilización. 

: 5.56 . 
: Neocortex : 6.31 

~ Preóptica-Hipotalámica ¡4.65 

¡Hipocampo ¡4.22 

~ Mesencéfalo-Tectun óptico 

¡Cerebelo ¡ 11.68 
~ - - .. .................. - - ... - - - .. - - - - .... - .. - .... - - .. - - - - - - - - .. - - .. .! .. - - .. - - - ... - - - - .... - .. - .. - - ..... • 

Tabla 111: Pesos registrados para los distintos lotes 
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11.2. Extracción 

e utilizó el protocolo de extracción descripto por Sherwood et al (1986b), 

Y u et al ( 1988). Brevemente, cada lote se homogeneizó en Acetona: H l 1 N ( J 00:3 

/v; 5 mi por gr. de tejido) a 4 º con un homogeinizador del tipo ultraturrax, 

mud lo OMNI 5000. Los homogenatos se agitaron a 4 ºC durante 3 hs y se filtraron 

p r papel Whatman NºI. 1 material no soluble se reextrajo en Acetona: 1 Cl O.O 1 N 

(80:20 v/v, en un cuarto del volumen inicial) durante 5 111inulos co11 agil:it;iú11 

constante y se filtró en las mismas condiciones anteriores. 

Ambos extractos se combinaron y trataron con eter de petróleo, con el objeto 

d remov r la acetona lípidos y otras sustancias hidrofóbicas pr sentes. Para ello se 

>locó en una amp lla de decantación, el volumen filtrado y un volumen cuatro 

· ·es mayor de eter de petróleo, se dejó estabilizar el sistema y se extrajo la fase 

a ·uosa a 4 º ; Esto se repitió cinco veces. Posteriormente, cada lote se concentró en 

un vaporador rotatorio hasta un volumen aproximado a 1 mi y se congeló a -70 º(' 

lwsla su posterior utilización. 

11.3. Separación por CromatografÍa Líquida de Alta Presión de 
Fase Reversa (RP-HPLC) 

La cromatografía se realizó en un cromatógrafo líquido LKB, programado bajo 

condiciones previamente establecidas por Sherwood et al (1986b ). Los extractos de 

tejido se filtraron con un filtro millipore HA de 0.45 µm y se inyectaron a través de 

un loop de J mi en una columna Lichrospher 100 RP18 (fase reversa) (de 0.46 x 25 

cm tamaño de partícula 5 µm , Merck) con precolumna C-18. 

IR 



La fase móvil utilizada inicialmente fue 17 % Acetonitrilo en TEAF (Acido 

fórmico 0.25 M ajustado a pH 6.5 con Trietilamina ) solución A y 24 % 

Acctonitrilo en TEAF, solución B. La elución comenzó con un periodo isocrático de 

1 O minutos de fase móvil A. Este luego se incrementó linealmente hasta un 24 % de 

/\c.ctonitrilo por un período de 7 minutos a partir del cual se trabajó 

isocráticamente. El flujo de la fase móvil se ajustó a 1 mi/ minuto durante todo el 

ensayo la corrida se detuvo a los 70 minutos y se recolectaron fracciones de 1 mi. 

Cada cromatografía del extracto de tejido fue precedida por una corrida 

d nominada Blanco en la que sólo se inyectó fase A. Esto se realizó para tomar en 

cuenta cualquier posible contaminación de la columna con trazas de GnRH. Estas 

fracciones se ensayaron por radioinmunoanálisis (RIA) con el fin de detectar la 

posible presencia de material inmunoreactivo. Si se hubieran encontrado valores 

detectables de ir-GnRH, se hubieran restado a las fracciones correspondientes en la 

cromatografía de los distintos extractos de tejido, pero este no fue nuestro caso. 

Luego de cada cromatografía de extracto de tejido se inyectó una mezcla de 

eslandares sintéticos de distintas variantes de GnRH: mGnRH, clGnRH, cUGnRH y 

sGnRH (300 ng de c/u por mi de fase A). La detección para determinar la posición 

d elución de las distintas variantes moleculares, se realizó por Absorbancia a 28 

nm. Ver figura 2 
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Figura Nº2: esquema de separación de una mezcla de estandares detectados por UV. 

Las 11 ·chas indican los ti ·111pos ti · n.:t ·nciú11 (111i1111tos) v ·rili catlos parn las distintas v;11ia11l cs. 111 : 111C111RI l. 

d : d nRll. di: dlG11Rll s: sG nRH. 

11.4. Radioinmunoanalisis (RIA) 

Las fracciones obtenidas del RP-HPLC de los extractos de las distintas áreas 

s liofilizaron y r suspendí ron en 1 mi de buffer para RIA (buffer Fosfato 0.05 M 

Na 1 0.15 M EDTA 0.01 M Azida sódica 0.015 M pl-1 7.5 y 0.5 % BSA) para 

studiar la inmunoreactividad a GnRH (ir-GnRH) en estas fracciones bajo 

condiciones previamente validadas (Somoza et al , 1994). 

Para ello 100 µI de estandar sintético o de muestra se diluyeron con buffer 

para RlA (hasta alcanzar un volúmen de 300 µ!). Se adicionó 100 µI de hormona 

iodinada (125
1 aproximadamente 12000 cpm) en cada tubo, 1 OO~d de antisuero y se 

incubó durante 4 hs a 4 ºC . 
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ada ensayo presentaba los siguientes tubos: 

• UENT AS TOTALES: 100µ1 de estandar iodinado. 

• UNION IN ESPECIFICA (NsB): 400µ1 de buffer y l 00µ1de 125 I:GnRH 

• MAJ((MA PEGADA (MxB): 300µ1 de buffer 1 OOµl de antisuero y 100µ1 de 1251-

GnRH. 

• CURVA EST ANDAR: diluciones seriadas al medio a partir de una concentración 

del estandar GnRH de 500pg/ 100µ1 hasta alcanzar una concentración de 0.5 

pg/IOO~tl. 

Pasado el tiempo de incubación se separó la fracción de honnona libre de la 

unida de la siguiente forma: se agregó 1.5 ml de Etanol (4° C) a cada tubo (se dejó 

d cantar unos minutos) y se centrifugó a 15 O g durante 25 minutos a 4 ºC . El 

sobrenadante se descartó por a piración y se midió la radioactividad en el 

precipitado con un contador gamma. 

orno primera aproximación se utilizaron tres sistemas de RIA distintos 

utilizando antisu ros desarrollados contra GnRH y que presentan reaclividad 

cruzada frente a todas las variantes de la hormona identificadas hasta el 

mom nto.(Tabla IV) 

l.' 

Ll(o/o) cf(o/o) df(o/o) LII1% 
1 J ' ~ 

,.. 
1 "1···· . f. :: •• 

l., • / • 

STD m {%) el(%) .cll(%) s(o/o) 

... 
-·- -- -- -~- ----1- .. - ·- ----- --

sGnRH 100 1:n .3 25.9 100 24 . ND 1.58 ND 

- - - - --- -
PBL#49 1:25 . IO 1 sGnRH sGnRH 93.3 333.3 32.6 100 2 ND 4.59 ND 

36 ND 

Tabla V: Porcentaje de reactividad cruzada con otras variantes de GnRH en los distintos 

sistemas de RJ A utilizados. 



Los anlisueros PB // 45 y Pl3Ut49, g ntilm nlc e didos por el Dr 

Wilie Vale, (The alk inslitute. The layton Foundation Laboratories for peptide 

Bi t logy), se desa1Tollaros en conejo contra [Lis (8) GnRH] o contra sGnR 

rcsp ctivamentc. cll678 gentilmente cedido por la Ora Judy King (University of 

apc Town Medical chool Cape Town, Sud Afri a.), se generó en conejos contra 

11 nRH . 

De acuerdo con este primer análisis, s infirió la identidad molecular de la 

l1on11ona prcsc11Lc, de <1rncrdo " l;i corn.:spo11dcm:i:1 c11tr • la ir-G11RI 1 y la posición 

de lución d las distintas variantes de GnRH verificadas por la cromatografía de los 

eslandares sintéticos. Posteriormente aquellas fracciones que mostraban mayor ir­

GnRH se analizaron por ensayos de diluciones s riadas c n sistemas de Rlt\ 

homólogos para las variantes cuya pres ncia se uponía. Las p ndientes d las 

·u1"Vas de desplazamiento fueron comparadas con las obtenidas con el estandar y 

sludiadas por un análisis de varianza .. 

Para sto e utilizaron dos antisueros specílicos contra 1nRH en un si tema 

tk RIA homólogo para mGnRH (Tabla VI) 

NS Titulo 12sl-H STO m(%) el(%) cll(%) s(%) Ll(%) cf(%) df(%) Llll% 
. • 1 , ' ' . .. - - - --- - - - ~ -

m I 076 1 :5. lff1 mGnRH mGnRH 100 17.7 0.1 1 0.01 <0.01 ND NO NO 

. - -·-- - - - - - --- -
EL -15 1: 175. 1 mGnRll mGnRI 1 100 0 .002 <O.O 1 <0 .01 ().()48 NO NO NO 

() 1 K 

- . -

Tabla VI: Porcentaje de reactividad cruzada de los antisueros con otras variantes de GnRH 

en los distintos sistemas de RIA utilizados. 



El antisuero m-1076 gentilmente cedido por la Ora Judy King, y el antisuero 

EL-15 gentilmente cedido por el Dr. W. Ellinwood, (Oregon Health Sciences 

niversity) se desarrollaron ambos en conejo contra mGnRH. 

La linealización de la curva (B/8 0 ) en función de la concentración del 

eslandar GnRH se obtuvo con la transformación Logit 8/80 para la respuesta y 

Logaritmo decimal para la concentración. Se estudió el paralelismo de las rectas 

estandar y del extracto, con un análisis de varianza. 

Por otra parte se utili zó un antisuero específico para cllGnRH con el objeto 

d analizar Ja posible existencia de cllGnRH en los distintos extractos de tejido. Este 

anlisuero cll675 (cedido gentilmente por la Dra Judy King) posee las siguientes 

características en un sistema que utiliza cllGnRH como estandar y mol' cula 

marcada: 

mGnRH: <0.01 % cIGnRH: <0.01 %, cllGnRH: 100% sGnRH: 3%, LIGnRH: 

0.015 , cfGnRH: ND, dfGnRH: ND, LIIIGnRH: ND. 

11.5. Radioiodinación 

JJ.5.1.sGnRH y c/IG11RH 

La marcación se realizó utilizando el protocolo de Yu et al, (1987) con ligeras 

modilicacion . e mezclaron 1 O µI de GnRH sintético (5 µg de sGnRl 1 o cllGnRI 1 

n Acido acético 0.1 N) con 5 µI de 125 lNa ( 1 mci ) en 5 µI de buffer fosfato 0.5 M. 

a reacción comenzó con el agregado de 1 O µI de Cloramina T (2.2mM en buffer 

fosfato 0.05 M pl-1 7.5) y se dejó reaccionar durante 2 minutos para sGnRH y 

minuto para cllGnRH . 
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Para separar la hormona marcada y el 125 1 libre se sembró inmediatamente 

esta mezcla de reacción n una columna de intercambio catiónico de 

carboximetilcelulosa (CMC) de 6 x 0.6 equi librada en acetato de amonio 2mM (la 

r acción finalizó por dilución). Con este mismo buffer, se eluy~ron los primeros 

cinco tubos y luego se aumentó la fuerza iónica el u yendo con l 00 mM para sGnRH 

o 200mM para cIIGnRH. El eluido se recogió en tubos que contenían 300 µI de 

A tato de amonio 2 mM BSA 5% y se recolectaron 16 tubos con un volumen fina\ 

el· J mi cada uno. 

11. 5. 2.111G11 R H 

~ n este caso se utilizó un protocolo diseñado por Judy King (comunicación 

p ' rsonal). Se mezcladon 1 O µl de mGnRH sintético (5 µgen Acético 0.1 N) con 5 µI 

d · ' ~ 5 1Na ( 1 m i ) en 35 µI de buffer fosfato 0.5 M pH 7.6 . La reacción comenzó 

con 1 agregado de 1 O µI de Cloramina T (0.21 M en buffer fosrato O.OS M pH 7.6). 

· · agitó e inmediatamente se fr nó la reacción con 20 µI de rnetabisulfito de 

sodio(l6 mg/20 mi buffer fosfato 0.05 M pH 7.6 ). Los demás pasos fueron similares 

a los seguidos para la marcación de clIGnRH. 

En cada caso las fracciones se ensayaron por RlA para la determinación de 

máxima pegada (MxB). Luego se seleccionaron aquellas fracciones que presentaban 

una pegada z 20% y constituyendo un "pool". Para verificar si la hormona iodinada 

y la fria competían de forma similar frente a\ antisuero se realizó un ensayo de 

desplazamiento de GnRl . Para tal fin, se realizó una curva de GnRH frio que 

comprendía un rango de 0.5-500 pg/100µ1 de hormona con diluciones al medio 

intermedias. Esto se incubó con una cantidad constante de 125 1-GnRI 1 
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Figura Nº3: marcación de sGnRH 

Se teslc;mm por RJA los tubos 6- 13 para la detemúnación del MxB con ;mli sGnRH Nº2 (aida), 

utilizado en una dilución final 1 :300000 (antfauero e.specHico para sGnRH) (Okuzawa et al , 1990). De éstos 

sú lu las fra cciones 7- 11 presentan tma pegada mayor al 20% 
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Figura n"4: marcación de cIJGnRH : 

Se testearon por RIA los tubos 6- 17 para la dctenniuación del MxB con cll675, utilizado en wia 

Llilnción lU1al l :25000 (antisuero cspecHico para cllGnRH).Los resultados arr~jado s por el ensayo mostraban 

1111a pegad;1 baja por lo que litsiouamo.s las fra cciones 9-13 y realizamos curvas de desplazamiento con 

distintas diluciones del anti ·uero 
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Figura NºS: marcación de mGnRH: 

e analizaron por RIA los tubos 6-13 para la det rminación del MxB y se juntaron 

los tubos 8- 12 en un mismo pool. 



111. RESULTADOS 

La caracterización de ir-mGnRH en extractos de distintas áreas del cerebro 

del "peludo" se realizó mediante un análisis que combina RP-HPLC y RlAs con 

diferentes antisueros poliespecíficos y específicos para variantes de GnRH. En todos 

lo lotes analizados se detectó inmunoreactividad a GnRH con características 

romatográficas e inmunológicas similares a mGnRH. 

En principio el sistema de RP-HPLC utilizado pennitió separar las variante 

d forma conveniente para los objetivos de nuestro trabajo. Considerando las s is 

cromatografías realizadas con la mezcla de estándares se detenninó los tiempos de 

r tención d cada una de las formas moleculares y se expresaron como la media /-

1 error estandar Los mismos fueron mGnRH: (20.35 +/- 0.45) minutos, clGnRH: 

(22.31 +/- 0.46) minutos cllGnRH: (28.13 +/- 0.91) minutos y sGnRH: (51.19 /-

2.44) minutos. 

n Ja cromatografía realizada con extracto de Bulbos olfatorios, se observó un 

solo pico inmunoreactivo a GnRH, al ser evaluado con dos sistemas de RIA: 

PB #45 y PBL#49 (Tabla IV). El tiempo de elución de este pico ir-mGnRH 

li·acción 19-20) es similar al tiempo de retención observado para mGnRH sintético 

(fracción 21) (figw·a Nº6 y 7) 

De la misma forma, en la cromatografía del extracto de Areas preóptico­

hipotalámica sólo un pico inmunoreactivo a mGnRH se observó (fracción 17-18) 

cuando el análisis se reaizo con los sistemas PBL#45 y PBL#49 (Tabla IV). En est 

caso, el pico ir-mGnRH se localizó lig ramente adelante con respecto a mGnRH 

sintético (fracción 20) (Figura 6 y 7). 



En el caso correspondiente la cromatografía de los extractos de Neocortex y 

rebelas, el pico ir-mGnRH (fracciones 21-22 en el caso de neocortex y 19-20 en 

el caso de cerebelos) coincide con el tiempo de e lución verificado para mGnRH 

sintética (fracción 20) (figura NºG y 7). 

La cromatografía de los xtractos de Mesencéfalo (Fig. 6, 7 y 8) e Hipocampo 

(1-ig. 6 7 y 8) se ensayaron con tres sistemas de RlA: PBL#45 PBL#49 y con 

el 1678. Este último antisuero se utilizó ya que presenta un % de reactividad cruzada 

111ayor respecto a cllGnRH (81 %) que los otros dos sistcmé}s (Tabla lV). Sin 

embargo, en todos los casos se observó un único pico ir-GnRH (fracción 19-20 y 

rrn ·cion 21-23 para mesencéfalo e hipocampo resp ctivament ) cuya posición d 

c lución coincidía co la de rnGnRH sint'lico (fracción 20) 

El análisis de las fracciones 23-31 de la cromatografía de los distintos 

. tractos fue posteriormente analizada para verificar la presencia de 

inmunoreactividad a cllGnRH (ir-cllGnRH) con un sistema de RlA específico para 

t:l I nRll, on el antisu ro cllú75 ( 1: 10000) (Ver mat riales y métodos). Sin 

mbargo, ninguna de estas fracciones evidenció ir-cllGnRH (datos no mostrados). 

on el objeto de confirmar los datos obtenidos en los experimentos de RP-

1 IPLC y RIA se realizaron distintos "pooles"con aquellas fracciones ir-GnRH 

corr spondi ntes a la cromatografía los distintos lotes 

Bulbos olfatorios 

preóptico-hipotalámica 

hipocampo 

ocortex. 

me encéfalo 

e rebelo 

fracciones 19-20 

fraccion s 17-18 

fracciones 21 -23 

fracciones 21-22 

fracciones 19-20 

fracciones 19-20 



Est material se anali7.ó m <liante ensayos con diluciones seriadas, utilizando 

dos sistemas de RlA específicos para mGnRH : m-1076 y EL-15. uando se analizó 

el "pool"obtenido a partir de las fracciones correspondientes al área preóptico­

hipota lámica en ambos casos las curvas obtenidas a partir de las diluciones seriadas 

d · las muestras no fueron estadísticamente diferentes a las obtenidas a partir del 

e tandar sintético. Sin embargo en el caso de los extractos correspondientes a Bulbos 

olfatorios Neocortex Cerebelo Mesencéfalo e hipocampo, los puntos obtenidos no 

ru ron suficientes como para comparar las curvas de diluciones con el estandar 

sintético. En estos casos los niveles de ir-mGnRH resultan insufici ntes como para 

d ~ s pla z ar a 125 ImGnRH unido al antisuero. 
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Figura n” 6: presencia de ir-mGnRH en las fracciones de la corrida del RP-HPLC de 

los distintos extractos, analizado con el antisuero PBL 1145 (1: 150000). Las flechas 

corresponden a los tiempos de retención (min) de mGnRH, cIGnRH, clIGnRH y 

sGnRH respectivamente. 
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IV. CONCLUSIONES Y DISCUSION 

En todos los grupos de vertebrados gnatostomados se ha demostrado la 

pres ncia d al menos do.:> varianl s mol culares de GnRH: cllGnRH y una de las 

ocho variantes identificadas hasta el momento. En mamíferos esta segunda forma 

molecular es mGnRH. n varias e p cíe de melaterios : Thrichosaurus volpecula 

(1 i11g el al 1989) Mo11odelpliis domestica (King d al, 1990), Didelpliis a/hi\ en tris 

( omoza & Affanni dalos no publicados) Dasy11us viveninus (King et al, 1989) e 

lsodon macromus (King et al 1989) y en especies de euterios l mpranam nte 

e olucionados como los insectívoros: Su11cus 111ari11us (Dellovade el al 1994), 

li_¡socloris asiatica (King et al , 1994) y Tupata glisbelangeri (Kasten et al 1996) 

a111ba , cllGnRH y mGnRH están pr s nte , mientra que en e pecies de euterios 

mcís evolucionados sólo se ha identificado mGnRH. 

En est trabajo, investigamos la ocurr ncia de estas do variantes de GnRH n 

eutcrios que pertenecen al orden edentata, considerado como uno de los más 

primitivos entre los mamíferos euterios (Engelmann 19 5) que habría radiado a 

partir de los insectívoros (Colbert, 1969). 

Los resultados del studio determinaron la presencia de una única variante 

molecular de GnRH en el encéfalo del armadillo Clzaetophractus vil/osus, con 

propiedades cromatográficas e inmunológicas similares a mGnRH (Figura 6 7 y 8). 

Se utilizó un studio que combina RP-HPL y RlAs con diferentes antisueros 

poliespecíficos y específicos para distintas variantes de GnRH. El mismo pone en 

e idencia la presencia de un único pico inmunoreactivo a GnRH que co-eluye con 

el péptid sintético de mamífero (Figw·a Nº6 7 8). 
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Algunas d las fracciones cromatugrafiadas se reanalizaron en un sistema 

homólogo para mGnRH utilizando m-1076 y -15, ambos antisueros específicos 

para mGnRH (Figura 9 y 10). La curvas de desplazamiento logit-log del extracto de 

áreas preóptico-hipotalámicas no fueron significativamente diferentes de las 

obtenidas para mGnRH sintético (Figura 11 y 12), indicando que el extracto de 

tejido, desplaza al péptido radioactivo unido al antisuero de la misma forma en que 

lo hace el estandar sintético. Esto sugiere que mGnRH presente en el extracto es 

inmunológicamente indistinguible del cstandar intético. 

Hasta el momento no queda claro cual es la función de cllGnRH, pero varios 

estudios indicarian que junto con la regulación de la síntesis y secreción de 

gonadotrofinas hipolisdarias tendría un rol como ncw·otransmisor o 

n uromodulador (King & Millar, 1992). 

egún algunos autores (Muske, 1993) la expresión de las distintas variantes 

de GnRH en vertebrados gnatostomados se debería a la presencia de dos grandes 

sistemas GnRHérgicos, que tendrían un origen embriológico diferente, y se 

proyectaría a distintos blancos. A raíz de esto, en el sistema nervioso central los 

cu rpos celulares y fibras de GnRH adoptarían una organización neuroanatómica 

pmt icular. 

En vertebrados no mamíferos las diferentes formas moleculares de GnRH 

stán distribuidas diferencialmente en el cerebro (Yu et al , 1988; King et al 1990· 

kuzawa et al 1990· Amano et al , 1992; King et al , 1986; Northcutt et al 1994· 

M ikami et al , 1988; Katz et al , 1990; Sharp et al 1990). En estas especies la 

conservada clIGnRH predomina en áreas cerebrales extrahipotalámicas mientras la 

s gunda forma de GnRH prevalece en el hipotálamo. 

Un patrón similar se obtuvo en un estudio sobre la distribución diferencial por 

regiones de las variantes de GnRH en el cerebro de especies de euterios primitivos 

(musk shrew) (Dellovade et al 1993) 
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Por esta razón analizamos la inmunorcactividad presente n distintas áreas del 

ncéfalo del peludo, intensificando la caracterización de cllGnRH en Mesencéfalo, 

1 lipocampo y cerebelo. 

n principio, se empleó PBL#45 y PBL#49 en un sistema que utiliza sGnRH 

como estandar y como trazador ya que se han utilizado c mo primer sistema de 

del cción de variantes moleculares de GnRH (Yu et al 1988 · omoza et al 1994: 

l lJlJ6). Ambos antisueros tienen baja reaclividad frente a cllGnRH (25.9% 32.6%). 

/\nle esla circunstancia, se utili7.ó cll678 cuya reactividad rr ni a el! J11RI 1 es del 

8 l 'X1. on el mismo se realizó RJAs solam nte con el set compl lo d las rraccion s 

romatografiadas de los extractos d Hipocampo y Mes ne · falo, dada las 

li111itacioncs n la cantidad d material y disponibilidad de antisu ro. 

Por ste motivo, e tomaron las fracciones cromatografiadas de todos los 

xtractos que contien n la fracción en la cual eluye cllGnRH (fraccion -s 23-31) y s 

anali zó la presencia d la hormona inmunoreactiva. Para ello se utili zó un sistema 

homólogo y específico para cllGnRI 1, n 1 cual se empleó cll675, antisucro qu 

mu slra una alta especificidad frente a cllGnRH. 

on ste análisis, se esclareció una duda que se nos había planteado 

inicialmente. En el extracto de mesencéfalo se observaba un pequeño pico 

inmunoreactivo (contenido en las fracciones 23-31) con los tres sistemas de RIA: 

Pl3Lt/45 , PBU/49 y cll678. Sin embargo la inmunoreactividad presente era similar a 

la observada para la pegada inespecífica. ntonces se planteaba la siguiente 

pr gunta: e trataba de pegada inesp cífica o de concentraciones tan bajas de 

el IGnRH que ra indetectable con estos antisueros? 

Los resultados obtenidos confirmaron los estudios iniciales no hallándose 

e idencias de la presencia de cllGnRH en los distintos lotes y confirmando la 

pr sencia de ir-mGnRH en área preóptico-hipotalámica bulbos olfatorios 

n ocortex mesencéfalo, hipocampo y cerebelo, probablemente debido a la 

· i tencia de un único sistema GnRHérgico, de localización anterior. 
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Sin embargo es imp01tante recalcar, que en el hipocampo dorsal de esta 

especie, se han descripto gran cantidad de fibras ir-GnRH y de células dispersas 

(Rodríguez D. , 1996) . 

En algunas cromatografías (especialmente en la de extracto de áreas 

pr óptico-hipotalámicas) la inmunoreactividad de GnRHs natural eluye más 

temprano que los péptidos sintéticos debido probablemente a la saturación de la 

columna con xtracto de tejido, lo cual es un fenómeno conocido para el sistema 

(1 ing et al , 1994). 

En la cromatografía de algunos de los extractos se observa inmunoreactividad 

(no muy elevada) a GnRJ entre las fracciones 10-14 (Figura 6 7 y 8), pero esto no 

e totalmente constante. Hasta el momento no se identificó ninguna variante de 

nRH cuyo tiempo de retención coincida con los minutos 10-14 con lo cual no se 

obtuvo una explicación definitiva acerca de lo que ocurre en estas fracciones. 

Probablemente podría tratarse de un producto de proteólisis que se manifiesta con 

rr ~ cucncia en la cromatografía, pero quedaría por probarlo. 

El orden insectívora está visto como la rama a partir de la cual evolucionan 

murciélagos ardillas voladoras y primates (Simpson et al 1945). Posiblemente por 

su primitivo estatus la rata almizclera así como los vertebrados no mamíferos y los 

primitivos marsupiales presentan múltiples formas de GnRH en el cerebro. 

Interesantemente entre los mamíferos metaterios tanto· cllGnRI-1 como 

m nRH se expresan en varias especies (King et al, 1989; 1990· 1994) mientrás que 

s ha detectado en una especie considerada más avanzada únicamente mGnRH 

ing et al, 1989). Esto sugiere que el avance evolutivo hacia la radiación de 

mamíferos podría llevar a la pérdida de la expresión de cIIGnRH o que por el 

contrario sería independiente de la radiación. 

Para contestar esta incógnita habría que analizar que ocurre en un número 

mayor de especies entonces sí podría dilucidarse si los edentados se considerarían 

"primitivos"o "evolucionados"respecto al sistema GnRHérgico. 
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