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. INTRODUCCION

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRI) es un neuropéptido clave
en el control del desarrollo y mantenimiento de las funciones. reproductivas. La
liberacion pulsatil de este decapéptido, por células neurosecretoras localizadas en el
arca predptico-hipotaldmica, estimula la sintesis y secrecion de gonadotrofinas
adenohipofisarias, las cuales a su vez estimulan la gametogénesis y esteroidogénesis
en las gonadas (Fink, 1988).

Hacia fines de los afios ‘40 Green y Harris (1947) hipotetizaron acerca de la
existencia de un factor hipotalamico relacionado con la secrecion de gonadotrofinas.
Sin embargo, recién veinte afios después, pudo aislarse y secuenciarse a partir de
hipotalamos porcinos y ovinos (Matsuo et al, 1971; Burgus et al, 1972).

Originariamente GnREH fue considerada como una unica variante molccular,
pero evidencias inmunologicas posteriores, revelaron la presencia de otras formas en
el cerebro de vertebrados no mamiferos (King and Millar, 1979; King and Millar,
1980). Hasta el momento han sido secuenciados nueve péptidos GnRIl diferentes en
vertebrados (Gothilf et al., 1995) y otras dos variantes en protocordados (Powell et
al., 1996). Como convencidn, estas variantes reciben el nombre del animal del cual
han sido aislados por primera vez.

La estructura de GnRH, aislada por primera vez a partir de porcinos (Matsuo
et al., 1971) y ovinos (Burgus et al.,1972) e identificada como mammalian GnRH
(mGnRH), permanece conservada en raton (Mason et al., 1986), rata (Adelman et
al., 1986) y humanos (Seeburg & Adelman., 1984; Adelman et al., 1986). En
mamiferos y anfibios anuros se ha encontrado ademds una forma modificada
enziméticamente denominada hidroxiprolina mGnRH (Gautron et al., 1991; King et

al.,1994).



A partir de cerebros de gallinas se identificaron dos variantes denominadas
chicken I GnRH (cIGnRH) (King & Millar., 1982a; 1982b; Miyamoto et al., 1983),
y una segunda forma: chicken Il GnRH (clIGnRH) (Miyamoto et al., 1984).

En peces fueron aisladas y secuenciadas cuatro variantes a partir de extractos
cerebrales: salmon GnRH (sGnRH) (Sherwood et al.., 1983), catfish GnRH
(cfGnRH) (Ngamvongchon et al., 1992), seabream GnRH (sbGnRH) (Powell et al.,
1994 ) y dogfish GnRH (dfGnRH) (Lovejoy et al.,1992 ). En lampreas [ucron
identificadas otras dos variantes: lamprea | GnRH (LIGnRH) (Sherwood et al.,
1986a) y lamprea 11l GnRH (LIIIGnRH) (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 | GnRH (tIGnRH)
y Tunicate II GnRH (tIIGnRH) (Powell et al., 1996.). Tabla 1.

mGnRH pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg  Pro  Gly-NH2
¢IGnRH pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Gin  Pro  Gly-NH2
sbGnRH pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Ser Pro  Gly-NH2
¢IGnRH pGlu His Trp Ser His Gly Leu Asn  Pro  Gly-NH2
sGnRH pGlu His Trp Ser Tyr Gly Trp Leu Pro  Gly-NH2
dIGnRH pGlu His Trp  Ser His Gly Trp Leu Pro  Gly-NH2
cliIGnRH pGlu His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro  Gly-NH2
LINIGnRH pGlu His Trp Ser His Asp  Trp Lys Pro  Gly-NH2
LLIGnRH pGlu His Tyr  Ser Lew Glu Trp Lys Pro Gly-NH2
tIGnRH pGlu His Trp Ser Asp Tyr Phe Lys Pro Gly-NH2
t11IGnRH pGlu His Trp Ser Leu Cys His Ala Pro Gly-NH2

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

hasta el momento.



Todas estas moléculas pueden agruparse dentro de una misma familia debido
a que comparten las siguientes caracteristicas:

1. La longitud de la molécula (10 aminoacidos) permanece invariante.

2. Los aminoacidos 1: pGlu, 2: His, 4: Ser, 9: Pro y 10: Gly-NH, se
encuentran conservados.

3. Los extremos amino y carboxilo se encuentran modificados. El extremo
amino se encuentra en forma de un piroglutdmico (pGlu) y el extremo carboxilo se
encuentra amidado (Gly-NH,).

4. En vertebrados, todas estas variantes inducen la liberacion de
gonadotrofinas hipofisarias.

Como se observa en la Tabla I, la posicion ocho es la que presenta mayor
variabilidad, siguiendo en orden decreciente la posicion cinco, siete y seis (Andersen
y Klungland, 1993; Powell et al., 1996).

En protocordados las dos variantes encontradas muestran un 60 % de
homologia con respecto a mGnRH. Sin embargo la presencia de Cys en la secuencia
de tIIGnRH posibilita que esta variante se presente en forma dimérica, siendo cada
homodimero un decapéptido con las caracteristicas 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 ain no secuenciadas en vertebrados (King et al., 1992; Dellovade et al.,
1993 Stefano et al., 1995).



I.1. Estructura de la molécula precursora de GnRH

La estructura del precursor (denominado prepro-GnRH) sigue un esquema
coman al conocido para otros neuropéptidos (Homona liberadora de hormona de
crecimiento, GHRH, y vasotocina). GnRH se encuentra formando parte de una larga
proteina precursora en cuyo extremo amino terminal esta precedida por un péptido
senal y en el carboxilo terminal presenta una secuencia caracteristica de amidacion
cnzimatica (Gly-Lys-Arg), seguido por un péptido al cual se denoming: péptido
asociado a GnRH (GnRH Associated Peptide o GAP) (Sherwood et al, 1993).

La molécula madura es generada por procesamiento enzimatico durante el
cual son removidos ambos extremos amino (péptido sefial) y carboxilo terminal
(GAP) (Mayo et al., 1983; Heierhorst et al., 1989; Seeburg et al., 1989). A su vez,
GnRH sufre un procesamiento postraduccional, que involucra la formacion de un
residuo piroglutdmico a partir de la glutamina en el extremo amino terminal, y la
adicion 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 mamiferos: humano, raton y rata (Seeburg and
Adelman, 1984; Adelman et al, 1986; Mason et al,.1986) (Figura 1).
Subsecuentemente 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 cIGnRH (Dunn et al,1993), precursor de clIGnRH
(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 codificantes para prepro-GnRH presentan la misma
estructura modular, que comprende cuatro exones. El primer exén codifica para la
region 5’ no transcripta. El segundo codifica para un péptido sefal de 21-23
aminoacidos, GnRH, un sitio de procesamiento proteolitico y los primeros 11
aminodcidos de un péptido asociado a GnRH (GAP). El tercer exén codifica para lo
que resta del GAP (aa 12-43) y el cuarto codifica para los aminoécidos restantes y la
region 3’ no transcripta (Klungland et al, 1992a; Adelman et al, 1986; Mason et al,
[980a; Dunnct et al, 1992). Esta estructura molecular tan conservada sugerirfa que

estos genes tendrian un origen ancestral comin.

23 1 " " L1

Pdo sl Docapéphido GnRH Asociaksd Pepbde (GAP)

Figura N°1: Estructura del precursor de mGnRH



1.2. Distribucién Taxonémica y probables funciones de GnRH en
vertebrados

Existen evidencias acerca de la presencia de mas de una variante molecular de
GnRH en vertebrados gnatostomados: en general clIGnRH y una segunda forma que
varia entre las distintas especies. En peces cartilaginosos esta segunda variante es
dfGnRH y una nueva variante atn no identificada (Powell et al.,. 1986a; Sherwood,
1987; Lovejoy ctal., 1991a, 1992, 1993). Lin peces 0scos, se presenta conjuntamenta
con una segunda o tercer forma: mGnRH, sGnRH, ¢fGnRH, sbGnRH o variantes
aun 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;
Gothilf et al, 1995; Stefano et al, 1997).

En la mayoria de las especies de anfibios estudiadas se observo ademas de
clIGnRH, mGnRH y una especiec ain no identificada con propiedades
cromatograficas e inmunoldgicas similares a sGnRH (King and Millar., 1986;
Sherwood et al., 1986b; Conlon et al., 1993; King et al., 1994; Somoza et al., 1996).

Entre los reptiles cllGnRH aparece junto con cIGnRH y en algunas especies
existe evidencia acerca de la presencia de una tercer forma aun no identificada
(Powell et al., 1985 and 1986b; Sherwood and Whittier., 1988; Lovejoy et al.,
1991b; Tsai and Licht., 1993).

Un caso similar ocurre en aves, donde generalmente se expresan cIGnRH y
clIGnRH (King and Millar., 1982a and 1982b; Miyamoto et al., 1983 and 1984;
Powell et al., 1987;Mikami et al., 1988; Sherwood et al., 1988).
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En mamiferos se han identificado dos formas moleculares de GnRH: mGnRH
y cllGnRH. En varias especies de metaterios (King et al., 1989; 1990) y en algunas
especies de euterios que evolucionaron tempranamente como los insectivoros
(Dellovade et al., 1993) estan presentes clIGnRH y mGnRH, mientras que en la
mayoria de las especies de euterios mas evolucionados ha sido identificada
solamente mGnRH (King et al., 1988; Kelsall et al., 1990; Gautron et al., 1991).

Por otro lado, LIGnRH y LIIIGnRH, son variantes que se encuentran
restringidas al grupo de cicléstomos (agnatha), donde hasta el momento no se ha

observado la presencia de clIGnRH. Ver tabla II.
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Tabla II Distribucion taxonomica de GnRH en vertebrados (King & Millar, 1995)

m: mGnRH, c¢I: ¢cIGnRH, s: sGnRH, cll: ¢clIGnRH, LI: LIGnRH, LIII: LIIIGnRH, df: dfGnRH, cf: ¢fGnRH,
sb: sbGnRH, ND: no determinado.

Segun Muske (1993), la expresion de las distintas variantes moleculares de
GnRH en vertebrados gnatostomados, se deberia a la presencia de dos grandes
sistemas GnRHérgicos (sistema anterior y sistema posterior), que tendrian un origen

embriologico distinto, y se proyectarian a distintos blancos.



El sistema anterior (tambien denominado nervio terminal-septo-predptica), se
cncuentra involucrado el la regulacion de la liberacion de gonadotrofinas en la
mayoria de los vertebrados. Sus neuronas se originarian en la placoda olfatoria
embrionaria, y migrarian centralmente durante el desarrollo. El sistema posterior
(tambien llamado cerebro medio y diencéfalo posterior), menos estudiado, tendria un
origen embrionario diferente (hasta el momento desconocido) y expresaria cllGnRH.
(Cada vez existen mas evidencias que comprueban la presencia de estos dos sistemas.

En la mayoria de los vertebrados la variante expresada por el sistema anterior
varfa entre las distintas especies y regula la liberacion de gonadotrofinas
hipofisarias. Por otro lado clIGnRH, que prevalece en dreas extrahipotaldmicas y
probablemente en el Sistema Nervioso Periférico (SNP), podria asumir el rol de
neurotransmisor o neuromodulador aunque su funcion no se encuentra bien
determinada.

En aves, anfibios y peces 0scos, clIGnRH predomina en regiones del cerebro
cxtrahipotalamicas, mientras la segunda forma (cIGnRH, sGnRH, o mGnRH)
prevalece en hipotalamo (Mikami et al., 1988; Yu et al., 1988; Katz et al., 1990;
King et al., 1990b; Okuzawa et al., 1990; Sharp et al., 1990). Sorprendentemente la
concentracion de clIGnRH es elevada en la médula de varias especies de aves,
anfibios y teledsteos estudiados, sugiriendo un rol especifico para clIGnRH en esta
region. En aves, clIGnRH afecta en el comportamiento reproductivo, con probable

participacion en la induccion del comportamiento de cortejo.(Silver et al,1992).



Debido a la diferente localizacion de las dos (o tres) formas moleculares de
GnRH (Mikami et al, 1988; Yu et al, 1988; Katz et al, 1990; Sharp et al, 1990), la
localizacion de receptores en el cerebro de distintas especies y la variacion de la
cantidad de alguna de ellas en funcion de la edad o el estadio de maduracion sexual,
se infirid que GnRH podria poseer, ademas de la cldsica funcién como regulador de
la sintesis y secresion de gonadotrofinas hipofisarias, otras funciones adicionales
(Ver Hsueh et al, 1985)

GnRH actuaria como neurotransmisor y neuromodulador dentro del Sistema
Nervioso Central (SNC) (King and Millar, 1987; 1992), mientras que fuera del
mismo, GnRH tendria efectos pardcrinos sobre las gonadas, donde afectaria la
produccion de hormonas esteroideas y sobre la placenta, donde estimularia la
secrecion de gonadotrofina corionica (CG) (Hsueh and schaeffer, 1985; Paty and
Habibi, 1993)).

Por otra parte podria tener efectos regulatorios autocrinos en células
tumorales de mamas teniendo en cuenta las siguientes evidencias: alli se expresa el
gen de GnRH (Harris et al., 1991), estan 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 biologica de las distintas variantes, revelaron
que en ganglio simpético de la rana toro, cIIGnRH es cien veces més potente que
sGnRH y al menos mil veces mas potente que otras variantes de GnRH, en mediar el
potencial postsinaptico, ubicandolo como principal candidato para neurotransmisor

enddgeno. (Jones, 1987).



La especificidad de accion de GnRH en los diferentes tejidos estaria dada por
particulares arreglos anatomicos, que permiten su accion a través de distancias
limitadas, la.utilizacion de las diversas variantes moleculares de GnRH y sus
receptores especificos para las distintas funciones. Por ejemplo en anfibios los
receptores hipofisarios tienen alta afinidad para todas las formas de GnRH, mientras
cl receptor de ganglio simpdtico es altamente especilico para cllIGnRH (King et al,

1995).

I.3. Evolucion de las miltiples formas de GnRH

El factor de apareamiento a de levaduras (o mating factor) se considera una
forma ancestral de GnRH que precede a la aparicion de vertebrados ( Kurjan and
Herskowitz , 1982). Este tiene homologia de secuencia con GnRH de vertebrados, se
une especificamente a receptores de GnRH de hipofisis y estimula la liberacion de
LI en rata. (Loumaye et a., 1982).

Como se ha mencionado precedentemente, en protocordados recientemente se
han secuenciado dos variantes de GnRH (tIGnRH y tIIGnRH) y segin los resultados
arrojados por estudios de inmunocitoquimica se sugiere que previo a la evolucion de
la hipofisis en vertebrados, las neuronas GnRHérgicas habrian liberado su secrecion
directamente al torrente sanguineo con la posibilidad de que la hormona actue
directamente sobre las gonadas (concepto avalado por la presencia de receptores

para GnRH en las gonadas de vertebrados) (Powell et al., 1996).



Para evaluar la aparicion de las diferentes formas moleculares de GnRH entre
los vertebrados fueron propuestos varios esquemas evolutivos basados en la
estructura primaria y la distribucion filogenética de las variantes. En estos esquemas,
cllIGnRH cumple un rol importante debido a su amplia distribucién y conservacion.
Esta forma ha podido sufrir duplicacién génica y divergencia de su secuencia para
dar lugar a las demas variantes de GnRH. Sin embargo la relacion entre clIGnRH y
la hipotética forma ancestral, asi como las variantes aisladas de los primitivos
agnatos, permancce ain desconocida. Sin embargo, los esquemas evolutivos
planteados, estdn sujetos a continuos cambios originados con la identificacion de

nuevas formas moleculares

I.4. Modelo experimental

El armadillo Chaetophractus villosus, es un mamifero euterio perteneciente al
orden Xenarthra (o Edentata) (Wetzel., 1985). Los especimenes pertenecientes a este
grupo, presentan un gran namero de caracteristicas, que se podrian considerar
primitivas: temperatura corporal relativamente inferior a otros mamiferos, pobre
habilidad para regular la temperatura, testiculos intrabdominales, etc, por lo que este
orden es considerado como uno de los mas primitivos entre los mamiferos euterios
(Engelmann., 1985) y habria radiado a partir de los primitivos insectivoros (Colbert.,
1969).

Por otro lado, se sabe que clIGnRH se encuentra ampliamente distribuida en
la mayor parte de los vertebrados, incluyendo peces cartilaginosos, teledsteos,
anfibios, reptiles y aves. A su vez, la expresion de cIIGnRH también ocurre en
mamiferos metaterios y euterios tempranamente evolucionados (como los
insectivoros), no encontrandose evidencias de la expresion de clIGnRH en especies

de euterios mas evolucionados.



Considerando toda esta informacion, queda claro que el grupo de los
edentados, habiendo radiado tempranamente a partir de los insectivoros puiede
servir como modelo experimental para estudiar la evolucion de los sistemas

GnRHérgicos.

Los objetivos del presente trabajo son:

e Identificar las variantes moleculares presentes en el encéfalo del armadillo.
e Verificar la presencia de clIGnRH.
e Determinar si existe una distribucion diferencial de las formas moleculares de

GnRH en distintas areas del encéfalo.

Debido a la bajisima cantidad de GnRH en el cerebro de los vertebrados, el
aislamiento y secuenciacion no siempre son practicables. Por esta razon se ha
utilizado un estudio indirecto que conjuga a la cromatografia liquida de alta presion
en fase reversa (RP-HPLC) como método de separacion y radioinmunoanalisis
(RIA) con antisueros especificos, 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 andlisis final concluye con la determinacion 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,
1982a) para luego confirmar su estructura mediante secuenciacion (King & Millar

1982b).
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II. MATERIALES Y METODOS

I1.1. Animales y Técnica Quirurgica

Se utilizaron cinco armadillos hembras Chaetophractus villosus, sexualmente
maduros, con un peso que oscilé entre 3.5 y 5 Kg, capturados en las proximidades
de Azul (Prov. de Bs. As.). Estos animales se mantuvieron en la colonia de
cdentados del Instituto de Neurociencia, se sometieron a un fotoperiodo natural y se
alimentaron con alimento balanceado y agua ad-libitum.

Los animales se anestesiaron con Clorhidrato de ketamina (40 mg/ Kg. im) y
tiopental sédico (60 mg/kg. ip). Evitando sufrimientos innecesarios al animal sc
extrajo el encéfalo de cada uno. Este se disecd inmediatamente a 4°C en las
siguientes dreas: #Bulbo olfatorio #Neocortex #Predptica-Hipotalamica
¢ Hipocampo ¢ Mesencéfalo-Tectum optico y ¢ Cerebelo.

Cada region proveniente de los distintos armadillos se agrupé conformando

un lote, luego se pesé y mantuvo a -70°C hasta su posterior utilizacion.

AREA oty
PRSI iilif Ef“ﬁ?‘ﬁ“{ i%PJg%ﬁ
Bulbo olfatorio

: Neocortex 16.31
: Preoptica-Hipotalamica i4.65
Hipocampo 14.22 :

Mesencéfalo-Tectun optico  :3
Cerebelo 11.68

abla I11: Pesos registrados para los distintos lolcs



I1.2. Extraccion

Se utilizé el protocolo de extraccion descripto por Sherwood et al (1986b),
Yu et al (1988). Brevemente, cada lote se homogeneizo en Acetona: HCI IN (100:3
v/v; 5 ml por gr. de tejido) a 4 °C con un homogeinizador del tipo ultraturrax,
modelo OMNI 5000. Los homogenatos se agitaron a 4 °C durante 3 hs y se filtraron
por papel Whatman N°1. El material no soluble se reextrajo en Acetona: HCI 0.01N
(80:20 v/v, en un cuarto del volumen inicial) durante 5 minutos con agitacion
constante y se filtro en las mismas condiciones anteriores.

Ambos extractos se combinaron y trataron con eter de petréleo, con el objeto
de remover la acetona, lipidos y otras sustancias hidrofobicas presentes. Para ello se
colocé en una ampolla de decantacion, el volumen filtrado y un volumen cuatro
veees mayor de eter de petroleo, se dejo estabilizar el sistema y se extrajo la fase
acuosa a 4 °C; Esto se repitio cinco veces. Posteriormente, cada lote se concentr6 en
un evaporador rotatorio hasta un volumen aproximado a 1 ml y se congelo a -70 °C

hasta su posterior utilizacion.

11.3. Separacién por Cromatografia Liquida de Alta Presion de
Fase Reversa (RP-HPLC)

l.a cromatografia se realiz0 en un cromatografo liquido 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 pm y se inyectaron a través de
un loop de 1 ml en una columna Lichrospher 100 RP18 (fase reversa) (de 0.46 x 25

cm, tamaiio de particula S pm , Merck ) con precolumna C-18.



La fase movil utilizada inicialmente fue 17 % Acetonitrilo en TEAF (Acido
formico 0.25 M ajustado a pH 6.5 con Trietilamina ), solucién A y 24 %
Acctonitrilo en TEAF, solucién B. La elucion comenzé con un periodo isocrético de
10 minutos de fase movil A. Este luego se incrementé linealmente hasta un 24 % de
Acetonitrilo por un periodo de 7 minutos , a partir del cual se trabajo
isocraticamente. El flujo de la fase movil se ajusté a | ml/ minuto durante todo el
ensayo, la corrida se detuvo a los 70 minutos y se recolectaron fracciones de 1 ml.

Cada cromatografia del extracto de tejido fue precedida por una corrida
denominada Blanco en la que sélo se inyectd fase A. Esto se realizo para tomar en
cuenta cualquier posible contaminacion de la columna con trazas de GnRH. Estas
fracciones se ensayaron por radioinmunoanalisis (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
cromatografia de los distintos extractos de tejido, pero este no fue nuestro caso.

Luego de cada cromatografia de extracto de tejido se inyecté una mezcla de
estandares sintéticos de distintas variantes de GnRH: mGnRH, cIGnRH, clIGnRH y
sGnRH (300 ng de c/u por ml de fase A). La deteccion para determinar la posicion
de elucion de las distintas variantes moleculares, se realizo por Absorbancia a 280

nm. Ver figura 2



Iistandares

Fiempos de retencion

B Acelominlo®s
B Absorvacia (280

Absorvancia (280 nm)

------------------

T Lasas
0% 6 9 1205 18 21 20 27 W W % 39 42 45 AR ST ST ST a0 6Y un 0

Fracciones

Figura N°2: esquema de separacion de una mezcla de estandares detectados por UV.
Las flechas indican los ticmpos de retencion (minutos) verificados para las distintas varantes. m: mGnRII,

cl: clGnRH, cll: ¢clIGnRH, s: sGnRH.

I1.4. Radioinmunoanalisis (RIA)

Las fracciones obtenidas del RP-HPLC de los extractos de las distintas areas
sc liofilizaron y resuspendieron en | ml de buffer para RIA (buffer Fosfato 0.05 M,
NaCl 0.15 M, EDTA 0.01 M, Azida sodica 0.015 M, pH 7.5 y 0.5 % BSA ) para
estudiar la inmunoreactividad a GnRH (ir-GnRH) en estas fracciones bajo
condiciones previamente validadas (Somoza et al, 1994).

Para ello 100 pul de estandar sintético o de muestra se diluyeron con buffer
para RIA (hasta alcanzar un volumen de 300 pl). Se adicioné 100 pl de hormona
iodinada (‘*°I, aproximadamente 12000 cpm) en cada tubo, 100ul de antisuero y se

incubd durante 48 hs a 4 °C .
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Cada ensayo presentaba los siguientes tubos:

e CUENTAS TOTALES: 100ul de estandar iodinado.

o UNION INESPECIFICA (NsB): 400ul de buffer y 100ul de '*’I:GnRH

e MAXIMA PEGADA (MxB): 300ul de buffer, 100pu1 de antisuero y 100ul de '*I-
GnRH.

e CURVA ESTANDAR: diluciones seriadas al medio a partir de una concentracion
del estandar GnRH de 500pg/100ul hasta alcanzar una concentracion de 0.5
pg/100pl.

Pasado el tiempo de incubacion se separ6 la fraccion de hormona libre de la
unida de la siguiente forma: se agregd 1.5 ml de Etanol (4° C) a cada tubo (se dejo
decantar unos minutos) y se centrifugé a 1500 g durante 25 minutos a 4 °C . El
sobrenadante se descarto por aspiracion y se midid la radioactividad en el
precipitado con un contador gamma.

Como primera aproximacion se utilizaron tres sistemas de RIA distintos
utilizando antisueros desarrollados contra GnRH y que presentan reactividad
cruzada frente a todas las variantes de la hormona identificadas hasta el

momento.(Tabla IV)

A/S Titlo | '""I-H |STD  |m (%) |cl(%) | cll(%) | s(%) |LI(%) |cf(%) |df(%) |LII%

PBL#45 | 1:15.10" | sGnRH |sGnRH [100 [1333 [259 [100 [24. |[ND [158 |ND

PBL#49 | 1:25.10° | sGnRH |sGnRH [93.3 (3333 [326 |100 |2 ND 459 |ND

cli678 | 1:40.10° | mGnRH |mGnRH | 100|416 |81 (437 [3 |36 |36 |ND

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

sistemas de RIA utilizados.



Los antisueros PBL # 45 y PBLH4Y, gentilmente cedidos por el Dr
Wilie Vale, (The Salk institute. The Clayton Foundation Laboraltories for peptide
Biology), se desarrollaros en conejo contra [Lis (8) GnRH] o contra sGnRH
respectivamente. cll678, gentilmente cedido por la Dra Judy King (University of
Cape Town Medical School, Cape Town, Sud Africa.), se generé en conejos contra
cllGnRH.

De acuerdo con este primer analisis, se infirié la identidad molecular de la
hormona presente, de acuerdo a la correspondencia entre la ir-GnRIT y la posicion
de clucion de las distintas variantes de GnRH verificadas por la cromatografia de los
estandares sintéticos. Posteriormente aquellas fracciones que mostraban mayor ir-
GnRH se analizaron por ensayos de diluciones seriadas con sistemas de RIA
homologos para las variantes cuya presencia se suponia. Las pendientes de las
curvas de desplazamiento fueron comparadas con las obtenidas con el estandar y
estudiadas por un analisis de varianza..

Para esto se utilizaron dos antisueros especificos contra GnRH en un sistema

de RIA homologo para mGnRH (Tabla VI)

A/S Tiwo | "“I-H [STD  [m(®%) [cl(%) [cli%) |s%) |LI%) [cf%) |df%) LIlI% |

m1076 {1:5.10" |mGnRH | mGnRH | 100 [17.7 |o.11 [001 [<001 IND |[ND |ND

EL-15 | 1:175.1 | mGnRH | mGnRH | 100 |0.002 |<0.01 |<0.01 |0048 |[ND |[ND |[ND
8

|

0

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 Dra Judy King, y el antisuero
EL-15, gentilmente cedido por el Dr. W. Ellinwood, (Oregon Health Sciences
University), se desarrollaron ambos en conejo contra mGnRH.

La linealizacion de la curva (B/B,) en funcion de la concentracion del
estandar GnRH se obtuvo con la transformacion Logit B/By para la respuesta y
Logaritmo decimal para la concentracion. Se estudi6 el paralelismo de las rectas
estandar y del extracto, con un anélisis de varianza.

Por otra parte se utilizé un antisuero especifico para clIGnRH con el objeto
de analizar la posible existencia de clIGnRH en los distintos extractos de tejido. Este
antisuero cll675 (cedido gentilmente por la Dra Judy King) posee las siguientes
caracteristicas en un sistema que utiliza cIIGnRH como estandar y molécula
marcada:
mGnRH: <0.01%, cIGnRH: <0.01%, cllGnRH: 100%, sGnRH: 3%, LIGnRH:
<(.015, c¢fGnRH: ND, dfGnRH: ND, LIIIGnRH: ND.

I1.5. Radioiodinacion

I1.5.1.sGnRH y clIGnRH

La marcacion se realizé utilizando el protocolo de Yu et al, (1987) con ligeras
modificaciones. Se mezclaron 10 pl de GnRH sintético (5 pg de sGnRH o clIGnRH
en Acido acético 0.1 N) con 5 pl de 'INa (Imci ) en 5 pul de buffer fosfato 0.5 M.
La reaccion comenzo con el agregado de 10 pl de Cloramina T (2.2mM en buffer
fosfato 0.05 M pH 7.5) y se dejé reaccionar durante 2 minutos para sGnRH y |

minuto para clIGnRH.



Para separar la hormona marcada y el '*I libre, se sembr6 inmediatamente
esta mezcla de reaccion en una columna de intercambio cationico de
carboximetilcelulosa (CMC) de 6 x 0.6 equilibrada en acetato de amonio 2mM (la
reaccion finalizé por dilucion). Con este mismo buffer, se eluyéron los primeros
cinco tubos y luego se aumento la fuerza ionica eluyendo con 100 mM para sGnRH
0 200mM para clIGnRH. EI eluido se recogié en tubos que contenian 300 ul de
Acetato de amonio 2 mM, BSA 5% y se recolectaron 16 tubos con un volumen final

de 3 ml cada uno.

I11.5.2.mGnRH

En este caso se utilizo un protocolo diseiado por Judy King (comunicacion
personal). Se mezceladon 10 pl de mGnRH sintético (5 pg en Acético 0.1 N) con 5 pl
de '"®INa (I mCi ) en 35 pl de buffer fosfato 0.5 M pH 7.6 . La reaccion comenzé
con el agregado de 10 pl de Cloramina T (0.21 M en buffer fosfato 0.05 M pH 7.06).
Sc agito e inmediatamente se frend la reaccion con 20 pl de metabisulfito de
sodio(16 mg/20 ml buffer fosfato 0.05 M pH 7.6 ). Los demés pasos fueron similares

a los seguidos para la marcacion de clIGnRH.

En cada caso las fracciones se ensayaron por RIA para la determinacion de
maxima pegada (MxB). Luego se seleccionaron aquellas fracciones que presentaban
una pegada > 20% y constituyendo un “pool”. Para verificar si la hormona iodinada
y la fria competian de forma similar frente al antisuero se realizo un ensayo de
desplazamiento de GnRH. Para tal fin, se realiz0 una curva de GnRH frio que
comprendia un rango de 0.5-500 pg/100ul de hormona con diluciones al medio

intermedias. Esto se incubd con una cantidad constante de '*I-GnRH
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Figura N°3: marcacion de sGnRH
Se testearon por RIA los tubos 6-13 para la determinacion del MxB con anti sGnRH N°2 (aida),
utilizado en una dilucion final 1:300000 (antisucro especifico para sGnRH) (Okuzawa ct al, 1990). De éstos,

solo las fracciones 7-11 presentan una pegada mayor al 20%

cllGnRH

¢lI675 1:25000

cpm x 10001 Oyl
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012345678910111213141516

Fracciones

Iigura n"4: marcacion de clIGnRH:

Se testearon por RIA los tubos 6-17 para la determinacion del MxB con cll675, utilizado cn una
dilucion final 1:25000 (antisucro especifico para cllGnRH).Los resultados arrojados por el ensayo mostraban
una pegada baja, por lo que fusionamos las fracciones 9-13, y realizamos curvas de desplazamiento con

distintas diluciones del antisuero
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Figura N"5: marcacion de mGnRH:
Sc analizaron por RIA los tubos 6-13 para la determinacion del MxB y se juntaron

los tubos 8-12 en un mismo pool.



I1I. RESULTADOS

La caracterizacion de ir-mGnRH en extractos de distintas areas del cerebro
del “peludo” se realizo mediante un analisis que combina RP-HPLC y RIAs con
diferentes antisueros poliespecificos y especificos para variantes de GnRH. En todos
los lotes analizados se detectdo inmunoreactividad a GnRH con caracteristicas
cromatograficas e inmunoldgicas similares a mGnRH.

En principio, el sistema de RP-HPLC utilizado, permiti6 separar las variantes
de forma conveniente para los objetivos de nuestro trabajo. Considerando las seis
cromatografias realizadas con la mezcla de estandares, se determiné los tiempos de
retencion de cada una de las formas moleculares y se expresaron como la media +/-
el error estandar Los mismos fueron mGnRH: (20.35 +/- 0.45) minutos, cIGnRH:
(22.31 +/- 0.46) minutos, cllIGnRH: (28.13 +/- 0.91) minutos y sGnRH: (51.19 +/-
2.44) minutos.

En la cromatografia realizada con extracto de Bulbos olfatorios, se observé un
solo pico inmunoreactivo a GnRH, al ser evaluado con dos sistemas de RIA:
PBL#45 y PBL#49 (Tabla IV). El tiempo de elucion de este pico ir-mGnRH
(fraccion 19-20)), es similar al tiempo de retencion observado para mGnRH sintético
(fraccion 21) (figura N°6 y 7)

De la misma forma, en la cromatografia del extracto de Areas predptico-
hipotalamicas solo un pico inmunoreactivo a mGnRH se observé (fraccion 17-18)
cuando el andlisis se reaizo con los sistemas PBL#45 y PBL#49 (Tabla 1V). En este
caso, el pico ir-mGnRH se localizo ligeramente adelante con respecto a mGnRH

sintético (fraccion 20) (Figura 6 'y 7).



En el caso correspondiente la cromatografia de los extractos de Neocortex y
Cerebelos, 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 elucion verificado para mGnRH
sintética (fraccion 20) (figura N°6 y 7).

La cromatografia de los extractos de Mesencéfalo (Fig. 6, 7 y 8) e Hipocampo
(IFig. 6, 7 y 8) se ensayaron con tres sistemas de RIA: PBL#45, PBL#49, y con
cl1678. Este ultimo antisuero se utilizé ya que presenta un % de reactividad cruzada
mayor respecto a cllGnRH (81 %) que los otros dos sistemas (Tabla V). Sin
embargo, en todos los casos se observo, un Gnico pico ir-GnRH (fraccion 19-20 y
fracciones 21-23 para mesencéfalo e hipocampo respectivamente) cuya posicion de
clucion coincidia co la de mGnRH sintético (fraccion 20)

El andlisis de las fracciones 23-31 de la cromatografia de los distintos
extractos  fue posteriormente analizada para verificar la presencia de
inmunoreactividad a cllGnRH (ir-cllGnRH) con un sistema de RIA especifico para
clIGnRH, con ¢l antisuero cll675 (1: 10000) (Ver materiales y métodos). Sin
embargo, ninguna de estas fracciones evidencio ir-clIGnRH (datos no mostrados).

Con el objeto de confirmar los datos obtenidos en los experimentos de RP-
IIPLC y RIA, se realizaron distintos “pooles”con aquellas fracciones ir-GnRH

correspondientes a la cromatografia los distintos lotes

Bulbos olfatorios fracciones 19-20
predptico-hipotalamica fracciones 17-18
hipocampo fracciones 21-23
Neocortex. fracciones 21-22
mesencéfalo fracciones 19-20
cerebelo fracciones19-20



iste material sc analizo mediante ensayos con diluciones scriadas, utilizando
dos sistemas de RIA especificos para mGnRH: m-1076 y EL-15. Cuando se analizo
el “pool”obtenido a partir de las fracciones correspondientes al drea predptico-
hipotalamica, en ambos casos las curvas obtenidas a partir de las diluciones seriadas
de las muestras no fueron estadisticamente diferentes a las obtenidas a partir del
estandar sintético. Sin embargo en el caso de los extractos correspondientes a Bulbos
olfatorios, Neocortex, Cerebelo, Mesencéfalo e hipocampo, los puntos obtenidos no
fueron suficientes como para comparar las curvas de diluciones con el estandar
sintético. En estos casos los niveles de ir-mGnRH resultan insuficientes como para

desplazar a '*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 #45 (1: 150000). Las flechas
corresponden a los tiempos de retencion (min) de mGnRH, cIGnRH, clIGnRH vy

sGinRH respectivamente.
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Figura n” 7: presencia de ir-mGnRH en las fracciones de la corrida del RP-HPLC de
los distintos extractos, analizado con el antisuero PBL #49 (1: 250000). Las flechas

corresponden a los tiempos de retencion de mGnRH, cIGnRH, clIGnRH y sGnRH.
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Figura n" 8: presencia de ir-mGnRH en las fracciones de la corrida del RP-HPLC de

los extractos de hipocampo y mesencéfalo, analizado con el antisuero cll678 (1:

32000). Las flechas indican los tiempos de retencion.
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Figura n°10: Desplazamientos comparativos de '*’I-mGnRH del antisuero EL-15 (1:

175000) por mGnRH sintética en las diluciones seriadas. Cada uno de los puntos de la curva del
extracto (de izquieda a derecha), representa una de las siguientes diluciones: 1: 1, 1: 2, 1: 4, 1: 8, 1: 16, 1: 32.
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Figura n°11: Linealizacién de la curva de desplazamientos comparativos de '*I-

mGnRH del antisuero EL-15 (1: 175000) por mGnRH sintética en las diluciones

seriadas. Cada uno de los puntos de la curva del extracto (de izquieda a derecha), representa una de las siguientes

diluciones: 1: 1, 1:2, 1: 4, 1: 8, 1: 16, 1: 32 (F,5:=1.537947).
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Figura n°12: Linealizacién de la curva de desplazamientos comparativos de '*’I-

mGnRH del antisuero m-1076 (1: 50000) por mGnRH sintética en las diluciones

seriadas. (F,s,=1.792427).
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IV. CONCLUSIONES Y DISCUSION

En todos los grupos de vertebrados gnatostomados se ha demostrado la
presencia de al menos dos variantes moleculares de GnRH: clIGnRH y una de las
ocho variantes identificadas hasta el momento. En mamiferos, esta segunda forma
molecular es mGnRH. En varias especies de metaterios : Thrichosaurus volpecula
(King ct al, 1989), Monodelphis domestica (King ct al, 1990), Didelphis albiventris
(Somoza & Affanni, datos no publicados), Dasynus viveninus (King et al, 1989) e
Isodon macromus (King et al, 1989) y en especies de euterios tempranamente
evolucionados como los insectivoros: Suncus marinus (Dellovade et al, 1994),
Chysocloris asiatica (King et al, 1994) y Tupata glisbelangeri (Kasten et al, 1996)
ambas, cllGnRH y mGnRH estan presentes, mientras que en especies de euterios
mas evolucionados sélo se ha identificado mGnRH.

En este trabajo, investigamos la ocurrencia de estas dos variantes de GnRH en
euterios que pertenecen al orden edentata, considerado como uno de los mas
primitivos entre los mamiferos euterios (Engelmann, 1985), que habria radiado a
partir de los insectivoros (Colbert, 1969).

Los resultados del estudio determinaron la presencia de una (nica variante
molecular de GnRH en el encéfalo del armadillo Chaetophractus villosus, con
propiedades cromatograficas e inmunologicas similares a mGnRH (Figura 6,7 y 8).

Se utilizo un estudio que combina RP-HPLC y RIAs con diferentes antisueros
poliespecificos y especificos para distintas variantes de GnRH. El mismo pone en
evidencia la presencia de un unico pico inmunoreactivo a GnRH, que co-eluye con

el péptido sintético de mamifero (Figura N6, 7, 8).
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Algunas de las fracciones cromatografiadas se reanalizaron en un sistema
homdlogo para mGnRH, utilizando m-1076 y EL-15, ambos antisueros especificos
para mGnRH (Figura 9 y 10). Las curvas de desplazamiento logit-log del extracto de
drcas predptico-hipotalamicas 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
inmunologicamente indistinguible del estandar sintético.

Hasta el momento, no queda claro cual es la funcion de cllGnRH, pero varios
estudios indicarian que junto con la regulacion de la sintesis y secrecion de
gonadotrofinas  hipofisdarias, tendria un rol como neurotransmisor o
neuromodulador (King & Millar, 1992).

Segin algunos autores (Muske, 1993), la expresion de las distintas variantes
de GnRH en vertebrados gnatostomados, se deberia a la presencia de dos grandes
sistemas GnRHérgicos, que tendrian un origen embriologico diferente, y se
proyectaria a distintos blancos. A raiz de esto, en el sistema nervioso central, los
cuerpos celulares y fibras de GnRH adoptarian una organizacion neuroanatémica
particular.

En vertebrados no mamiferos, las diferentes formas moleculares de GnRH
estan distribuidas diferencialmente en el cerebro (Yu et al, 1988; King et al,1990;
Okuzawa et al,1990; Amano et al, 1992; King et al, 1986; Northcutt et al, 1994;
Mikami et al, 1988; Katz et al, 1990; Sharp et al, 1990). En estas especies la
conservada clIGnRH predomina en dreas cerebrales extrahipotalamicas, mientras la
scgunda forma de GnRH prevalece en el hipotdlamo.

Un patrén similar se obtuvo en un estudio sobre la distribucion 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 razon analizamos la inmunoreactividad presente en distintas areas del
encéfalo del peludo, intensificando la caracterizacion de clIGnRH en Mesencéfalo,
Hipocampo y cerebelo.

En principio, se empleé PBL#45 y PBL#49 en un sistema que utiliza sGnRH
como estandar y como trazador, ya que se han utilizado como primer sistema de
deteccion de variantes moleculares de GnRH (Yu et al, 1988 ; Somoza et al, 1994 ;
1996). Ambos antisueros tienen baja reactividad frente a cllGnRH (25.9%, 32.6%).
Ante esta circunstancia, se utilizo cll678 cuya reactividad frente a clIGnRI cs del
81%. Con el mismo se realizo RIAs solamente con el set completo de las fracciones
cromatografiadas de los extractos de Hipocampo y Mesencéfalo, dada las
limitaciones en la cantidad de material y disponibilidad de antisuero.

Por este motivo, se tomaron las fracciones cromatografiadas de todos los
extractos que contienen la fraccion en la cual eluye cllGnRH (fracciones 23-31) y se
analizo6 la presencia de la hormona inmunoreactiva. Para ello se utilizo un sistema
homologo y especifico para cllGnRH, en el cual se empleo cll675, antisuero que
muestra una alta especificidad frente a clIGnRH.

Con este andlisis, se esclarecio una duda que se nos habia planteado
inicialmente. En el extracto de mesencéfalo, se observaba un pequefio pico
inmunoreactivo (contenido en las fracciones 23-31) con los tres sistemas de RIA:
PBL#45, PBL#49 y cll678. Sin embargo la inmunoreactividad presente era similar a
la observada para la pegada inespecifica. Entonces se planteaba la siguiente
pregunta:  Se trataba de pegada inespecifica o de concentraciones tan bajas de
clIGnRH que era indetectable con estos antisueros?

Los resultados obtenidos confirmaron los estudios iniciales no hallandose
evidencias de la presencia de clIGnRH en los distintos lotes y confirmando la
presencia de ir-mGnRH en drea predptico-hipotalamica, bulbos olfatorios,
ncocortex, mesencéfalo, hipocampo y cerebelo, probablemente debido a la

existencia de un tnico sistema GnRHérgico, de localizacion anterior.
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Sin embargo, es importante recalcar, que en el hipocampo dorsal de esta
especie, se han descripto gran cantidad de fibras ir-GnRH vy de células dispersas
(Rodriguez D., 1996) .

En algunas cromatografias (especialmente en la de extracto de dreas
preoptico-hipotalamicas) la inmunoreactividlad de GnRHs natural eluye mas
temprano que los péptidos sintéticos, debido probablemente a la saturacion de la
columna con extracto de tejido, lo cual es un fenémeno conocido para el sistema
(King et al, 1994).

En la cromatografia de algunos de los extractos se observa inmunoreactividad
(no muy elevada) a GnRH entre las fracciones 10-14 (Figura 6,7 y 8), pero esto no
es totalmente constante. Hasta el momento no se identifico ninguna variante de
GnRH cuyo tiempo de retencion coincida con los minutos 10-14, con lo cual no se
obtuvo una explicacion definitiva acerca de lo que ocurre en estas fracciones.
Probablemente podria tratarse de un producto de protedlisis que se manifiesta con
frecuencia en la cromatografia, pero quedaria por probarlo.

El orden insectivora esta 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, asi como los vertebrados no mamiferos y los
primitivos marsupiales, presentan multiples formas de GnRH en el cerebro.

Interesantemente entre los mamiferos metaterios tanto. clIGnRH como
mGnRH se expresan en varias especies (King et al, 1989; 1990; 1994), mientras que
sc ha detectado en una especie considerada mas avanzada unicamente mGnRH
(King et al, 1989). Esto sugiere que el avance evolutivo hacia la radiacion de
mamiferos podria llevar a la pérdida de la expresion de clIGnRH, o que por el
contrario seria independiente de la radiacion.

Para contestar esta incognita habria que analizar que ocurre en un nimero
mayor de especies, entonces si podria dilucidarse si los edentados se considerarian

“primitivos”’o “evolucionadosrespecto al sistema GnRHérgico.
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