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Sistemas de GnRH presentes en rata. 

 

RESUMEN 

A la fecha, se conocen 24 variantes de la Hormona Liberadora de 

Gonadotrofinas (GnRH). Se ha demostrado en numerosos vertebrados, 

incluyendo mamíferos, que más de una variante de GnRH son expresadas en 

una misma especie. En la rata existen evidencias postulando la presencia de 

diferentes variantes de GnRH, conjuntamente con la ya caracterizada GnRH-I, 

ellas son: GnRH-II, gpGnRH, sGnRH y lGnRH-III. Por otro lado, se demostró la 

presencia de más de un receptor de GnRH (GnRHR) en distintas especies. Sin 

embargo, en un modelo ampliamente utilizado como lo es la rata, hay 

controversia acerca de los sistemas de GnRH presentes.  

El objetivo de esta Tesis, consiste en estudiar los distintos sistemas de GnRH 

presentes en rata.  

En este trabajo estudiamos extractos peptídicos de distintos tejidos mediante 

diferentes sistemas de RP-HPLC conjugado con detección con distintos RIA para 

GnRH, determinamos la actividad biológica de las diferentes variantes 

postuladas en rata y abordamos la búsqueda de un receptor diferente del 

conocido GnRHR tipo-I. 

Concluimos que, la actividad gonadotrófica hipofisaria parece estar mediada por 

el sistema GnRH-I/GnRHR tipo I. Demostramos la presencia de HypGnRH,  

aportamos fuertes evidencias de la expresión de GnRH-II en cerebro e hipófisis y 

postulamos la presencia de gpGnRH. No encontramos evidencias de la 

expresión de lGnRH-III o sGnRH. 
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Establecimos que GnRH-I y GnRH-II poseen similares potencias en cuanto a su 

actividad hipofisaria, mientras que sGnRH y gpGnRH poseen una menor 

potencia. No detectamos efectos fisiológicos de lGnRH-III en células hipofisarias.  

Proponemos la existencia en células ováricas de un sitio de unión a GnRH 

diferente del expresado en hipófisis. 

Este trabajo evidencia la existencia de distintos sistemas de GnRH presentes en 

rata. Estos sistemas podrían participar en diferentes funciones como ser la 

modulación de la conducta sexual (ej GnRH-II), la regulación autócrina/parácrina 

de la respuesta gonadotrófica hipofisaria, regulación intra-ovárica de la función 

gonadal. 

 

Palabras Clave 

GnRH, rata, hipófisis, ovario, cerebro, hipotálamo, GnRHR, gonadotrofinas, 

proliferación, GnRH-I, GnRH-II, sGnRH, lGnRH-III, gpGnRH, hypGnRH. 
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GnRH systems present in rat. 

 

ABSTRACT 

To date, 24 Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) variants have been 

described.  In several vertebrates, including mammals, more than one GnRH 

variant are co-expressed in a single species. In the rat, there are evidences 

postulating various GnRH variants, together with GnRH-I, they are: GnRH-II, 

gpGnRH, sGnRH and lGnRH-III. On the other hand, different receptors for this 

hormone have been demonstrated in several species. However, in such an 

important model as the rat, there is controversy regarding the GnRH systems 

present.  

The aim of this Thesis was to study the different GnRH systems in the rat. Here, 

we characterize peptidic extracts from rat tissues by different RP-HPLC systems 

together with GnRH RIA detection; we study the biologic activity of the GnRH 

variants postulated to be present in rat and examine the possible existence of a 

receptor distinct from the already known type-I GnRHR.  

We conclude that gonadotropic activity in the rat is mediated by the  

GnRH-I/type-I GnRHR system. In addition, we demonstrate the expression of 

hypGnRH, provide strong evidences for GnRH-II presence in brain and pituitary 

and show experimental data supporting gpGnRH existence in the rat. However, 

we do not detect either lGnRH-III or sGnRH. 

GnRH-I and GnRH-II show similar potencies regarding gonadotropins secretion, 

intracellular IP3 production and Ca2+ mobilization, while sGnRH and gpGnRH are 
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less potent.  We do not detect any lGnRH-III physiologic response in rat pituitary 

cells.  

Furthermore, we propose a GnRHR different from the type-I receptor in rat 

ovarian SPO cells. 

This work demonstrates the existence of different GnRH systems in the rat, which 

could participate in the modulation of sexual behavior (eg. GnRH-II), 

autocrine/paracrine regulation of gonadotropic function and intra-ovaric 

modulation of gonadal physiology. 

 

Keywords 

GnRH, rat, pituitary, ovary, brain, hypothalamus, GnRHR, gonadotropins, 

proliferation, GnRH-I, GnRH-II, sGnRH, lGnRH-III, gpGnRH, hypGnRH. 
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HPLC    cromatografía líquida de alta performance 
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lGnRH-III   lamprey GnRH-III 
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PCR    reacción en cadena de la polimerasa 
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RP-HPLC   HPLC en fase reversa  
RT    transcripción reversa 
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HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROFINAS (GnRH). 

 
La Hormona Liberadora de Gonadotrofinas (GnRH, según su sigla en inglés), ha 

sido purificada a partir de hipotálamo de ovinos y porcinos por dos diferentes 

grupos en el año 1971 (Amoss, M. y col., 1971; Matsuo, H. y col., 1971) y 

originalmente fue denominada LHRH (Hormona Liberadora de la Hormona 

Luteinizante). Debido a la capacidad de este neuropéptido de inducir la secreción 

adenohipofisaria tanto de LH como de FSH se decidió denominarlo como 

Hormona Liberadora de Gonadotrofinas. Posteriormente se demostró que la 

secuencia aminoacídica de este decapéptido hipotalámico era la misma para 

todos los mamíferos estudiados, denominándolo mGnRH. 

Hoy en día, el nombre de GnRH ha sido otorgado a una familia de 

neuropéptidos, de 10 aminoácidos, involucrados estrechamente en el desarrollo 

y mantenimiento de las funciones reproductivas en vertebrados.   

A la fecha, un total de 24 variantes de GnRH fueron identificadas en diversos 

vertebrados y protocordados (Millar, R. P., 2005). Estas variantes han sido 

comúnmente denominadas según el nombre de la especie en que fueron 

originalmente descriptas, con la excepción de mGnRH (ver tabla 1). 

La estructura de las variantes de GnRH se halla altamente conservada a lo largo 

de la evolución en cuanto al número de aminoácidos y a sus extremos amino y 

carboxi terminales modificados, encontrándose la mayor variación entre los 

aminoácidos 5 a 8 (Somoza, G. M. y col., 2002b). 

Por otro lado, en una misma especie se observó la expresión de más de una 

variante de GnRH, en cerebro y tejidos periféricos de toda clase de vertebrados. 

En particular, la isoforma cGnRH-II ha sido hallada en gran número de especies 

de vertebrados siendo altamente conservada en términos evolutivos (Somoza, 



 3

G. M. y col., 2002b). De esta manera, diversos mamíferos incluyendo primates y 

humanos, expresan tanto mGnRH como cGnRH-II y en algunos casos se 

informó la presencia una tercera variante de GnRH. Mediante estudios 

filogenéticos basados en las secuencias del DNA y en la distribución cerebral se 

han clasificado los subtipos de GnRH en diferentes ramas; siguiendo estas 

sugerencias mGnRH es denominada GnRH-I y cGnRH-II es denominada  

GnRH-II (Fernald, R. D. y White, R. B., 1999). 

Todas estas variantes son producto de diferentes genes de GnRH, los cuales 

comparten una estructura común de 3 intrones y 4 exones (figura 1).  Estos 

genes codifican para una pre-pro-hormona, la cual consiste en: el péptido señal 

de entrada a retículo endoplasmático, el decapéptido en sí y el péptido asociado 

a GnRH (GAP), separados por un sitio de procesamiento proteolítico. El primer 

exón codifica para la región 5´ no traducida; el segundo exón codifica para el 

péptido señal, el péptido GnRH, el sitio de procesamiento y el extremo amino-

terminal del GAP; el tercer exón comprende exclusivamente la región central del 

GAP; y el último exón incluye la región carboxi-terminal del GAP y la región 3´ no 

traducida (Adelman, J. P. y col., 1986; Coe, I. R. y col., 1995; Dunn, I. C. y col., 

1993b; Dunn, I. C. y col., 1993a; Fernald, R. D. y White, R. B., 1999; Suzuki, K. y 

col., 2000). 

 

 

 



 4

 

 

Figura 1. Esquema del gen de GnRH. Las secuencias codificantes (exones) se 

encuentran representadas por rectángulos coloreados, mientras que las no 

codificantes (intrones) están representadas por las líneas que unen a estos 

rectángulos. En color celeste pueden apreciarse las regiónes 5´ no traducida y 3´ 

no traducida. El rectángulo verde representa la secuencia que codifica para el 

péptido señal de entrada a retículo endoplasmático. En rojo se representa la 

secuencia que codifica para el decapéptido de GnRH, mientras que en azul se 

representan las secuencias correspondientes al péptido asociado a GnRH 

(GAP).   

 

 

Existe una variante de GnRH que es originada a partir del mismo gen de  

GnRH-I, la misma sufre una modificación enzimática post-traduccional en el 

residuo de prolina ubicado en la posición 9 del decapéptido. Esta variante es 

identificada como hidroxyprolin-GnRH (HypGnRH) y fue originalmente descripta 

en ranas (Gautron, J. P. y col., 1991).  

 

 

 

5’  3’  5’ UTR 3’ UTR 

Péptido señal 

Péptido GnRH 

Péptido GAP 
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Tabla 1. Secuencias primarias de las variantes naturales de GnRH, las mismas 

abarcan aproximadamente 600 millones de años de evolución. Las regiones 

sombreadas muestran los residuos conservados con respecto a GnRH-I. Nótese 

que los extremos NH2 y COOH terminales, los cuales juegan papeles funcionales 

muy importantes,  se hallan altamente conservados. 

 

Variantes de GnRH. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  

mammalian pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly NH2 

guinea pig pGlu Tyr Trp Ser Tyr Gly Val Arg Pro Gly NH2 

chicken I pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Gln Pro Gly NH2 

frog pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Trp Pro Gly NH2 

seabream pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Ser Pro Gly NH2 

salmon pGlu His Trp Ser Tyr Gly Trp Leu Pro Gly NH2 

pejerrey pGlu His Trp Ser Phe Gly Leu Ser Pro Gly NH2 

catfish pGlu His Trp Ser His Gly Leu Asn Pro Gly NH2 

herring pGlu His Trp Ser His Gly Leu Ser Pro Gly NH2 

dogfish pGlu His Trp Ser His Gly Trp Leu Pro Gly NH2 

chicken II pGlu His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro Gly NH2 

lamprey III pGlu His Trp Ser His Asp Trp Lys Pro Gly NH2 

lamprey I pGlu His Tyr Ser Leu Glu Trp Lys Pro Gly NH2 

chelyosoma I pGlu His Trp Ser Asp Tyr Phe Lys Pro Gly NH2 

chelyosoma II pGlu His Trp Ser Leu Cis His Ala Pro Gly NH2 

ciona I pGlu His Trp Ser Tyr Ala Leu Ser Pro Gly NH2 

ciona II pGlu His Trp Ser Leu Ala Leu Ser Pro Gly NH2 

ciona III pGlu His Trp Ser Asn Gln Leu Thr Pro Gly NH2 

ciona IV pGlu His Trp Ser Tyr Glu Phe Met Pro Gly NH2 

ciona V pGlu His Trp Ser Tyr Glu Tyr Met Pro Gly NH2 

ciona VI pGlu His Trp Ser Lys Gly Tyr Ser Pro Gly NH2 

ciona VII pGlu His Trp Ser Asn Lys Leu Ala Pro Gly NH2 

octopus pGlu Asn Trp Ser Phe Ser Trp His Pro Gly NH2 

      Asn Gly     
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DISTRIBUCIÓN TAXONÓMICA DE LAS VARIANTES DE GnRH. 

Aunque originalmente se ha considerado que una única forma molecular de 

GnRH estaba presente en el cerebro de todos los vertebrados, hoy en día se 

conoce que sumado a la gran diversidad molecular de estos péptidos, la mayoría 

de los vertebrados estudiados expresan más de una variante de GnRH 

codificada por diferentes genes (Adams, B. A. y col., 2002; Dubois, E. A. y col., 

2002; Fernald, R. D. y White, R. B., 1999). Esta multiplicidad de moléculas de 

GnRH ha sido demostrada en las siete clases de vertebrados: peces no-

mandibulados (Sherwood, N. M. y col., 1986; Sower, S. A. y col., 1993), 

elasmobranqueos (Demski, L. S. y col., 1997), teleósteos (Dubois, E. A. y col., 

2002; Montaner, A. D. y col., 2001b), anfibios (Conlon, J. M. y col., 1993), reptiles 

(Lovejoy, D. A. y col., 1991), aves (Miyamoto, K. y col., 1983; Miyamoto, K. y col., 

1984) y mamíferos (Gestrin, E. D. y col., 1999; Kasten, T. L. y col., 1996; White, 

R. B. y col., 1998). 

El hecho de que 8 de las 24 variantes de GnRH hayan sido descriptas en peces 

puede reflejar el hecho de que los peces teleósteos constituyen el grupo más 

diversificado de vertebrados, abarcando aproximadamente el 50% del número de 

especies vivientes de vertebrados. 

Con el objetivo de estudiar la distribución de las variantes de GnRH en el 

sistema nervioso central de diferentes especies, se han desarrollado diferentes 

estrategias de investigación. Estas mismas abarcan métodos indirectos, como 

ser radioinmunoanálisis (RIA) con anticuerpos específicos, hibridación in-situ 

utilizando sondas homólogas y heterólogas, cromatografía líquida de alta presión 

(HPLC) en combinación con RIA utilizando anticuerpos específicos; y métodos 
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directos como ser purificación y posterior secuenciación del péptido y el clonado 

y caracterización del gen o el ARNm. 

Sin embargo cabe aclarar que la prueba fehaciente para la identificación final 

depende en la caracterización de la secuencia aminoacídica de dicho péptido.  

La gran mayoría de las especies estudiadas hasta ahora presentan al menos dos 

formas distintas de moléculas de GnRH en el sistema nervioso central, siendo 

GnRH-II la forma más conservada evolutivamente. Sin embargo, en diversos 

peces teleósteos se ha demostrado la presencia de una tercera variante de 

GnRH (GnRH-III) (Montaner, A. D. y col., 2001b; Senthilkumaran, B. y col., 1999; 

Somoza, G. M. y col., 2002a). Mas aún, se han publicado evidencias que apoyan 

la presencia de tres variantes de GnRH en algunos mamíferos (Montaner, A. D. y 

col., 1998; Montaner, A. D. y col., 1999; Quanbeck, C. y col., 1997) incluyendo 

humanos (Yahalom, D. y col., 1999), aunque futuros estudios deberán aportar 

nuevas pruebas que soporten estos indicios.  

 

DISTRIBUCIÓN ANATÓMICA DE LAS VARIANTES DE GnRH EN SISTEMA 

NERVIOSO CENTRAL. 

Teniendo en cuenta la información embriológica, fisiológica, bioquímica y 

molecular obtenida, en 1997 Muske propuso  la existencia de dos sistemas 

GnRHérgicos principales (Muske, L. E., 1997): 1) el sistema anterior o del nervio 

terminal-septo-preóptico, posteriormente denominado sistema de GnRH-I según 

Fernald y White (1999); y 2) el sistema posterior o del cerebro medio, también 

conocido como sistema de GnRH-II. Así, el sistema de GnRH-I, resulta ser el 

responsable de la regulación de la función gonadotrófica hipofisaria. El origen 

embriológico de las células del sistema de GnRH-I proviene de la placoda 
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olfatoria y expresa diferentes formas moleculares de GnRH-I de acuerdo con la 

especie, por ejemplo mGnRH en mamíferos, cGnRH-I en aves y sGnRH en 

salmónidos  (Sherwood, N. M. y col., 1997). Este sistema está compuesto por 

neuronas de GnRH cuyos somas se distribuyen de manera dispersa desde el 

nervio terminal, a través del área septal llegando hasta el hipotálamo anterior y el 

hipotálamo medio basal. También pueden encontrarse neuronas aisladas en el 

bulbo olfativo (Gonzalez-Martinez, D. y col., 2001; Muske, L. E. y Moore, F. L., 

1988; Silverman, A. J. y col., 1994), y en el hipocampo de mamíferos (Dellovade, 

T. L. y col., 1993).  

Por otro lado, en todos los gnatostomados estudiados, el sistema de GnRH-II 

está representado por grupos neuronales localizados en el diencéfalo posterior y 

en la región rostral del mesencéfalo. Estas neuronas expresan GnRH-II y, al 

menos en los teleósteos, se postula un origen embrionario en la zona germinal 

del tercer ventrículo (Gonzalez-Martinez, D. y col., 2002).  

La función fisiológica de GnRH-II aún permanece desconocida. El patrón de 

distribución de las neuronas GnRH-II, principalmente en el cerebro medio y en 

áreas extrahipotalámicas, da indicios acerca del carácter de neurotransmisor y/o 

neuromodulador que posee este decapéptido.    

La organización de los sistemas de GnRH se torna aún más compleja al tener en 

cuenta que, en teleósteos, ciertas especies expresan tres diferentes variantes de 

GnRH distribuidas en áreas específicas de su sistema nervioso central (Gothilf, 

Y. y col., 1996; Okubo, K. y col., 2000; Pandolfi, M. y col., 2002; Parhar, I. S. y 

col., 1998).  
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Figura 2. Diagrama esquemático de un cerebro de rata (vista sagital) señalando 

la localización de los principales grupos de neuronas GnRH-I (cuadrados) y 

GnRH-II (círculos). La mayoría de las células GnRH-I se localizan en el área 

preóptica y proyectan principalmente hacia la eminencia media (flecha gruesa). 

La mayoría de las células GnRH-II se localizan en el cerebro medio, proyectando 

principalmente hacia la habénula (flecha gruesa) y en menor proporción hacia 

otras áreas del cerebro como ser la eminencia media y el hipotálamo. Crb, 

cerebelo, Hb habénula medial, Hyp hipotálamo, LV ventrículo lateral, ME 

eminencia media, OB bulbo olfativo. 

 

Por otro lado, dentro de los mamíferos, existen evidencias de la existencia de 

tres distintas poblaciones neuronales de GnRH en primates. Las neuronas de 

GnRH-I localizadas en el bulbo olfativo, área preóptica, hipotálamo y rodeando el 

tercer ventrículo (Sherwood, N. M. y col., 1997), las neuronas GnRH-II cuyos 

somas se hallan en el cerebro medio (Lescheid, D. W. y col., 1997) y la región 

hipotalámica (Latimer, V. S. y col., 2000); y una tercera población de células 

GnRH-érgicas en el área preóptica dorsal, el septum y la amígdala, cuya forma 

molecular de GnRH aún no ha sido caracterizada (Quanbeck, C. y col., 1997). 
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DISTRIBUCIÓN DE VARIANTES DE GnRH EN TEJIDOS PERIFÉRICOS. 

Desde su descubrimiento, la expresión de GnRH en cerebro ha sido 

ampliamente estudiada en diversos vertebrados, sin embargo, el estudio de la 

presencia en tejidos periféricos no se abarcó profundamente hasta la década del 

´90.  

Se ha encontrado una amplia distribución de GnRH-I en tejidos periféricos del 

pez teleósteo H. burtoni, donde se observó presencia del ARNm en corazón, 

hígado, bazo, riñón y testículo (White, R. B. y Fernald, R. D., 1998). 

Tanto en rata como en humano, se detectó presencia de ARNm de GnRH-I en 

linfocitos periféricos y en células del bazo (Azad, N. y col., 1991; Azad, N. y col., 

1993a; Wilson, T. M. y col., 1995). Mediante la técnica de trascripción reversa 

seguida por amplificación en cadena de la polimerasa (RT-PCR) el ARNm de 

GnRH-I fue detectado en diversos tejidos periféricos humanos, como ser hígado, 

corazón, músculo esquelético, riñón y placenta (Kakar, S. S. y Jennes, L., 1995). 

Más aún, la expresión de GnRH-I ha sido reportada en testículo de primates y 

rata (Dong, K. W. y col., 1996), próstata de rata (Azad, N. y col., 1993b) y en 

ovario, tanto humano (Azad, N. y col., 1993b; Peng, C. y col., 1994) como de rata 

(Sorianello, E. M. y col., 2005). Al respecto, péptidos de GnRH ováricos han sido 

implicados en el control de la función ovárica, tanto en tejidos normales como 

patológicos (Aten, R. F. y col., 1987; Bhasin, S. y col., 1983; Chamson-Reig, A. y 

col., 1999; Chamson-Reig, A. y col., 2003; Kang, S. K. y col., 2003; Siler-Khodr, 

T. M. y Khodr, G. S., 1979). Mas aún, recientemente, se ha demostrado la 

presencia de GnRH-II junto con la de GnRH-I en diferentes modelos de células 

ováricas humanas (Choi, K. C. y col., 2001; Kang, S. K. y col., 2001).  
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La importancia del sistema GnRHérgico en la función ovárica es ampliamente 

conocida, incluyendo efectos en la secreción esteroidea, en procesos de muerte 

celular programada, de proliferación y de diferenciación celular (Chamson-Reig, 

A. y col., 1999; Chamson-Reig, A. y col., 2003; Kang, S. K. y col., 2000; Kang, S. 

K. y col., 2003; Sorianello, E. M. y col., 2005).  

Sorprendentemente, la expresión del ARNm de GnRH-II en tejidos periféricos de 

humano es mayor que en el cerebro (White, R. B. y col., 1998). De los 50 tejidos 

estudiados, los niveles de expresión en el riñón fueron unas 30 veces mayores 

que en cualquier región del sistema nervioso central. Estos autores también 

encontraron expresión del mRNA de GnRH-II en próstata y médula ósea.  

Como mencionamos anteriormente, en ciertos peces se ha identificado una 

tercera forma molecular de GnRH (GnRH-III) con distribución en SNC y tejidos 

periféricos, en particular las gónadas (Grober, M. S. y col., 1995).  

Estas evidencias nos dan idea de un complejo sistema, o más bien conjunto de 

sistemas de GnRH tanto dentro como fuera del SNC, cuyas funciones aún 

permanecen inciertas. Para lograr vislumbrar el papel que juegan las múltiples 

variantes de GnRH dentro de un determinado órgano, requerimos conocer la 

distribución y entender la función de sus sitios específicos de acción, los 

receptores.   

 

RECEPTORES DE GnRH. 

El cDNA que codifica para el receptor de GnRH, hoy conocido como tipo-I 

(GnRHR tipo-I), fue inicialmente caracterizado en ratón (Tsutsumi, M. y col., 

1992) y su funcionalidad se determinó al expresarlo en oocito de rana (Xenopus 

laevis) (Reinhart, J. y col., 1992). A partir de entonces secuencias homólogas 
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han sido descriptas en diferentes especies de mamíferos (Stojilkovic, S. S. y col., 

1994b). 

Junto con el creciente conocimiento de múltiples variantes de GnRH en una 

misma especie, se desarrolló el concepto de distintos tipos de receptores de 

GnRH. El primer estudio completo acerca de distintos tipos de GnRHR fue 

llevado a cabo en pez dorado (Carassius auratus) (Illing, N. y col., 1999). Estos 

receptores mostraron diferentes características farmacológicas y diferente 

distribución tisular. Desde entonces se estableció la presencia de múltiples tipos 

de GnRHR en diversas especies de vertebrados no-mamíferos: dos tipos de 

GnRHR en pez zebra (Danio rerio) (Troskie, B. y col., 1998), rana africana 

(Xenopus laevis) (Troskie, B. E. y col., 2000), pez medaka (Oryzias latipes) 

(Okubo, K. y col., 2001) y tres tipos de GnRHR en rana toro (Rana catesbiana) 

(Wang, L. y col., 2001). Por otro lado, dentro de los mamíferos, se encontraron 

dos tipos de GnRHR en primates y cerdos (Millar, R. y col., 2001; Neill, J. D. y 

col., 2001; Neill, J. D. y col., 2004). Más aún, en ovejas, gatos y cerdos existen 

evidencias de transcriptos que codifican para un GnRHR tipo-II no funcional de 7 

pasos trans-membrana (Neill, J. D. y col., 2004). 
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Figura 3. Disposición topográfica de la secuencia de aminoácidos del GnRHR 

tipo-I de humano y del GnRHR tipo-II de mono rhesus, ambos se muestran como 

receptores de estructura de 7 pasos trans-membrana, acoplados a proteínas G. 

Notar la ausencia del extremo COOH terminal del GnRHR tipo-I.      

 

Receptor de GnRH tipo-I.  

El receptor de GnRH tipo-I de ratón es una proteína integral de membrana de 

327 aminoácidos que contiene siete dominios transmembrana (7TM) putativos. 

En parte, este receptor transmite hacia el interior de la célula las señales 

extracelulares que recibe mediante el acople a proteínas-G heterotrimáricas. 

Esto lo convierte en miembro del mayor grupo de receptores de membrana 7TM-

GPCR (receptores de 7 dominios transmembrana acoplados a proteína-G) 

(Sealfon, S. C. y col., 1997). Generalmente el dominio amino-terminal de estos 

receptores es extracelular y participa en el reconocimiento y unión al ligando, 

mientras que el dominio carboxi-terminal es intracelular y modula la unión con las 

proteínas efectoras, la propagación de las señales e interviene en el proceso de 
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desensibilización. Sin embargo, el GnRHR tipo-I es único entre los GPCR dado 

que carece del dominio carboxi-terminal citoplasmático y posee un relativamente 

pequeño tercer rizo intracelular (Reinhart, J. y col., 1992). En particular, estas 

regiones están involucradas en los procesos de internalización y 

desensibilización en los otros GPCR, mediados por fosforilación en residuos de 

serina y treonina dentro de dichas zonas. Estas características del GnRHR tipo-I 

podrían darle una relevancia funcional relacionada con el desarrollo de 

estrategias reproductivas en los mamíferos. 

El GnRHR tipo-I fue originalmente identificado exclusivamente en gonadotropos 

adenohipofisarios. Sin embargo, posteriormente la expresión de dicho receptor 

ha sido detectada en diversos tejidos, como ser testículo, ovario, placenta, 

mama, próstata, células endometriales, e incluso en hipotálamo (Botte, M. C. y 

col., 1998; Chatzaki, E. y col., 1996; Dondi, D. y col., 1994; Kakar, S. S. y col., 

1994; Seong, J. Y. y col., 1998; Wolfahrt, S. y col., 1998).   

La participación de las proteínas-G en la señalalización intracelular del GnRHR 

tipo-I ha sido estudiada extensivamente (Cheng, K. W. y Leung, P. C. K., 2000; 

Kraus, S. y col., 2001). Dependiendo del tipo celular, se ha observado un 

acoplamiento diferencial a distintas proteinas-G. Así en la línea celular αT3-1, 

derivada de hipófisis, una estimulación con GnRH desencadena la activación de 

las proteínas Gq y/o G11 (Shah – Mol Pharmacol 1994; 46: 1), las cuales a su vez 

estimulan a la fosfolipasa C (PLC) (Naor, Z., 1990). Una vez activada, la PLC 

cataliza el recambio de fosfo-inosítidos de membrana, produciendo el aumento 

de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), el cuál interviene en la movilización de calcio 

(Ca2+) de depósitos intracelulares y la producción de diacil-glicerol (DAG), que es 

el activador endógeno de varias isoformas de PKC. Este mecanismo también ha 
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sido descrito en cultivos de células ováricas normales (Chamson-Reig, A. y col., 

1999). 

Sin embargo, en otros tipos celulares el GnRHR tipo-I puede acoplarse a otras 

proteínas G, en particular Gi y Gs, las cuales inhiben o estimulan 

respectivamente a la adenilato ciclasa (AC), enzima responsable de producir el 

nucleótido cíclico de adenosina monofosfato (AMPc) (Chamson-Reig, A. y col., 

2003; Delahaye, R. y col., 1997; Limonta, P. y col., 1999). 

 

Receptor de GnRH tipo-II.  

A la fecha, se han clonado y secuenciado, receptores de GnRH tipo-II en varias 

especies de vertebrados (Neill, J. D. y col., 2004). Estos receptores también 

pertenecen al grupo de proteínas con 7TM acoplados a proteínas G y, a 

diferencia del GnRHR tipo-I, poseen la típica cadena de aminoácidos en su 

extremo carboxi-terminal ubicada dentro del citoplasma (Tensen, C. y col., 1997). 

El GnRHR tipo-II, al igual que el receptor tipo-I, se acopla a una proteína Gqα, 

regulando así la producción intracelular de inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3) y la 

movilización de Ca2+ de los depósitos intracelulares (Tensen, C. y col., 1997).  

La existencia de GnRH-II en humanos, junto con la expresión de GnRHR tipo-II 

en vertebrados no mamíferos, ha llevado a la búsqueda del GnRHR tipo-II en 

humanos. De este modo, J. D. Neill y colaboradores, utilizando la secuencia del 

GnRHR tipo-II de peces como sonda, hallaron una secuencia símil GnRHR 

localizada en el cromosoma 1 (Neill, J. D. y col., 2001). La misma, presentó un 

40% de identidad con el GnRHR tipo-I de humanos y una identidad aún mayor 
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(58%) con el GnRHR tipo-II de peces, con lo cual fue propuesto como el GnRHR 

tipo-II de humanos.    

En base a esta secuencia y partiendo de cDNA de pituitaria de mono rhesus y de 

una línea celular de riñón de mono verde, se clonó y secuenció el GnRHR tipo-II 

en estos primates (Neill, J. D. y col., 2001).  

La secuencia aminoacídica obtenida reveló una típica proteína de 7TM acoplada 

a proteínas G de 379 aminoácidos. Contrariamente al clásico GnRHR tipo-I de 

mamíferos, dicho receptor posee la cola citoplasmática en el extremo carboxi-

terminal de igual manera que el receptor tipo-II de peces. Este GnRHR tipo-II de 

monos posee una mayor identidad con el receptor tipo II de no-mamíferos (55%) 

que con el receptor tipo-I de mamíferos.  

A su vez el laboratorio de R. P. Millar obtuvo resultados similares en mono tití, 

confirmando la presencia de un GnRHR tipo-II en mamíferos (Millar, R. y col., 

2001). 

Resultados de actividad biológica fueron obtenidos transfectando el cDNA de 

estos receptores en células heterólogas y midiendo la producción de IP3. Se 

observó que GnRH-II presentaba actividad a dosis nanomolares, demostrando la 

funcionalidad de este receptor. En contraste, GnRH-I presentó aproximadamente 

unas 400 veces menor actividad  que GnRH-II, mostrando la especificidad del 

receptor tipo-II por su ligando.  

Se realizó un mapeo de la localización del GnRHR tipo-II en una batería de 21 

tejidos humanos diferentes, utilizando una ribo-sonda contra los pasos III-VII 

trans-membrana de dicho receptor. Estos autores, observaron que se 

encontraba expresado de manera ubicua en todos los tejidos estudiados (Neill, J. 

D. y col., 2001). Sin embargo, el análisis de la secuencia nucleotídica de este 
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supuesto GnRHR tipo-II reveló la presencia de un codón de finalización 

prematuro, el cual generaría un receptor con 5TM. Cabe destacar que existe un 

receptor de quemoquinas funcional con 5TM (Ling, K. y col., 1999). De este 

modo queda planteada la posible existencia de un GnRHR tipo-II funcional en 

humanos con 5TM. A este respecto Pawson y colaboradores, en un reciente 

trabajo plantean que este resabio del GnRHR tipo-II con 5TM modularía la 

respuesta disparada por GnRH-II mediante su interacción con el GnRHR tipo-I 

(Pawson, A. J. y col., 2005).    

 

ANÁLOGOS DE GnRH. 

Dada la gran implicancia que presenta GnRH en la clínica, en las últimas 

décadas se ha enfocado un gran interés en la determinación de la relación 

estructura-actividad de este decapéptido. A la fecha se han desarrollado cientos 

de análogos de GnRH, ya sean agonistas o antagonistas. Aquí nos centraremos 

en los análogos que utilizaremos en este trabajo.  

 

- Cetrorelix: es un antagonista comercial de GnRH-I.  

Ac-D-Nal-D-Cpa-D-Pal-Ser-Tyr- D-Cit-Leu-Arg-Pro-D -Ala-NH2 

El Cetrorelix se une al GnRHR tipo-I, pero sin disparar la respuesta de este 

receptor. De esta manera, el Cetrorelix compite con GnRH-I, bloqueando su 

respuesta de manera dosis dependiente y en forma reversible.    
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Receptores de GnRH. 

 GnRHR tipo-II (mono tití) GnRHR tipo-I (humano)

UNION   

GnRH-II 1.0 0.1 

GnRH-I 0.02 1.0 

GnRH-III 0.1 0.1 

135-18 Agonista Total Antagonista Total 

ACOPLAMIENTO   

Gq/11 + + 

Ca2+ + + 

PKC + + 

ERK + (transitoria) + (prolongada) 

p38 + + 

JNK - + 

c-Src - + 

Internalización del Receptor Rápida Lenta 

Desensibilización del Receptor Rápida Lenta 

 

Tabla 2. Selectividad de ligandos y señalización del GnRHR tipo-I (humanos) y 

del GnRHR tipo-II (mono tití) expresados en ovocitos de Xenopus. 
 

 

- 135-18: Este es un compuesto sintetizado por el Dr. Roger Roeske 

(Universidad de Indiana, Indianápolis, EEUU).  

Ac-D-Nal-4Cl–Phe–D-Pal-Ser–Ile–D-Lys(iPr)–Leu–Lys(iPr)–Pro– Ala-NH2 

Este análogo es un antagonista del GnRHR tipo-I, el cuál no presenta efecto en 

células transfectadas con este receptor y logra inhibir la estimulación de IP3 

disparada por GnRH-I. Por otro lado, este compuesto posee efectos de agonista 

del GnRHR tipo-II, dado que es capaz de incrementar de manera dosis 
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dependiente los niveles de IP3 en células transfectadas con el GnRHR tipo-II 

(Millar, R. y col., 2001; Sun, Y. M. y col., 2001).  

 

ACTIVIDAD DE GnRH. 

Aparte de su conocida función como estimulador de la liberación de 

gonadotrofinas, GnRH también posee diversas funciones en los vertebrados. Las 

mismas incluyen su participación en la modulación neuroendocrina (ej. liberación 

de GH en ciertos peces), parácrina (ej. en placenta y gónadas), autócrina 

(neuronas GnRH, células del sistema inmune, células de cancer de mama y 

próstata) y de neurotransmisor/neuromodulador (ej. ganglio simpático y 

mesencéfalo) tanto en sistema nervioso central como periférico (Emons, G. y 

Schally, A. V., 1994; Millar, R. P. y col., 1987; Millar, R. P. y King, J. A., 1987) 

(Hsueh, A. J. y Schaeffer, J. M., 1985; Hsueh, A. J. W. y Jones, P. B. C., 1981; 

Jennes, L. y Conn, P. M., 1994; Sherwood, N. M. y col., 1997). 

El descubrimiento de varias isoformas de GnRH en tejido nervioso de tunicados 

y su papel en la activación gonadal (Adams, B. A. y col., 2003; Powell, J. F. y 

col., 1996) sugiere que la regulación directa de las gónadas fue una función 

adquirida tempranamente en la escala evolutiva, mientras que el papel 

neuroendócrino que posee regulando la función gonadotrófica fue adquirido 

posteriormente. De este modo, la presencia de GnRH y sus receptores en 

gónadas de varias especies de vertebrados, incluyendo mamíferos, puede ser 

reflejo de esta función temprana. Originalmente pudo ocurrir que los péptidos de 

GnRH hayan estado involucrados en la comunicación celular durante la 

reproducción celular de organismos tanto unicelulares como multicelulares. 

Posteriormente, estos péptidos fueron expresados en células nerviosas, en las 
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cuales regulan la función reproductiva traduciendo señales internas y externas, 

primitivamente actuando directamente sobre las células germinales y 

subsecuentemente actuando sobre las células gonadotropas hipofisarias. Así 

mismo, otra función desarrollada por GnRH en peces consiste en la 

sensibilización del neuro-epitelio olfativo a feromonas y la activación de neuronas 

en el sistema nervioso central y la regulación del comportamiento sexual. 

Si bien GnRH ha evolucionado como regulador a diferentes niveles del sistema 

reproductivo (hipotálamo, gónadas, mama, útero, placenta), también se observa 

una considerable plasticidad en el papel que posee GnRH como regulador en 

tejidos no reproductivos (adrenal, áreas extra-hipotalámicas del cerebro, sistema 

inmune, retina, páncreas) (Hsueh, A. J. y Schaeffer, J. M., 1985; Millar, R. P. y 

col., 1987; Millar, R. P., 2005). Se han descrito tanto sitios de unión a GnRH 

como efectos antiproliferativos de análogos de GnRH en tejidos reproductivos 

tanto normales como tumorales y en sus respectivas líneas celulares (Conn, P. 

M. y Crowley, W. F., Jr., 1994; Emons, G. y Schally, A. V., 1994; Sorianello, E. 

M. y col., 2005).  

Llamativamente, las características de los sitios de unión, la señalización y los 

efectos farmacológicos de los análogos de GnRH no estarían en concordancia 

con las características de GnRHR tipo-I y serían similares con las del receptor 

tipo II (Emons, G. y Schally, A. V., 1994). En particular, experimentos realizados 

en células de carcinomas ováricos humanos (EFO-21 y OVCAR-3) donde 

bloqueaban la expresión del GnRHR tipo-I, demostraron que los efectos 

antiproliferativos de GnRH-I (y análogos) fueron suprimidos, mientras que GnRH-

II y antagonistas de GnRH-I continuaron presentando actividad antiproliferativa 

(Grundker, C. y Emons, G., 2003).    
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 Sin embargo no se ha podido obtener, hasta la fecha, una secuencia completa 

del GnRHR tipo-II en humano, chimpancé, vaca, caballo, oveja, rata o ratón, 

pero sí en mono tití, mono verde, macaco y cerdo (Morgan, K. y col., 2003). 

Con respecto a GnRH-II, su ubicuidad entre los vertebrados (desde peces óseos 

hasta humanos) presenta una completa conservación estructural por más de 500 

millones de años que sugiere una importante función para este decapéptido, 

donde su amplia distribución en sistema nervioso central y periférico insinúa una 

participación de GnRH-II como neurotransmisor y/o neuromodulador. Pocos 

estudios se han realizado al respecto; el más representativo de ellos demuestra 

que GnRH-II induce una inhibición de corrientes M en ganglio simpático de rana, 

lo cual sensibiliza a las neuronas para una posterior despolarización (Jones, S. 

W., 1987). Posteriormente, se demostró que este efecto de GnRH-II en ganglio 

simpático de anfibios es mediado por un GnRHR tipo-II (Troskie, B. y col., 1997). 

Desde que se postuló un papel de GnRH en la modulación de la conducta sexual 

(Moss, R. L., 1979; Muske, L. E., 1993) y desde que GnRH-II se localizó en 

áreas cerebrales asociadas con el comportamiento reproductivo, varios grupos 

de investigación comenzaron a buscar conexiones entre GnRH-II y la conducta 

sexual. Así, se demostró que tanto GnRH-II como un análogo del mismo, son 

potentes estimuladores del comportamiento reproductivo en palomas y en 

gorriones (Maney, D. L. y col., 1997; Rissman, E. F., 1996). Por otro lado, se 

observó que en musarañas sometidas a dieta restringida, GnRH-II es capaz de 

estimular el comportamiento reproductivo, mientras que GnRH-I no posee este 

efecto (Temple, J. L. y col., 2003). Resultados similares fueron posteriormente 

demostrados en ratón (Kauffman, A. S. y Rissman, E. F., 2004) y en mono tití 

(Barnett, D. K. y col., 2005).  
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GnRH EN RATA. 

Si bien en rata se ha propuesto la existencia de otras variantes de GnRH,  no se 

ha demostrado otro sistema de GnRH que no sea el clásico compuesto por en 

decapéptido GnRH-I (Adelman, J. P. y col., 1986) y su correspondiente GnRHR 

tipo-I (Kaiser, U. B. y col., 1992). 

 

Sistema de  GnRH-I en rata. 

El sistema nervioso central elabora una señal (la secreción pulsátil de GnRH) la 

cual regula la función gonadotrófica. Esta señal se construye luego de la 

integración de múltiples informaciones que alcanzan el SNC. Algunas de ellas 

provienen del eje reproductor, y otras del medio interno o externo. La neurona 

productora de GnRH integra esta información y responde con la liberación 

pulsátil de esta neurohormona. 

Embriológicamente las neuronas GnRH provienen de la placoda olfatoria. Por 

migración centrípeta a través del nervio olfatorio, alrededor de 500-1000 

neuronas GnRH terminan localizadas en el hipotálamo, en el área preóptica-

supraquiasmática y en el hipotálamo medio basal, en un centro funcional 

oscilador, y proyectan sus axones hacia la eminencia media (Libertun, C., 1995). 

Allí es liberado el decapéptido en los capilares del sistema portal hipotálamo-

hipofisario, actuando luego sobre las células gonadotropas de la adenohipófisis. 

El GnRH es liberado como rápidos y masivos incrementos, separados por 

períodos silenciosos y, en menos de 5 minutos, el péptido desaparece de la 

sangre portal hipofisaria. 
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En contraste con otras neuronas hipotalámicas secretoras de péptidos, las 

neuronas de GnRH no forman núcleos bien definidos. Si bien las neuronas 

GnRH-érgicas tienen pulsatilidad intrínseca, el patrón pulsátil de secreción de 

GnRH, sugiere la existencia de una red de conexiones que permite sincronizar 

dichas neuronas (Stojilkovic, S. S. y col., 1994a). Surgió así el concepto de un 

oscilador o generador de pulsos ubicado en el hipotálamo responsable de la 

liberación pulsátil y sincrónica de GnRH de las terminales nerviosas de neuronas 

decapeptidérgicas. 

En general se observa que el generador de pulsos es sensible a los niveles de 

estrógenos circulantes. Existen muchos sistemas neuronales involucrados en la 

regulación de GnRH: noradrenalina, péptidos opiáceos, neuropéptido Y, 

serotonina, dopamina y GABA entre otros. Las neuronas decapeptidérgicas 

presentan también receptores para GnRH, permitiendo un mecanismo de 

retroalimentación ultracorto.  

Además, estos sistemas neuronales están interrelacionados y la secreción de 

GnRH es modulada por los niveles de estrógenos y progesterona circulantes.  

Es así, que la reproducción en mamíferos, tanto en machos como en hembras, 

depende críticamente de unos centenares de neuronas que integran numerosas 

señales (endócrinas, autócrinas y neurales) y producen una secreción apropiada 

de GnRH. 

La naturaleza pulsátil de la secreción de GnRH es esencial para mantener las 

gonadotrofinas en sus niveles normales. Se ha descrito que la secreción de LH 

es pulsátil con una frecuencia menor a una hora (Fox, S. R. y Smith, M. S., 1985; 

Gay, V. L. y col., 1970). Cada pulso de LH es la respuesta a un pulso de GnRH 

que llega a la adenohipófisis (Levine, J. E. y Ramirez, V. D., 1982).  
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En el hipotálamo existe una regulación estrogénica por retroalimentación 

negativa, sin embargo, esta retroalimentación se torna positiva para la liberación 

pulsátil de GnRH durante el período pre-ovulatorio, induciendo así el incremento 

en la liberación hipofisaria de LH.  

A nivel hipofisario, también se ejercen las retroalimentaciones negativa y positiva 

de los estrógenos. El estradiol, retroactuando negativamente reduce la respuesta 

al GnRH, disminuyendo la cantidad de LH secretada ante cada pulso de GnRH. 

Está aceptado que el esteroide ovárico más potente para la inhibición de LH es 

el estrógeno, puesto que los niveles de gonadotrofinas son semejantes en la 

fase folicular, cuando la progesterona está prácticamente ausente, y en la fase 

lútea, cuando su concentración es máxima. 

El inicio del pico preovulatorio de gonadotrofinas se encuentra precedido por un 

incremento en los niveles de estradiol circulantes (retroalimentación positiva) 

originado por los folículos. Para que el efecto inhibitorio del estradiol pase a ser 

estimulatorio sobre el gonadotropo, es necesario que sus niveles sobrepasen un 

determinado umbral y se mantengan elevados por cierto tiempo; en rata, se 

describió un umbral de 50 pg/ml, con una duración mínima de 8 a 12 horas para 

lograr la retroalimentación positiva por estradiol. La retroalimentación positiva se 

ejerce induciendo una mayor sensibilidad al GnRH de la glándula hipofisaria, a 

través de un aumento en la síntesis de LH y también del número de receptores 

para GnRH. El aumento de GnRH (por retroalimentación positiva de los 

estrógenos) induce a nivel del gonadotropo un aumento de sus propios 

receptores (upregulation), además de estimular tanto la síntesis de LH y FSH, 

como su secreción de la reserva intracelular. Se ha postulado que ciertos 

gestágenos podrían estar actuando a este nivel, facilitando la liberación de 
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gonadotrofinas inducida por GnRH en la mitad del ciclo. Luego del pico de LH y 

FSH se produce una caída abrupta de los niveles de receptores hipofisarios de 

GnRH, por internalización de receptores. 

A nivel ovárico, los crecientes niveles de estrógenos secretados por los folículos 

en desarrollo, actuando a nivel hipotalámico e hipofisario, inducen el pico de 

gonadotrofinas, promoviendo la ovulación y la consecuente formación del cuerpo 

lúteo. En la fase lútea, e incluso durante la preñez, la progesterona en presencia 

de estrógenos altos es el freno más potente del generador de pulsos de GnRH, 

inhibiendo la secreción de gonadotrofinas. 

 

Péptidos de GnRH propuestos en rata. 

Si bien, como mencionamos anteriormente, en rata el sistema de GnRH-I ha sido 

ampliamente estudiado, se han publicado pocos trabajos abarcando el estudio 

de la presencia de un sistema diferente de GnRH.  

En 1998, Chen y col., en un trabajo donde demuestran la presencia de GnRH-II 

en cerebro de humanos, muestran un gráfico de HPLC/RIA de GnRH en cerebro 

de rata donde obtienen una fracción con inmunoreactividad a GnRH-II en la 

posición donde eluye el péptido estándar de GnRH-II (Chen, A. y col., 1998). 

Posteriormente, el mismo grupo de trabajo sugiere mediante ensayos de 

inmunohistoquímica la presencia de sGnRH en cortes de cerebro de rata 

(Yahalom, D. y col., 1999). Por otro lado en 1997 el grupo del Dr. McCann, 

propone a lGnRH-III como un potente agente selectivo para la liberación de FSH 

y no de LH (Yu, W. H. y col., 1997). Ese mismo grupo, años mas tarde, mediante 

estudios de inmunohistoquímica, muestran inmunorreactividad en hipotálamo de 

rata luego de incubar con un antisuero diseñado contra lGnRH-III (Dees, W. L. y 
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col., 1999). Por último, en el año 2000 Gao y col., utilizando un anticuerpo con 

especificidad para gpGnRH demuestran por RIA la presencia de esta variante de 

GnRH en extractos hipotalámicos de rata (Gao, C. Q. y col., 2000). De este 

modo, cada uno de estos trabajos propone, mediante métodos indirectos, la 

presencia de distintos GnRHs sin aportar evidencias contundentes, dejando 

abierta la controversia acerca de las variantes de GnRH presentes en este 

modelo.  

 

RELEVANCIA. 

Se ha elegido trabajar en rata como modelo experimental dado que es un 

modelo ampliamente utilizado en investigación neuroendocrinológica y 

reproductiva en el cual, a la fecha, no se reportó fehacientemente la presencia 

de otra isoforma de GnRH diferente de GnRH-I.   

Dado el papel central que juega GnRH en el orquestamiento de la maduración y 

función del sistema reproductivo, ya sea a nivel hipotálamo-hipofisario como a 

nivel gonadal, el objetivo final de estos estudios contribuye a incrementar el 

conocimiento y comprensión de la regulación neuroendocrina de dicho sistema. 

Esto resulta de fundamental importancia si tenemos en cuenta que una gran 

variedad de análogos sintéticos de GnRH son empleados farmacológicamente 

para el tratamiento de diversas patologías, ver tabla 3. A este respecto el estudio 

de una relación “estructura molecular/mecanismo de acción/actividad fisiológica” 

de los diferentes péptidos de GnRH presentes en un organismo podría abrir las 

puertas a futuras terapéuticas más eficientes en cuanto a efectos no deseados 

que presentan análogos químicos utilizados en la clínica.  
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Aplicaciones Clínicas de GnRH y sus Análogos 

GnRH en forma Pulsátil (estimulación)  
 Infertilidad 
 Criptorquidia 
 Pubertad retrasada 
Agonistas y Antagonistas (inhibición)  
 Anticoncepción 
 Patologías hormono-dependientes: 
         Cáncer prostático 
         Hipertrofia prostática benigna 
         Cáncer de mama 
         Endometriosis 
         Fibroma uterino 
         Sindrome premenstrual 
         Hirsutismo 
         Pubertad precoz 
         Porfiria intermitente aguda 
         Infertilidad 

 

Tabla 3. Aplicaciones de GnRH y sus análogos (agonistas y antagonistas) en la 

clínica. Se muestran tanto sus usos de manera aguda y en forma pulsátil 

(estimuladora), como sus usos cuando se administra de manera crónica 

sostenida (inhibidora). 
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OBJETIVOS GENERALES. 

 

 

 

 Incrementar el conocimiento acerca de los diferentes sistemas 

de GnRH presentes en rata. 

 

 Determinar el papel que juegan en la regulación del eje 

reproductivo los distintos péptidos de GnRH postulados en rata. 

 

 Estudiar la presencia y función de diferentes receptores de 

GnRH en rata. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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MODELOS ANIMALES. 

En todos los experimentos que conforman esta tesis se emplearon ratas de la 

especie Rattus norvegicus de la cepa Sprague Dawley, Holtzman, del Instituto de 

Biología y Medicina Experimental. Los animales se mantuvieron en el bioterio en 

condiciones controladas de temperatura (22 oC) y con un fotoperíodo de 12 

horas (las luces se encienden a las 7.00 y se apagan a las 19.00 horas), 

recibiendo alimento balanceado y agua ad libitum. Todos los procedimientos 

empleados en esta Tesis fueron diseñados y realizados de acuerdo a los 

protocolos para uso de animales de la Comisión de Bioética del Instituto de 

Biología y Medicina Experimental, los cuales fueron aprobados por el National 

Institute of Health de Estados Unidos. 

 

Identificación de variantes de GnRH en rata.    

En los primeros experimentos de RP-HPLC que realizamos para estudiar las 

variantes de GnRH empleamos tejidos de 50 ratas adultas de ambos sexos. 

Concretamente, los animales fueron sacrificados por decapitación, obtuvimos el 

cerebro y disecamos el hipotálamo (limitado anteriormente por el quiasma óptico, 

lateralmente por las fisuras hipotalámicas, cudalmente por los cuerpos 

mamilares y en profundidad por el surco subtalámico, e incluyendo al área 

preóptica-supraquiasmática). Ambos tejidos, hipotálamo y cerebro remanente, 

fueron almacenados a -70 oC y posteriormente empleados para preparar los 

extractos peptídicos que luego serán sometidos a RP-HPLC y posterior RIA.  
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Caracterización de estructura primaria de la fracción 15 aislada por RP-

HPLC e identificación de variantes de GnRH en fracción 21.  

Para realizar la purificación del péptido contenido en la fracción correspondiente 

a lGnRH-III/hypGnRH empleamos 731 cerebros de rata de diferentes edades y 

sexo (1.096 gramos). Los cerebros fueron extraídos e inmediatamente 

congelados a -70 oC hasta realizar la extracción peptídica.  Parte de este 

extracto también fue utilizado para el estudio de la presencia de gpGnRH en 

cerebro de rata.  

 

Estudio de la presencia de GnRH-II. 

Para estudiar la presencia de GnRH-II, hemos usado tejidos de 50 ratas 

hembras adultas. Obtuvimos, bulbo olfatorio, hipotálamo, cerebro remanente (sin 

bulbos olfatorios ni hipotálamo) y adenohipófisis.  

 

Animales empleados para cultivos de celulas de hipófisis e incubaciones 

de hemihipófisis. 

Para cultivos de células hipofisarias se emplearon ratas machos adultos y 

hembras de 12 días de edad, dado que las mismas poseen gonadotropos con 

una alta sensibilidad y respuesta a GnRH (Lacau-Mengido, I. M. y col., 1993). 

Para las incubaciones de hemihipófisis empleamos machos adultos. 

 

Modelo animal empleado para obtener células ováricas super-ovuladas. 

Para obtener células de ovario super-ovulado (SPO), se utilizaron ratas de 23-25 

días de edad (prepúberes) SPO mediante el tratamiento con inyección 
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intraperitoneal de 25 UI PMSG (Novormon, Syntex, Buenos Aires) y 48 horas 

más tarde inyección intraperitoneal de 25 UI hCG (Endocorion, Elea, Buenos 

Aires). Las células ováricas se obtuvieron para cultivo 5 días después de la 

inyección con hCG; obteniendo así, luego del tratamiento, células ováricas 

altamente luteinizadas. 

 

DROGAS Y ANÁLOGOS DE GnRH. 

Los péptidos GnRH-I y GnRH-II fueron adquiridos de Bachem (EEUU); el 

Cetrorelix fue una donación de Serono, Buenos Aires; el compuesto 135-18 fue 

gentilmente provisto por el Dr. Roger Roeske, Department of Biochemistry and 

Molecular Biology, Indiana University (EEUU). Los péptidos sintéticos lGnRH-III, 

[hyp9]GnRH, sGnRH y gpGnRH fueron obtenidos de Peninsula Laboratories 

(EEUU). 

 

EXTRACCIÓN PEPTÍDICA PARA HPLC. 

El material congelado fue tratado según se detalla a continuación (figura 4): cada 

tejido fue homogeneizado en acetona:HCl (100:3 v/v) con 5 ml de solvente por 

gramo de tejido, mantenido en agitación constante durante 3 horas a 4 oC y 

posteriormente filtrado en papel Whatman No 1. El material no soluble fue re-

extraído en acetona:HCl (80:20 v/v) durante 5 minutos con agitación constante y 

filtrado en las mismas condiciones. Ambos extractos fueron combinados y 

tratados con éter de petróleo (intervalo de destilación 35-60 oC), con el objeto de 

remover la acetona, los lípidos y otras sustancias hidrofóbicas. Se recuperó la 

fase acuosa y  se volvió a extraer con éter de petróleo, este paso se repitió otras 
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3 veces. Finalmente los extractos fueron liofilizados y resuspendidos en buffer 

fosfato 0,05 M, pH 7,4. Los extractos fueron centrifugados a 3.000 rpm y el 

sobrenadante fue filtrado por membrana de nitrato de celulosa con poro de 0,45 

µm (Millipore), quedando así en condiciones adecuadas para su análisis por 

HPLC.     

 

Figura 4. Esquema del protocolo de extracción peptídica para posterior análisis 

por RP-HPLC/RIA. 

 

CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA PERFORMANCE EN FASE REVERSA 

(RP-HPLC). 

Se contó con un instrumento para HPLC Beckman, equipado con una bomba 

Beckman, Módulo 125, un loop inyector de 1 ml Rheodyne y una columna 

Ultrasphere C18 (250 mm x 4.6 mm I.D., 5 µm tamaño de partícula) de Beckman. 

Tejido Pulverizado en N2 líquido Homogenato en Acetona-HCl 1N 
(100:1) 

3hs en agitación a 4°C 

   filtrar 

Extracción Eter de         
petróleo 

Insoluble: reextraer en 
Acetona-HCl 0,01N (80:20). 
Mezclar 5min a 4°C y filtrar 

X 5 

  filtrar 

HPLC (colectar fracciones cada 1min) 
Fase A: TEAF 0,25M pH6,5 
Fase B: ACN 

Evaluar c/fracción x RIA 
GnRH 
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La corrida fue seguida mediante lectura de absorbancia a 280 nm utilizando un 

detector UV Beckman, Módulo 166.  

El software empleado para controlar el perfil de elusión de las bombas fue el 

System Gold (Beckman). Todos los experimentos se realizaron a temperatura 

ambiente. 

 

Sistema de HPLC No 1. 

La fase móvil consistió en diferentes proporciones de acetonitrilo (ACN) en una 

solución de trietilamina-ácido fórmico (TEAF) 0,25 M, pH 6,5. Las muestras 

fueron inyectadas en la columna y sometidas a un protocolo de elusión de 70 

minutos, recolectando fracciones de 1 ml durante toda la corrida. El programa de 

elusión fue iniciado con un flujo de 1 ml/min con un 17 % de ACN durante 10 

minutos en forma isocrática, posteriormente se incrementa de manera lineal 

durante 7 minutos hasta llegar a 24% de ACN y se mantiene en esta proporción 

durante el resto de la corrida. En estas condiciones primero eluyen los 

compuestos polares, quedando demorados los poco polares. 

Cada cromatografía del extracto de tejido fue precedida de una corrida blanco en 

la que se inyectó la misma fase móvil. Estas fracciones fueron colectadas y 

ensayadas por RIA para detectar posibles presencias de inmuno-reactividad a 

GnRH (ir-GnRH). Al término de cada ensayo con material biológico la columna 

fue lavada rigurosamente sucesivas veces hasta lograr una buena línea de base 

en la medición de absorción a 280 nm. 

Finalizada la cromatografía de los tejidos, se corrieron estándares sintéticos de 

los distintos GnRH´s (300 ng de cada uno) para determinar la posición de elusión 

de los mismos.     
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Purificación para secuenciación, otros sistemas de HPLC. 

Para la purificación de la fracción conteniendo el pico que co-eluye con los 

estándares de lGnRH-III/hypGnRH, los extractos cerebrales fueron sometidos a 

una serie de 10 cartuchos SepPak-C18 (Waters, EEUU) y eluídos con 0,5 % 

ácido trifuoroacético (TFA) (fase A) y 0,5 % TFA-80 % ACN (fase B), sistema 0. 

Se colectaron fracciones de 1 ml durante 60 minutos y se tomaron alícuotas de 5 

µl de cada fracción para su análisis por RIA. Las fracciones con ir-GnRH fueron 

juntadas, concentradas bajo vacío y sujetas a RP-HPLC bajo las condiciones 

descriptas para el sistema 1. Se colectaron las fracciones eluídas y se evaluó ir-

GnRH en una alícuota de 5 µl de cada fracción. Las fracciones detectadas por el 

RIA que corrieron en la posición de los estándares de lGnRH-III/hypGnRH fueron 

juntadas y concentradas.  Nuevamente se repitió el protocolo, realizándose un 

total de 5 pasos de purificación por diferentes sistemas de HPLC, los cuales se 

resumen el la tabla 4. 
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Paso Columna Fase Móvil1 Condiciones de elusión 

 Tipo  Tamaño
(cm) A B Inicial Final Tiempo2 

      %B %B (min) 
1 Supelco C18 0.45x25 0.25 M 

TEAF 
100%  17 17 10 

    (pH 6.5) ACN 17 24 7 
      24 24 43 
         
2 Supelco C18 0.45x25 0.13 M 

TEAP 
100%  17 17 10 

    (pH 2.5) ACN 17 24 7 
      24 24 43 
         
3 Supelco C18 0.45x25 0.05 M 

TFA 
80% ACN/ 5 5 5 

    (pH 2) 0.05% 
TFA 

5 20 10 

      20 50 30 
      50 100 10 
      100 100 15 
         
4 Vydac Diphenyl 0.45x25 0.05 M 

TFA 
80% ACN/ 5 5 5 

    (pH 2) 0.05% 
TFA 

5 20 10 

      20 50 30 
      50 100 10 
      100 100 15 

  

Tabla 4. Sistemas de HPLC empleados para el protocolo de purificación 

secuencial. Se indica, el tipo de columna empleada y el sistema de elución 

empleado. TEAF: Trietil amonio equilibrado con ácido fórmico, TEAP: Trietil 

amonio equilibrado con ácido fosfórico, ACN: acetonitrilo, TFA, ácido trifluoro 

acético. 1 Balance de las soluciones indicadas. 2 Tiempo requerido para obtener 

el porcentage final de la fase B en cada sub-paso del programa de elusión. 

 

DOSAJE  DE GnRH. 

Radio-iodinación de las isoformas de GnRH.  

Los GnRH fueron marcados con 125I (Na125I, NEZ033H New England Nuclear, 

EEUU) de acuerdo con el método descrito por Yu y colaboradores (Yu, K. L. y 

col., 1988). Brevemente, 1 mCi de Na125I en 10 µl de PBS 0,5 M pH 7,5 y 5 µl de 

cloramina-T en 10 µl de PBS 0,05 M fueron agregados a 10 µg del péptido 
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estándar (disuelto en 10 µl de ácido acético 0,1 M). Esta solución se mantuvo 

durante 60 segundos bajo agitación suave a temperatura ambiente. Transcurrido 

dicho período la reacción se frenó por dilución mediante el agregado de 200 µl 

de acetato de amonio 2 mM pH 4,5. Para separar el péptido marcado del iodo 

libre, se emplearon columnas (de intercambio iónico) de carboximetilcelulosa, 

preparadas y equilibradas en el laboratorio. El producto de la reacción se sembró 

inmediatamente en esta columna y se eluyó inicialmente con 15 ml  de acetato 

de amonio 2 mM. Se tomaron 5 fracciones del eluído conteniendo cada una 3 ml, 

en las que eluye el 125I libre. Luego se incrementó la fuerza iónica  eluyendo con 

acetato de amonio 100 mM pH 4,5 y recuperando fracciones de 1,5 ml. Las 

fracciones con marca que eluyen luego del pico del yodo libre son ensayadas 

para evaluar la pegada específica en un RIA. 

 

Protocolo de RIA de GnRH. 

El ensayo se realizó en 500 µl  de volumen final, se tomaron 100 µl de muestra 

por duplicado (provinientes de las fracciones eluídas del HPLC), 100 µl de 

anticuerpo y 100 µl de la hormona marcada (aproximadamente 10.000 cpm). 

Luego de incubar 24 horas a 4 oC se precipitaron las inmunoglogulinas mediante 

el agregado de 1,5 ml de etanol 100 %, se incubó durante 30 minutos a 4 oC y 

luego se centrifugó por 30 minutos a 3000 rpm y 4 oC, separando de este modo 

el complejo hormona-anticuerpo (precipitado) de la hormona libre 

(sobrenadante).    
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Sistemas de RIA heterólogos para GnRH. 

Se escogieron los anticuerpos PBL#49, PBL#45 y GF-6 por su alta reactividad 

cruzada con las distintas isoformas de GnRH.  Por otro lado, para evaluar la 

presencia de gpGnRH se emplearon los anticuerpos B-7 (alta reactividad para 

gpGnRH) y BLA-5 (baja reactividad para este péptido). 

 

a- Anticuerpo GF-6. Desarrollado por la Dra. N. M. Sherwood (University of 

British Columbia, Canadá) en conejos inyectados con sGnRH. El mismo fue 

utilizado en los ensayos a una dilución final de 1:25.000, empleando como 

trazador un péptido sintético de GnRH-I radio-iodinado. Las reactividades 

cruzadas de este anticuerpo fueron: GnRH-I 100%, gpGnRH 106%, [hyp9]GnRH 

79%, cGnRH-I 44%, GnRH-II 3.9%, lGnRH-III 0.4%, sGnRH 69% (Lescheid, D. 

W. y col., 1997). 

 

b- Anticuerpo PBL#49. Obtenido mediante una generosa donación del Dr. W. 

Vale (The Salk Institute, EEUU). El mismo fue utilizado a una dilución final de 

1:150.000 con sGnRH como trazador. Las reactividades cruzadas de este 

sistema fueron: GnRH-I 93%, lGnRH-I 2%, cGnRH-I 333%, GnRH-II 33%, 

sGnRH 100% (Montaner, A. D. y col., 1999). 

 

c- Anticuerpo PBL#45. Obtenido mediante una generosa donación del Dr. W. 

Vale (The Salk Institute, EEUU). El mismo fue utilizado a una dilución final de 

1:250.000 con sGnRH como trazador. Las reactividades cruzadas de este 

sistema fueron: GnRH-I 100%, lGnRH-I 24%, cGnRH-I 133%, GnRH-II 26%, 

sGnRH 100% (Montaner, A. D. y col., 1999). 
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d- Anticuerpo B-7. Desarrollado por la Dra. N. M. Sherwood (University of British 

Columbia, Canadá) en conejos inyectados con GnRH-I. El mismo fue utilizado a 

una dilución final de 1:50.000 con GnRH-I como trazador. Las reactividades 

cruzadas contra otras variantes fueron: GnRH-I 100%; gpGnRH 104%; 

[hyp9]GnRH 1,1%; cGnRH-I <0,1%; GnRH-II <0,1%; lGnRH-III <0,1%; sGnRH 

<0,1% (Lescheid, D. W. y col., 1997). 

 

e- Anticuerpo BLA-5. Desarrollado por la Dra. N. M. Sherwood (University of 

British Columbia, Canadá) en conejos inyectados con lGnRH-I. El mismo fue 

utilizado a una dilución final de 1:50.000 con GnRH-I como trazador. Las 

reactividades cruzadas contra otras variantes fueron: GnRH-I 100 %; lGnRH-I 

319 %; gpGnRH <0,01 %; cGnRH-I 39 %; GnRH-II 0.6 %; sGnRH 88 %.  

 

Sistemas de RIA homólogo, específicos para GnRH-I y GnRH-II. 

a- RIA de GnRH-I: Se empleó el anticuerpo HU-60 desarrollado contra GnRH-I, 

obtenido por una generosa donación del Dr. H. Urbanski (Urbanski, H. F. y col., 

1990). El mismo fue empleado en los ensayos a una dilución final de 1:100.000, 

con GnRH-I como trazador y estándar. Calculamos la reactividad de este 

sistema: GnRH-I 100 %; GnRH-II 5,5%.  

 

b- RIA de GnRH-II: Se empleó el antisuero acII6 desarrollado contra GnRH-II, 

cedido gentilmente por el Dr. K. Okuzawa. El mismo fue empleado en los 

ensayos a una dilución final de 1:100.000, con GnRH-II como trazador y 

estándar. Realizamos los cálculos de reactividad de este RIA: GnRH-II 100 %; 
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GnRH-I <0.05 %. 

 

BÚSQUEDA DE GnRH-II EN GENOMA DE RATA.  

Diseño de oligonucleótidos cebadores para PCR. 

Basándonos en las secuencias de ADNc de distintas especies de mamíferos 

publicadas en la base de datos GenBank decidimos alinearlas y buscar las 

regiones con mayor homología para diseñar oligonucleótidos cebadores para la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), con el objetivo de detectar la 

presencia de GnRH-II en rata. 

 Utilizamos las secuencias de GnRH-II de humano (homo sapiens, número de 

acceso AF036329), macaco (macaca mulata, número de acceso AF097356), 

musaraña del árbol (tupaia glis, número de acceso U63327) y musaraña 

hogareña (suncus murinus, número de acceso AF107315). Estas secuencias 

fueron alineadas empleando el algoritmo ClustalW de la herramienta MegAlign 

dentro del programa DNAStar. En base a esta alineación, diseñamos los 

siguientes oligonucleótidos dentro de las regiones más conservadas: 

 

  Luc1-F (2174-2191): 5´ cag cac tgg tcc cat ggc 3´ 

  Luc2-F (2186-2205): 5´ cat ggc tgg taY cct gga gg 3´ 

  Luc3-R (2475-2459): 5´ tgg tcY tgc cct ccY Mgg 3´ 

  Luc4-R (2426-2403): 5´ ctt ggg agg cYa tgR gYa gYc tgg 3´ 

 

Entre paréntesis se indican las posiciones de la primer y última base de cada 

oligo de acuerdo al gen de GnRH-II de humano (número de acceso AF03629). 
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Por otro lado, tomando en cuenta que el gen de GnRH-II se encuentra altamente 

conservado a lo largo de la evolución y que en su región 3´ no codificante posee 

solapado el gen de la proteína ribosomal S26 y que esta proteína está 

secuenciada en rata (número de acceso NM_001013206), decidimos diseñar un 

oligonucleótido cebador para ser utilizado en sentido reverso: 

 

  Luc5-Rgen (4104-4081): 5´ tcg ggc ctc gtg caa ttt ccc tcg 3´ 

 

Utilizando estos oligonucleótidos cebadores, probamos una serie de PCR´s 

anidadas partiendo de ADN genómico de rata como molde. 

 

Obtención de ADN de rata. 

El ADN se obtuvo de cerebro de rata de acuerdo al siguiente protocolo:  

Se homogeneizó el tejido al 10 % p/v en solución de lisis (100 mM Tris-HCl pH 

8,5; 5 mM EDTA pH 8; 200 mM NaCl; 0,2 % SDS). Digestión con proteinasa-K 

(100 µg/µl) por 2 horas a 55 oC. Se centrifugó 5 minutos a 12.000 rpm, se 

recuperó el sobrenadante y se le agregó 1 volumen de fenol-cloroformo-alcohol 

isoamílico. Se mezcló por 3 minutos y se agregó 1 volumen de TE (Tris-HCl 10 

mM; EDTA 1 mM; pH 8,0). Se separaron las fases por centrifugación, se 

recuperó la fase acuosa y se precipitó con 1 volumen de etanol absoluto por 30 

minutos a -70 oC. Se centrifugó por 10 minutos a 12.000 rpm y se descartó el 

sobrenadante. Se lavó el precipitado con etanol 70 %, se volvió a centrifugar y se 

dejó secando el precipitado, para luego resuspenderlo en 100 µl de TE. El ADN 

genómico fue cuantificado y utilizado como molde para las PCR. 
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Las PCR fueron llevadas a cabo en 25 µl de volumen final, conteniendo 2,5 U 

Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Argentina), 1 x buffer de reacción, 1 mM MgCl2, 

0,4 mM dNTP (Invitrogen, Argentina) y 1 µM de cada uno de los respectivos 

oligonucleótidos cebadores (BioSyn, EEUU). Las reacciones fueron llevadas  

acabo bajo las siguientes condiciones: desnaturalización a 94 oC por 30 

segundos, apareamiento a 50 oC para los oligos externos y 58 oC para los oligos 

internos por 30 segundos, extensión a 72 oC por 30 segundos, esta secuencia de 

pasos fue repetida 35 veces y seguida de un tiempo de elongación de 7 minutos 

a 72 oC. Los productos de amplificación fueron separados por electroforesis en 

gel de agarosa al 1,8 % y visualizados por tinción con Bromuro de Etidio (Sigma, 

Argentina). Las bandas elegidas fueron cortadas del gel y purificadas mediante 

la utilización del QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, EEUU) y clonadas 

directamente como productos de PCR dentro del vector pGEMV-T (Promega, 

EEUU) paras su secuenciado en el Instituto de Investigaciones Biotecnológicas 

de la Universidad Nacional de San Martín, Argentina. 

 

 

DETECCIÓN DE GnRH-I EN HIPÓFISIS DE RATA POR RT-PCR. 

Extracción del ARN total. 

Se extrajo ARN total de hipófisis e hipotálamo de rata mediante el método de 

isotiocianato de guanidinio/fenol-cloroformo utilizando el reactivo TRIZOL 

(Invitrogen, Argentina), siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

concentración del ARN fue cuantificada mediante determinación de absorbancia 
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a 260 nm en un espectrofotómetro. La pureza de los ácidos nucléicos obtenidos 

fue calculada mediante la relación de absorbancias 260/280 nm. La integridad 

del ARN obtenido fue evaluada mediante la visualización de los ARN 

ribosomales en un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes, luego de 

ser tratados con bromuro de etidio. El ARN obtenido fue guardado a -70 °C hasta 

su posterior utilización en reacciones de transcripción reversa para evaluar la 

presencia del ARNm de GnRH-I en estos tejidos. 

 

Reacción de transcripción reversa. 

Se emplearon 2 µg de ARN total en una retro-transcripción para obtener los 

correspondientes ADNc de los distintos tejidos. En estas reacciones empleamos: 

200 U transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen, Argentina), 0,025 µg/µl de oligo-

dT, 20 U de inhibidor de la ARN-asa Superase In (Ambión, EEUU), 10 mM DTT y 

0,5 M de una mezcla de los 4 deoxinucleósidos tri-fosfato, en un volumen final de 

20 µl. La mezcla se incubó a 42 °C durante 50 minutos seguidos por una 

incubación de 15 minutos a 70 °C para la inactivación de la enzima.    

 

PCR de GnRH-I. 

Los oligonucleótidos cebadores empleados para esta PCR fueron: 

GnRH de rata 

 forward:  5´ gcc gct gtt gtt ctg ttg act 3´    

  reverse:  5´ ttc ctc ttc aat cag acg ttc c 3´ 

Estos oligos fueron diseñados en base a la secuencia del GnRH-I de rata 

publicada en el GenBank (NM 012767). Los mismos se unen a secuencias 
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específicas ubicadas en el primer y tercer exón respectivamente, amplificando 

del ADNc un fragmento teórico de 234 pares de bases. 

Las PCR se realizaron partiendo del ADNc preparado previamente en un 

volumen de reacción final de 50µl, empleando 1 U Taq polimerasa (Invitrogen, 

Argentina), 4 mM MgCl2, 0,8 mM dNTP y 1 µM de cada oligonucleótido cebador. 

Se emplearon 36 ciclos de amplificación con un paso de desnaturalización a 94 

°C durante 1 minuto, uno de hibridación a 62 °C por 45 segundos, uno de 

elongación a 72 °C durante 1 minuto y una extensión final a 72 °C durante 10 

minutos.  

Los productos de las amplificaciones fueron sometidos a electroforesis en geles 

de agarosa, seguida por tinción con bromuro de etidio y análisis mediante un 

transiluminador de luz ultravioleta. La identidad de los productos de PCR fue 

corroborada mediante el clonado de los mismos y posterior secuenciación en el 

Instituto de Investigaciones Biotecnológicas del a Universidad Nacional de San 

Martín, Argentina. 

 

 

CARACTERIZACIÓN DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE PÉPTIDOS DE 

GnRH. 

Estos análisis fueron realizados en colaboración con el Dr. J. E. Rivier, Clyton 

Fundation Laboratories for Peptide Biology, The Salk Institute, La Jolla, EEUU. 

Se inyectó una alícuota del péptido purificado por RP-HPLC con la columna de 

di-fenilo en una columna microboro C18 usando TFA 0,05 % y ACN como fases 

de elusión. Las fracciones fueron colectadas y se analizó el espectro de masa 

mediante un analizador de tiempo de vuelo Bruker Reflex con un acelerador de 
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voltage de 31 kV y un reflectrón de voltaje de 30 kV (100 MHz). La muestra fue 

aplicada a una capa delgada de α-ciano-4-hidroxi-ácido cinámico, se dejó 

desecar y luego se enjuagó con agua para su análisis por secuenciado. 

Inicialmente se probó utilizando el 10 % de la muestra para la secuenciación. La 

falla de este intento de secuenciación reveló un extremo N-terminal bloqueado, 

como era de esperar para un péptido de la familia de GnRH. La secuenciación 

subsiguiente se realizó empleando el remanente de la muestra, el cuál se 

sometió a una digestión con piroglutamil amino-peptidasa y posteriormente se 

purificó por HPLC en columna de microboro. Este paso fue seguido por 

separación mediante RP-HPLC y análisis de la secuencia por “degradación 

Edman automatizada” en un secuenciador proteico PE-ABI Procise 494.  

 

CULTIVO DE CÉLULAS DE ADENOHIPÓFISIS. 

La técnica de cultivo de células de uso habitual en el laboratorio ha sido 

descripta previamente (Lux-Lantos, V. A. R. y col., 1992) y consiste 

brevemente en: extraer las pituitarias de los animales seleccionados y 

colocarlas en medio Krebs-Ringer-Bicarbonato, sin calcio ni magnesio. Las 

hipófisis cortadas en pequeños fragmentos se incuban en  0,2 % de tripsina 

durante 30 minutos. Luego de la adición de ADN-asa y del inhibidor de 

tripsina (LBI),  los fragmentos se disgregan haciéndolos pasar de 50 a 100 

veces por una pipeta Pasteur siliconizada. Las células se filtran a través de 

una malla fina de nylon (Nytex 160 µm), se centrifuga 10 minutos a 1000 rpm 

y se resuspenden en medio Dulbecco's Modified Eagle, suplementado con 10 

% de suero de caballo, 2,5 % de suero fetal de ternero, 1 % MEM 

aminoácidos no esenciales, antibiótico y antimicótico. Se siembran las células 
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en cámaras de cultivo estériles (Corning, Cluster 96), 50.000 células por 

pocillo. Luego de 4 días de incubación, las células son lavadas con medio D-

MEM-F12 libre de suero, conteniendo 0,1 % de seroalbúmina bovina (BSA).   

El día del experimento las células fueron incubadas durante 1 hora con los 

diferentes GnRH´s en un rango de concentraciones de 1.10-11 M a 1.10-7 M. 

Luego de una hora de incubación, el medio fue congelado a -20 oC hasta ser 

analizadas las concentraciones hormonales de LH y FSH por RIA. Los 

cultivos primarios se repitieron cuatro a cinco veces, cada grupo experimental 

consistió de 4 pocillos. Los resultados, expresados como ng/ml fueron 

analizados estadísticamente utilizando ANOVA para muestras apareadas. 

 

INCUBACIONES DE HEMI-HIPÓFISIS. 

Se sacrificaron machos adultos y se les extrajeron las hipófisis, descartándose 

las neurohipófisis. Las hipófisis fueron cortadas al medio separándose los dos 

lóbulos y se utilizó, de manera aleatoria, una mitad como control y la otra como 

experimental. Estas fueron preincubadas en 0,75 ml medio Krebs-Ringer-

CO3HNa durante una hora a 37 oC en atmósfera con 5 % CO2 con agitación. 

Luego de la preincubación, se cambió el medio y se incubó durante 3 horas con 

1.10-9 M a 1.10-5 M de GnRH-I, lGnRH-III o medio como control. Al cabo de las 3 

horas se congelaron los medios de incubación para la posterior determinación de 

los niveles de LH y FSH por RIA y se pesaron las hemi-hipófisis. Los valores 

hormonales fueron relativizados al peso de la hemi-hipófisis. Los experimentos 

se repitieron 3 veces. Los resultados se expresaron como ng/ml de medio/peso 

de hemi-hipófisis y analizaron por ANOVA para muestras apareadas. 
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CULTIVO DE CÉLULAS DE OVARIO SUPER-OVULADO  (SPO). 

Se obtuvieron células lúteas provenientes de ratas SPO según se ha descrito 

previamente por nuestro grupo de trabajo (Guerrero, H. E. y col., 1994; Lux-

Lantos, V. A. R. y col., 1995; Saragüeta, P. y col., 1989). El día de la obtención 

de células se sacrificaron los animales y se extrajeron rápidamente los ovarios 

SPO, colocándolos en placas de Petri estériles con 1 ml de medio DMEM-F12 

(1:1 v/v), con HEPES 10 mM (medio 1). Se liberaron los ovarios del oviducto y de 

la grasa circundante. Los tejidos se cortaron en secciones menores de 1 mm. La 

digestión enzimática se realizó en 1 ml/60 mg de tejido del medio 1 con 

colagenasa 0,1 %, BSA 0,1 % y DNAsa 0,008 %. Se incubaron los tejidos 

durante 15 minutos a 37 oC con atmósfera controlada. La suspensión obtenida 

fue filtrada a través de una malla de Nytex y centrifugada a 1000 rpm por 10 min. 

El precipitado se lavó dos veces con medio 1 y se resuspendió luego en DMEM-

F12 (1:1) con 10% suero fetal bobino, 2,2 g/l HCO3
-, 0,1 % BSA, pH 7,4 (medio 

2). Se sembraron aproximadamente 500.000 células por pocillo en 1 ml de medio 

2, en placas de 24 pocillos pre-tratadas con colágeno de cola de rata para una 

mejor adherencia de las células.  

 

RIA DE LH Y FSH. 

Estos ensayos fueron realizados mediante utilización de anticuerpos, estándares 

de hormona para radio-marcado y estándares de hormona para realizar curvas 

de desplazamiento obtenidos del Dr. A. F. Parlow mediante el Programa 

Nacional de Hormonas y Péptidos del Instituto Nacional para la Salud (NIH) de 

EEUU. 



 49

RIA de LH: Se utilizó el método desarrollado por el Dr. Niswender y 

colaboradores (Niswender, G. D. y col., 1968). La hormona trazadora fue en este 

caso NIDDK-rLH-I-9 purificada. Como primer anticuerpo se utilizó el antisuero 

NIDDK-Anti-Rat-LH-RIA-11. La dilución inicial fue de 1:196.000. Como 

preparación de referencia se utilizó LH purificada de hipófisis de rata (NIDDK-

Rat-LH-RP3), con un mínimo de contaminante de FSH y TSH. La curva patrón 

se extiende de 0,015 a 8 ng por tubo. La sensibilidad del ensayo fue de 0,6 

ng/ml, y los coeficientes de variación intra e inter ensayo fueron de 7,2 % y 11,4 

%, respectivamente. 

RIA de FSH: La hormona trazadora fue NIDDK-Rat-FSH-I-8. El primer antisuero 

fue obtenido en conejos contra FSH purificado de rata (NIDDK-Anti Rat FSH 

Serum-11), y la dilución inicial fue 1:30.000. El estándar de referencia fue FSH 

purificado de rata (NIDDK-Rat-FSH-RP2) con casi nula contaminación de LH y 

TSH. La curva patrón se extiende de 0,11 a 15 ng por tubo. La sensibilidad del 

ensayo fue de 1,5 ng/ml, y los coeficientes de variación intra e inter ensayo 

fueron de 8,0 % y 13,2 %, respectivamente. 

 

DETERMINACIÓN DE INOSITOLES TRI-FOSFATO. 

Los niveles de inositoles fosfato se midieron según la descripción de (Ascoli, M. y 

col., 1989), con mínimas modificaciones. Las células, hipofisarias o de ovarios 

SPO, fueron sembradas en cámaras multi-pocillos (p24) (750.000 células en 1 ml 

de DMEM-F12 (1:1) con 2,2 g/l HCO3
-, con 10 % de suero fetal bovino (medio 3) 

en cada pocillo) y colocadas en estufa a 37 oC y atmósfera controlada. Un día 

después del sembrado, se hicieron 2 lavados y se agregó 1 ml de medio 3 fresco 

conteniendo 4 µCi/ml [3H]myo-inositol (NEN, NET114R). Se guardó una alícuota 
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de este medio para medir las cuentas totales agregadas a cada pocillo. Las 

células fueron incubadas en ese medio por 48 horas. Antes del experimento se 

tomó una alícuota del medio para determinar las cuentas totales de [3H] no 

incorporado a las células y poder comparar la incorporación de myo-inositol en 

ambos tipos celulares por diferencia con las cuentas totales agregadas 

inicialmente. Las células se lavaron dos veces con medio 3 sin suero y se 

incubaron 15 minutos en presencia de 20 mM LiCl en medio 2. El LiCl se agregó 

para inhibir la degradación de los inositoles fosfato formados, dado que este 

compuesto inhibe las fosfatasas involucradas en este proceso (Ascoli, M. y col., 

1989). Se agregaron luego los correspondientes estímulos y NaF (10 mM) como 

control positivo y se incubaron otros 30 min. Finalizado el tiempo de incubación 

las cámaras se colocaron sobre hielo, se aspiró el medio de cultivo (el cuál se 

guardó para la posterior cuantificación de gonadotrofinas) y se reemplazó por 0,2 

ml de 0,5 N HClO4 frío para realizar la lisis las células. Las células se rasparon 

del fondo del pocillo con una escobilla de goma y se transfirieron a tubos de 

plástico. Se lavaron los pocillos con 0,3 ml de 0,5 N HClO4 frío, agregándose al 

extracto previo. Los extractos fueron centrifugados 10 minutos a 3.000 rpm, 0,4 

ml del sobrenadante se neutralizaron por el agregado de 0,2 ml de 0,72 M 

KOH/0,6 M HKCO3. Luego se volvieron a centrifugar 10 minutos a 3.000 rpm y 

se tomaron 500 µl del sobrenadante. Se agregaron 500 µl de 100 mM inositol y 

se ajustó el volumen a 5 ml con agua desionizada. Los precipitados de la primera 

centrifugación se conservaron para la determinación de DNA. Para separar los 

distintos inositoles-fosfato formados se sembró el volumen total de cada muestra 

en una columna de cromatografía de intercambio iónico Bio-Rad AG 1-X8 (200-

400 mesh, formate form). Las columnas fueron lavadas secuencialmente con 15 
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ml de 10 mM inositol (para eluir [3H]myo-inositol), 5 ml de 0,1 M ácido fórmico/0,2 

M formiato de amonio (para eluir IP1), 5 ml de 0,1 M ácido fórmico/0,4 M formiato 

de amonio (para eluir IP2), y 5 ml de 0,1 M ácido fórmico/1,0 M formiato de 

amonio (para eluir IP3). Una alícuota de 2 ml de cada eluído se mezcló con 6 ml 

del centelleante Optiphase “Hisafe” 3 (PerkinElmer, EEUU) y se cuantificó en un 

contador de centelleo líquido. Los experimentos se repitieron tres a cinco veces. 

 

MEDICIÓN DE NIVELES INTRACELULARES DE Ca2+. 

La medición de los niveles intracelulares de Ca2+ se realizó mediante lectura en 

un espectrofluorímetro (Jasco Corporation, Tokyo, Japón), en una suspensión 

de células obtenidas ese mismo día. Se empleó el fluoróforo quelante de Ca2+ 

FURA-2/AM (Sigma) como indicador de Ca2+ por poseer la capacidad de 

permear libremente dentro de las células, según ha sido demostrado 

previamente (Anderson, J. M. y col., 1987). El precipitado de células obtenido 

luego de los lavados con medio 1, fue resuspendido e incubado en solución 

salina tamponada (BSS: NaCl 127 mM, KCl 5 mM, KH2PO4 0,5 mM, NaHCO3 5 

mM, HEPES 10 mM, pH 7,5) en presencia del tetra-acetoximetilester de FURA-2 

(FURA-2/AM 2 µM), glucosa 10 mM, BSA 0,1 % y de bajas concentraciones de 

Ca2+ y Mg2+ (CaCl2 1,8 mM, MgCl2 2 mM) para prevenir la formación de 

agregados celulares que pueden interferir con la señal de fluorescencia. La 

incubación se realizó durante 45 minutos a 37 oC en un ambiente de 5 % CO2, 

permitiendo la incorporación a la célula de FURA-2/AM, y su posterior 

conversión en FURA-2, mediada por la actividad hidrolítica de esterasas 

endógenas. El FURA-2 es el indicador fluorescente, quedando atrapado en el 

citoplasma. Luego de la incubación, las células se lavaron 2 veces. En cada 



 52

oportunidad, la suspensión se centrifugó 10 min a 1000 rpm, se aspiró el 

sobrenadante y luego se resuspendió el precipitado en BSS (sin FURA-2/AM). 

Luego del último lavado, las células se llevaron a una concentración de 2.106 

cél/ml. Las condiciones de esterilidad se mantuvieron hasta la transferencia de 

las células (500 µl) a cubetas cilíndricas de vidrio (capacidad de la cubeta: 1 ml), 

que se colocaron en el porta cubetas del espectrofluorímetro provisto de 

agitador, termostato ajustado a 37 oC, y del accesorio CA-261 (para la medición 

de Ca2+ a dos longitudes de onda de excitación). Los niveles intracelulares de 

Ca2+ fueron registrados cada segundo a una longitud de onda de emisión de 505 

nm y a dos longitudes de onda de excitación que alternaban entre 340 y 380 nm. 

La estabilidad de la línea de base fue monitoreada durante los 2 minutos 

iniciales; posteriormente se administraron los correspondientes estímulos 

(concentrados 100 veces). Al final de cada corrida la preparación fue calibrada 

determinando la fluorescencia máxima (Rmax) inducida por Tritón X-100 0,1 % y 

la fluorescencia mínima (Rmin) en presencia del quelante de Ca2+ EGTA 5 mM (el 

pH se ajustó a > 8,3 con Tris-base 1mM). La [Ca2+]i se calculó de acuerdo con la 

ecuación: 

 [Ca2+]i = Kd . [(R - Rmin)/(Rmax - R)] . (Sf380 - Sb380),  

donde: Kd = 224 nM (Grynkiewicz, G. y col., 1985) 

 R = F340/F380 (cociente de intensidades de fluorescencia) 

 Rmax = fluorescencia máxima 

 Rmin = fluorescencia mínima 

 Sf380 = coeficiente de proporcionalidad del compuesto libre a 380nm. 

 Sb380 = coeficiente de proporcionalidad del compuesto unido a 380nm. 
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No hubo una reducción significativa de la señal del indicador durante el curso 

del experimento según el análisis de breves registros de la emisión de FURA-2 

en respuesta a una excitación con luz de 360 nm (longitud de onda a la cual la 

fluorescencia es independiente de [Ca2+]i) al comienzo y al fin del experimento. 

La intensidad de fluorescencia de FURA-2 se corrigió respecto a la 

autofluorescencia de las células (< 10 % de la fluorescencia de FURA-2 en 

células no estimuladas) y a la correspondiente al Tritón X-100 cuando fuere 

apropiado. Los gráficos resultantes fueron digitalizados y posteriormente 

vectorizados y cuantificados usando el programa Ungraph 2,0. Los valores 

obtenidos durante el primer minuto de cada corrida fueron considerados niveles 

basales. Se representa el aumento porcentual inducido por los distintos 

estímulos luego de normalizarlo respecto del promedio de los valores basales. 

Se repitieron los experimentos de tres a seis veces. 

 

ENSAYO DE PROLIFERACIÓN CELULAR. 

La viabilidad celular fue medida utilizando el Ensayo de Proliferación Celular No 

Radioactivo Cell Titer 96® (Promega Corporation, EEUU). Las células fueron 

obtenidas y cultivadas como se describió previamente. Se sembraron 50.000 

células por pocillo en una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 72 horas a 

37 oC en presencia de los estímulos correspondientes (luego de las primeras 24 

horas se realizó un cambio de medio y el agregado de los correspondientes 

estímulos; luego de las segundas 24 horas solamente se agregó un refuerzo de 

estímulo). Luego de dicho período, el medio de cultivo fue removido. Este medio 

fue guardado para la medición de progesterona en los cultivos SPO, o para la 

determinación de gonadotrofinas en células hipofisarias. Luego de recolectar el 
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medio, se agregaron 115 µl de medio de cultivo conteniendo 15 µl de la solución 

de sal de tetrazolium a cada pocillo. Se incubó durante 2 horas a 37 oC en 

oscuridad y luego se realizó el revelado durante una hora, mediante una 

reacción colorimétrica agregando 100 µl de la solución de solubilización-freno. El 

ensayo fue medido en un espectrofotómetro para placas a una longitud de onda 

de 580 nm. El número de células por pocillo ha sido calculado mediante 

interpolación en curvas estándares medidas con número de células  conocidos 

(12.500, 25.000, 50.000, 100.000 y 200.000 células). Los parámetros de la 

regresión linear fueron los siguientes: y = 2,79 *106 
* x – 0,0034097 (r2 = 0,9906). 

 

DETERMINACIÓN DE APOPTOSIS EN CÉLULAS SPO. 

Se evaluó el índice de apoptosis por la detección de oligo y mononucleosomas, 

en células en cultivo luego de los correspondientes tratamientos (Tang, X. y col., 

2002). Para esto utilizamos el método comercial Cell Death Detection ELISA 

(Roche, Argentina). Se cultivaron células SPO en placas de cultivo de 24 

pocillos. Se sembraron 200.000 células por pocillo, durante 6, 24 y 48 horas, sin 

realizar cambios de medio, y renovando los estímulos diariamente. Al cabo de 

dicho período, se levantaron las células, se lisaron empleando la solución 

suministrada por el fabricante y siguiendo las instrucciones provistas. Luego, los 

extractos nucleares se sembraron en la placa de ELISA conteniendo el 

anticuerpo anti-histona. Luego de 90 minutos de incubación a temperatura 

ambiente, los pocillos fueron lavados 3 veces con 250 µl de la solución 

proporcionada por el fabricante. Posteriormente, se incubaron las muestras 

(adosadas al anticuerpo anti-histona) con un segundo anticuerpo anti-ADN 

acoplado a peroxidasa durante 90 minutos a temperatura ambiente. Se 
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realizaron los lavados como se describió previamente y se incubó con el sustrato 

colorimétrico de la peroxidasa durante 15 minutos. Las placas fueron leídas en 

un contador de ELISA a 405 nm.  

 

RIA DE PROGESTERONA. 

a- Muestra. Se utilizó el medio celular, sometido a 48 horas de estimulación, en 

los ensayos de proliferación celular realizados en células de ovario SPO. Se 

tomaron 300 µl de medio de cultivo para el dosaje de progesterona y se 

agregaron 200 µl de buffer fosfato 0,075 M, pH 7,5 conteniendo 0,5 % (P/V) de 

gelatina (buffer fosfato gelatina). Los estándares se prepararon a partir de una 

solución de progesterona de 1 µg/ml (Sigma) en etanol, en un rango de 12,5 a 

6400 pg por tubo en 500 µl de buffer fosfato gelatina. 

 

b- Antisuero. Se agregaron 200 µl de antisuero (GDN 337) contra progesterona 

(gentilmente cedido por el Dr. G. D. Niswender, Colorado State University, 

Colorado, EEUU), a cada uno de los tubos conteniendo la curva y las muestras, 

disuelto en buffer fosfato gelatina en una dilución de 1:2400. 

 

c- Hormona radioactiva. La progesterona tritiada (New England Nuclear, EEUU) 

de una actividad específica de aproximadamente 100 Ci/mmol y una pureza 

radioquímica del 99 %, se agregó disuelta en buffer fosfato gelatina 

(aproximadamente 10.000 cpm/100 µl), a todos los tubos del ensayo. 

Las muestras y la curva, con el trazador y el anticuerpo, se incubaron 24 horas a 

4 oC. 
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d- Separación de la hormona libre del complejo hormona-anticuerpo: la 

separación se logró por el agregado de una suspensión de Carbón (0,5 %)- 

Dextrano (0,05 %) en buffer fosfato, recientemente preparada. Esta suspensión 

adsorbe la hormona libre. Se agregaron 200 µl, se agitó con vortex y se incubó 

10 minutos a 4 oC. Luego se centrifugó 10 minutos a 3.000 rpm. Finalmente, se 

tomaron 700 µl del sobrenadante (conteniendo el complejo hormona-anticuerpo) 

y se les agregó 2,1 ml de OptiPhase ´HiSafe 3´ (PerkinElmer Life Sciences). Se 

leyeron los viales en un contador de centelleo líquido. La sensibilidad del ensayo 

fue de 1,25 pg/ml, y los coeficientes de variación intra e inter ensayo fueron de 

7,5 % y 11,9 %, respectivamente. 
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CAPÍTULO I: Detección de variantes de GnRH. 

 

OBJETIVO. 

Estudiar la presencia de las diferentes variantes de GnRH postuladas en rata: 

GnRH-II, lGnRH-III, sGnRH y gpGnRH, en diferentes áreas del sistema nervioso 

central 

 

Para estudiar la presencia de diferentes formas de GnRH presentes en rata, 

realizaremos extractos peptídicos de diferentes tejidos y los someteremos a 

cromatografía líquida de alta performance HPLC. Las fracciones sometidas a  

cromatografía serán evaluadas mediante distintos sistemas de RIA para GnRH. 

 

RESULTADOS. 

Inicialmente realizamos extractos peptídicos de hipotálamos y cerebros 

remanentes (sin hipotálamo) de 50 ratas adultas. Los mismos fueron sometidos 

a un sistema de RP-HPLC y eluídos con una mezcla de proporciones variables 

de ACN/TEAF con un flujo de 1 ml/min. Colectamos fracciones de 1 ml y las 

evaluamos mediante un sistema heterólogo de RIA de GnRH, empleando un 

anticuerpo con alta reactividad cruzada para las diferentes variantes de GnRH. 

La figura 5 muestra los valores de GnRH detectados en hipotálamos de rata en 

cada una de las fracciones colectadas. Se observa un pequeño pico de GnRH en 

las fracciones 15-17, el cual concuerda con la posición de elusión de los 

estándares de lGnRH-III y de hypGnRH. Por otro lado, se puede apreciar un pico 

mayor de GnRH alrededor de las fracciones 20-22, concordante con la elusión 
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de los estándares de GnRH-I y de gpGnRH. En estos tejidos no se observó 

detección de sGnRH, siendo que el anticuerpo empleado (PBL #49) posee un 

100% de reactividad para esta variante. 

 

Figura 5. RP-HPLC de hipotálamo de rata. La figura muestra el perfil de elusión 

de las fracciones cromatografiadas (sistema 1, TEAF 0,25 M pH 6,5) y sometidas 

a RIA heterólogo de GnRH empleando el anticuerpo PBL#49. Las flechas en la 

parte superior representan las posiciones de elusión de los distintos estándares 

sintéticos de GnRH, fracción: 15, lGnRH-III y hypGnRH; 21, GnRH-I y gpGnRH; 

27, GnRH-II; 53, sGnRH.  

 

 

Al analizar el resto del cerebro (sin hipotálamo), figura 6, podemos observar que 

se destacan tres picos con inmunorreactividad para GnRH abarcando las 

fracciones 14-16, 21-23 y 26, correspondientes a los estándares de lGnRH-III/ 

hypGnRH, GnRH-I/gpGnRH y GnRH-II respectivamente. Dada la heterogeneidad 

de variantes reconocidas por el anticuerpo empleado, las fracciones 14-16 

podrían contener tanto lGnRH-III, hypGnRH, un producto de degradación de 
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GnRH-I, o bien una nueva variante de GnRH aún no descripta. Por otro lado, 

sumado al ya caracterizado GnRH-I, las fracciones 21-23 podrían también 

contener gpGnRH, el cuál quedaría enmascarado con GnRH-I en este sistema 

de RP-HPLC. Por último, dada la escasa inmunorreactividad detectada en la 

fracción 26, este supuesto pico con similitud a GnRH-II podría resultar de un 

artefacto de la técnica, o bien de GnRH-II, o de otra variante de GnRH no 

determinada.  

En estos experimentos tampoco logramos evidenciar la presencia de sGnRH, 

empleando este anticuerpo (con alta afinidad para esta isoforma).  

En base a estos resultados, decidimos profundizar en el estudio de la identidad 

de las moléculas comprendidas en cada uno de estos picos.     

 

Fracciones 14-16. 

Para dilucidar la identidad de la molécula comprendida en estas fracciones, 

decidimos colectar suficiente tejido para obtener la masa crítica del péptido 

requerida para su secuenciación. 

Partimos de 731 cerebros de rata, los cuales fueron procesados en conjunto y 

sometidos a diferentes pasos de purificación por RP-HPLC. Luego de cada paso 

de purificación, las fracciones colectadas fueron ensayadas mediante RIA de 

GnRH heterólogo empleando el anticuerpo PBL#49. En la figura 7, se muestra el 

perfil de inmunorreactividad a GnRH de las fracciones eluídas del primer paso de 

purificación por una serie de 10 cartuchos de C18 SepPak (sistema 0). 
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Figura 6. PR-HPLC de cerebro remanente (sin hipotálamo). La figura muestra el 

perfil de elusión de las fracciones cromatografiadas (sistema 1, TEAF 0,25 M pH 

6,5) y sometidas a RIA heterólogo de GnRH empleando el anticuerpo PBL#49. 

Las flechas en la parte superior representan las posiciones de elusión de los 

distintos estándares sintéticos de GnRH, fracción: 15, lGnRH-III y hypGnRH; 21, 

GnRH-I y gpGnRH; 27, GnRH-II; 53, sGnRH.  

 

 

Las fracciones 20 a 30 fueron juntadas, concentradas e inyectadas a una 

columna de C18 para cromatografiarlas por HPLC  empleando como fase móvil 

ACN/TEAF, en el segundo paso de purificación (sistema 1). Luego del análisis 

por RIA de GnRH de las fracciones eluídas observamos dos picos de GnRH 

principales, el primero de ellos eluye en la posición 14, correspondiente a la 

posición de los estándares de lGnRH-III y de hypGnRH; mientras que el segundo 

pico aparece en la fracciones  20-21, al igual que lo hacen los GnRH-I y gpGnRH 

sintéticos (figura 8). En estos experimentos no logramos detectar sGnRH ni 

GnRH-II. Tomamos la fracción 14, la concentramos y la sometimos a un nuevo 
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paso de purificación por HPLC empleando ACN/TEAP como fase móvil (sistema 

2). Este sistema separa la posición de elusión de los estándares de lGnRH-III y 

de hypGnRH (figura 9). Luego de cromatografiar y analizar los extractos por RIA, 

detectamos un único pico de reactividad a GnRH en la fracción 10, posición en la 

que eluye la hypGnRH sintética (mientras que lGnRH-III sintético eluyó en la 

posición 7). La fracción 10 fue concentrada y re-inyectada en la columna de 

HPLC para realizar el cuarto paso de purificación (sistema 3), empleando como 

fase móvil una mezcla de TFA y ACN. Como resultado se obtuvo un único pico 

en las fracciones 37-39 (figura 10). Dichas fracciones se concentraron y 

sometieron al cuarto paso de purificación, en columna de di-fenilo (sistema 4), 

que dio como resultado un único pico en posición 24-25 (figura 11). 

 

Figura 7. Cerebros de rata sometidos al primer paso de purificación. Fracciones 

eluídas de 10 cartuchos SepPak de C-18 (sistema 0, ACN/TFA) dispuestos en 

serie y sometidas a RIA heterólogo de GnRH empleando el anticuerpo PBL#45. 
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Figura 8.  Cerebros de rata sometidos al segundo paso de purificación. La figura 

muestra el perfil de elusión de las fracciones cromatografiadas (sistema 1, TEAF 

0,25 M pH 6,5) y sometidas a RIA heterólogo de GnRH empleando el anticuerpo 

PBL#45. Las flechas en la parte superior representan las posiciones de elusión 

de los distintos estándares sintéticos de GnRH, fracción: 15, lGnRH-III y 

hypGnRH; 21, GnRH-I y gpGnRH; 27, GnRH-II; 53, sGnRH.  

 

 

Figura 9. Cerebros de rata sometidos al tercer paso de purificación. La figura 

muestra el perfil de elusión de las fracciones cromatografiadas (sistema 2, TEAP 

0,25 M pH 2,5) y sometidas a RIA heterólogo de GnRH empleando el anticuerpo 

PBL#45. Las flechas en la parte superior representan las posiciones de elusión 

de los distintos estándares sintéticos de GnRH, fracción: 8, lGnRH-III; 10, 

hypGnRH; 15, GnRH-I; 18, GnRH-II; 23 gpGnRH.  
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Figura 10. Cerebros de rata sometidos al cuarto paso de purificación. La figura 

muestra el perfil de elusión de las fracciones cromatografiadas (sistema 3, 

ACN/TFA pH 2,0) y sometidas a RIA heterólogo de GnRH empleando el 

anticuerpo PBL#45.  

 

Figura 11. Cerebros de rata sometidos al quinto paso de purificación. La figura 

muestra el perfil de elusión de las fracciones cromatografiadas (sistema 4, 

columna de difenilo, ACN/TFA pH 2,0 ) y sometidas a RIA heterólogo de GnRH 

empleando el anticuerpo PBL#45.  
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Estas fracciones han sido liofilizadas y enviadas al grupo del Dr. Jean Rivier en 

The Salk Institute, La Jolla, USA, para la secuenciación y análisis de espectro de 

masa. 

Los primeros intentos para el análisis del péptido por análisis de la secuencia 

química fallaron debido a la presencia de un extremo amino bloqueado. Esta 

característica es compartida por todos los péptidos de GnRH conocidos, debido 

a la presencia del residuo piro-glutámico en dicho extremo. Por lo tanto se trató 

al péptido con la enzima piro-glutamil aminopeptidasa y luego se intentó 

nuevamente la secuenciación. La secuencia obtenida correspondió a hypGnRH:  

 

pGlu   +   His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-OHPro-Gly 

 

La masa molecular del péptido purificado fue determinada por espectoscopía de 

masa MALD y fue de 1196,3 Da, lo cual concuerda con el valor teórico para 

dicha secuencia, que es de 1196,57 Da, ver figura 12. Estos resultados, 

confirman la presencia de Hyp-GnRH en cerebro de rata y descartan la hipótesis 

propuesta por otros autores acerca de la presencia de lGnRH-III (Yu, W. H. y 

col., 1997).  

El mismo trabajo fue realizado empleando cerebro de hámster (Mesocritus 

auratus). Los resultados obtenidos de la secuenciación del pico que eluye en la 

posición correspondiente a los estándares de Hyp-GnRH/lGnRH-III confirmaron 

la presencia de la isoforma de hyp-GnRH también en este roedor.         
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Figura 12. Espectro negativo de masa (MALD) del péptido ir-hypGnRH aislado 

de la fracción 14. 

 

Fracciones 21-23. 

Extractos peptídicos de cerebro de rata fueron analizados mediante HPLC 

empleando como fase móvil ACN/TEAF y posterior RIA utilizando el anticuerpo 

PBL#45. Se observaron dos picos principales de inmunorreactividad a GnRH en 

las fracciones 15 (correspondiente a hypGnRH) y 20-21 (correspondiente a los 

péptidos sintéticos de GnRH-I y gpGnRH), ver figura 13. Con este anticuerpo, no 

encontramos evidencias del a presencia de sGnRH o de GnRH-II. 
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Figura 13. Sistema 1 de RP-HPLC de extractos de cerebro de rata. Perfil de 

elusión de las fracciones cromatografiadas (TEAF 0,25 M pH 6,5) y sometidas a 

RIA heterólogo de GnRH empleando el anticuerpo PBL#45. Las flechas en la 

parte superior representan las posiciones de elusión de los distintos estándares 

sintéticos de GnRH, fracción: 15, lGnRH-III y hypGnRH; 21, GnRH-I y gpGnRH; 

27, GnRH-II; 53, sGnRH.  

 

Con el objeto de determinar si en las fracciones 20-21 se encuentra gpGnRH 

solapado con GnRH-I, decidimos tomar estas fracciones, concentrarlas y 

someterlas a un nuevo sistema de HPLC empleando como fase móvil 

ACN/TEAP. En este sistema los estándares de GnRH-I y gpGnRH presentan 

diferentes tiempos de retención, fracciones 14 y 24 respectivamente. Las 

muestras colectadas luego de cromatografiar los extractos cerebrales, fueron 

sometidas a RIA con dos anticuerpos diferentes: 

- B-7, con alta reactividad para gpGnRH (104%) 

- BLA-6, con muy baja reactividad para gpGnRH (>0,01%)  

Los ensayos realizados con el anticuerpo B-7 mostraron dos picos de GnRH, el 

de menor tiempo de retención eluyó en la fracción 14 (GnRH-I) y el de mayor 

hidrofobicidad en la fracción 24, al igual que el estándar de gpGnRH (figura 14). 
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Al analizar estas mismas fracciones con el anticuerpo BLA-6, solamente 

observamos el primer pico en la fracción 14, correspondiente a GnRH-I (figura 

15). Estos resultados sugieren fuertemente la presencia de gpGnRH en cerebro 

de rata, mediante evidencias inmunológicas y cromatográficas.    

 

Figura 14. Sistema 2 de RP-HPLC de extractos de cerebro, revelados con un 

anticuerpo con alta afinidad para gpGnRH. Perfil de elusión de las fracciones 

cromatografiadas (TEAP 0,25 M pH 2,5) y sometidas a RIA de GnRH empleando 

el anticuerpo B-7. Las flechas en la parte superior representan las posiciones de 

elusión de los distintos estándares sintéticos de GnRH, fracción: 8, lGnRH-III; 10, 

hypGnRH; 15, GnRH-I; 18, GnRH-II; 24 gpGnRH.  
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Figura 15. Sistema 2 de RP-HPLC de extractos de cerebro, revelados con un 

anticuerpo sin afinidad para gpGnRH. Perfil de elusión de las fracciones 

cromatografiadas (TEAP 0,25 M pH 2,5) y sometidas a RIA de GnRH empleando 

el anticuerpo BLA-6. Las flechas en la parte superior representan las posiciones 

de elusión de los distintos estándares sintéticos de GnRH, fracción: 8, lGnRH-III; 

10, hypGnRH; 15, GnRH-I; 18, GnRH-II; 24 gpGnRH. Nótese la desaparición de 

inmunorreactividad en la fracción 24. 

 

Fracción 26. 

Para estudiar la posible presencia del evolutivamente conservado GnRH-II en 

tejidos de rata, desarrollamos y caracterizamos dos sistemas de RIA homólogos 

específicos para la detección de GnRH-I y GnRH-II respectivamente. Para el RIA 

de GnRH-I empleamos el anticuerpo HU-60 desarrollado contra GnRH-I y 

empleando GnRH-I como trazador y estándar. La reactividad obtenida con este 

sistema de RIA fue de: GnRH-I 100 %; GnRH-II 5,5%. Para el RIA de GnRH-II 

utilizamos el antisuero acII6 desarrollado contra GnRH-II, con GnRH-II como 

trazador y estándar. La reactividad del sistema fue de: GnRH-II 100 %; GnRH-I 

<0.05 %. La figura 16, muestra las curvas de desplazamiento de cada uno de los 
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sistemas de RIA (panel a: RIA GnRH-I, panel b: RIA GnRH-II). El RIA para 

GnRH-I presentó los siguientes valores de dosis-50: 16,0 ± 3,8 pg/100µl para 

GnRH-I y 288,8 ± 21,3 pg/100µl para GnRH-II, difiriendo estadísticamente ambos 

valores (n=3, p<0,001). Por otro lado, la dosis-50 del RIA de GnRH-II fue de 18.7 

± 0.34 pg/100µl para GnRH-II, mientras que GnRH-I no logró desplazar al 

trazador a ninguna de las dosis empleadas.  

Para caracterizar el sistema de HPLC/RIA a utilizar se inyectaron 300 ng de cada 

uno de los péptidos sintéticos (GnRH-I y GnRH-II), se cromatografiaron, se 

recolectaron las fracciones y se evaluó mediante ambos sistemas específicos de 

RIA. En estas condiciones observamos que GnRH-I eluye en la fracción 21, 

mientras que GnRH-II, de mayor hidrofobicidad, queda retenido para eluir en la 

fracción 27. 

Partiendo de 50 ratas hembras adultas, obtuvimos bulbo olfatorio, hipotálamo, 

cerebro remanente (sin bulbo olfatorio ni hipotálamo) e hipófisis. Posteriormente, 

realizamos los respectivos extractos peptídicos de cada uno de estos tejidos. 
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Figura 16. Desarrollo de dos sistemas de RIA específicos para GnRH-I y GnRH-

II. El gráfico muestra la media de tres experimentos independientes de: a) RIA de 

GnRH-I, los círculos azules muestran diluciones seriadas (1000 a 0,97 pg/100 µl) 

de GnRH-I frío desplazando al GnRH-I radio-iodinado. Mientras que los círculos 

anaranjados muestran diferentes concentraciones de GnRH-II sin marcar (1000 

a 0,97 pg/100 µl) desplazando al GnRH-I marcado (n=3, p<0,001). b) RIA de 

GnRH-II, los círculos anaranjados muestran diluciones seriadas (1000 a 0,97 

pg/100 µl) de GnRH-II frío desplazando al GnRH-II radio-iodinado. Los círculos 

azules representan las mismas concentraciones de GnRH-I que no logran 

desplazar al GnRH-II marcado (n=3).  
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- Bulbo olfatorio. 

Cuando evaluamos los extractos de bulbo olfatorio de rata, observamos que el 

RIA de GnRH-I detecta un mayor pico inmunorreactivo en la fracción 21, 

correspondiente a dicha isoforma de GnRH (figura 17, panel superior). Por otro 

lado, al evaluar las fracciones con el RIA de GnRH-II se detecta un pico con 

reactividad de GnRH-II en la fracción 27, indicando que la molécula detectada se 

comporta cromatográficamente como GnRH-II (figura 17, panel inferior). 

 

- Hipotálamo. 

Al evaluar extractos de hipotálamo de rata solo detectamos la presencia de 

GnRH-I en la fracción 21 y no observamos inmunorreactividad a GnRH-II cuando 

analizamos las fracciones con el RIA específico para esta variante, ver figura 18.  

 

- Cerebro remanente. 

Por otro lado, en la figura 19 se puede observar la presencia tanto de GnRH-I, 

como de GnRH-II luego de analizar las fracciones de los extractos de cerebro 

remanente por HPLC y posteriormente por los RIA respectivos.  

 

- Hipófisis anterior. 

En extractos de hipófisis anterior corroboramos la presencia del péptido de 

GnRH-I, observada en la fracción 21. Por otro lado detectamos una molécula con 

reactividad a GnRH-II, presente en la fracción 27. Siendo éste el primer trabajo 

aportando evidencias de un péptido ir-GnRH-II en hipófisis de mamíferos. 
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Figura 17. RP-HPLC de extractos de bulbo olfatorio. El panel superior muestra el 

perfil de elusión del extracto de bulbo olfatorio sometido a RIA de GnRH-I. El 

panel inferior representa el perfil de elusión de las fracciones colectadas 

sometidas a RIA de GnRH-II. Las flechas en la parte superior de los paneles 

representan las respectivas posiciones de elusión de los estándares sintéticos de 

GnRH-I (f21) y GnRH-II (f27). 
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Figura 18. RP-HPLC de extractos de hipotálamo. El panel superior muestra el 

perfil de elusión de extractos de hipotálamo de rata sometidos a RIA de GnRH-I. 

El panel inferior representa el perfil de elusión de las fracciones colectadas 

sometidas a RIA de GnRH-II. Las flechas en la parte superior de los paneles 

representan las respectivas posiciones de elusión de los estándares sintéticos de 

GnRH-I (f21) y GnRH-II (f27). 
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Figura 19. RP-HPLC de extractos de cerebro remanente (sin bulbo olfatorio ni 

hipotálamo. El panel superior muestra el perfil de elusión de extractos de cerebro 

remanente sometidos a RIA de GnRH-I. El panel inferior representa el perfil de 

elusión de las fracciones colectadas sometidas a RIA de GnRH-II. Las flechas en 

la parte superior de los paneles representan las respectivas posiciones de 

elusión de los estándares sintéticos de GnRH-I (f21) y GnRH-II (f27). 
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 Figura 20. RP-HPLC de extractos de hipófisis anterior. El panel superior muestra 

el perfil de elusión de extractos de hipófisis anterior de rata sometidos a RIA de 

GnRH-I. El panel inferior representa el perfil de elusión de las fracciones 

colectadas sometidas a RIA de GnRH-II. Las flechas en la parte superior de los 

paneles representan las respectivas posiciones de elusión de los estándares 

sintéticos de GnRH-I (f21) y GnRH-II (f27). 
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- Caracterización inmunológica de la fracción 27. 

Para caracterizar inmunológicamente a la molécula contenida en la fracción 27, 

decidimos realizar ensayos de reactividad-cruzada para el RIA de GnRH-II. Para 

esto juntamos la fracción 27 de bulbo olfatorio, cerebro remanente e hipófisis. En 

estos estudios, observamos que diluciones seriadas de la fracción 27 desplazan 

a la hormona trazadora (GnRH-II marcado con 125I) de manera muy similar al 

GnRH-II sintético, ver figura 21. 

Figura 21. Curvas de reactividad cruzada para la fracción 27 en un RIA de 

GnRH-II. GnRH-II frío ha sido utilizado en concentraciones que van de 1000 

pg/100 µl a 0,97 pg/100 µl y la fracción 27 en diluciones seriadas. Los valores de 

regresión para GnRH-II fueron: ordenada  = 4.06, pendiente = -3.23, r² = 0.985 y 

para la f27: ordenada = 4.38, pendiente = -3.04, r² = 0.957.   

 

 

- Actividad biológica de la fracción 27. 

GnRH-II es capaz de estimular la liberación de LH y de FSH en cultivos primarios 

de células adenohipofisarias de ratas hembras de 12 días de edad (ver capítulo 
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2). Por lo tanto, decidimos probar la actividad biológica de la fracción 27. Para 

esto liofilizamos esta fracción y luego la resuspendimos a una concentración de 

10-7M, basándonos en los valores de las dosis obtenidas por RIA. Realizamos 

cultivos de células hipofisarias estimulamos dichas células por 60 minutos con 

medio control, GnRH-II (10-9, 10-10 y 10-11M), la fracción 27 (aproximadamente 

10-9, 10-10 y 10-11M) y con la fracción 35 (sin inmunoreactividad). En estos 

cultivos, la fracción 27 presenta actividad liberadora tanto de LH como de FSH 

de manera dosis dependiente al igual que GnRH-II, ver figura 22 (n=3, *p<0,01, 

**p<0.05 vs control).    

Con estos experimentos aportamos fuertes evidencias de la presencia de una 

molécula con similares características cromatográficas (HPLC), inmunológicas 

(RIA) y biológicas (liberación de LH y FSH hipofisario) a GnRH-II en bulbo 

olfatorio, cerebro remanente y pituitaria de rata. Por el contrario, esta molécula 

estaría ausente en hipotálamo. 
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Figura 22. Ensayo de actividad biológica de la fracción 27. Células de adeno-

hipófisis de hembras de 12 días fueron estimuladas durante 60 minutos con 

GnRH-II (10-9, 10-10 y 10-11M) y con la fracción 27 resuspendida 

aproximadamente a las concentraciones empleadas con GnRH-II. La f35 es una 

fracción eluída que no presentó inmunorreactividad a GnRH. Los resultados 

muestran la media de tres experimentos independientes, **p<0.01 vs control, 

*p<0,05 vs control.   
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- Búsqueda del gen de GnRH-II. 

Empleamos las secuencias de cDNA de distintas especies de mamíferos 

publicadas en la base de datos GenBank:  

- humano, homo sapiens, orden mamífero, número de acceso AF036329. 

-  macaco, macaca mulata, orden mamíferos, número de acceso AF097356. 

- musaraña del árbol, tupaia glis, orden scandentia, número de acceso 

U63327. 

- musaraña hogareña, suncus murinus, orden diptriodontia, número de 

acceso AF107315. 

Estas secuencias fueron alineadas y empleadas para diseñar los 

oligonucleótidos cebadores a utilizar en las PCR. 

Por otro lado, tomando en cuenta que el gen de GnRH-II se encuentra altamente 

conservado a lo largo de la evolución y que en su región 3´ no codificante posee 

solapado el gen de la proteína ribosomal S26 y que esta proteína está 

secuenciada en rata (número de acceso NM_001013206), decidimos diseñar un 

oligonucleótido cebador para ser utilizado en sentido reverso (S26-R). 

Utilizando estos oligonucleótidos cebadores, probamos una serie de PCR´s 

anidadas partiendo de ADN genómico de rata como molde. 

Las PCR realizadas con el oligonucleótido Luc1-F (forward) conjuntamente con 

cualquiera de los oligonucleótidos S26-R, Luc3-R ó Luc4-R (reverse) no lograron 

definir productos claros de amplificación. 
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Oligonucleótidos diseñados en base a secuencias de GnRH-II de mamíferos. 

Nombre Secuencia sentido Posición (gen 
GnRH-II humano) 

Luc1-F 5´ cag cac tgg tcc cat ggc 3´ Forward 2174-2191 

Luc2-F 5´ cat ggc tgg taY cct gga gg 3´ Forward 2186-2205 

Luc3-R 5´ tgg tcY tgc cct ccY Mgg 3´ Reverse 2475-2459 

Luc4-R 5´ ctt ggg agg cYa tgR gYa gYc tgg 3´ Reverse 2426-2403 

S26-R 5’ cga ggg aaa ttg cac gag gcc cga 3’ Reverse 4104-4081 

 

Tabla 5. Oligonucleótidos cebadores empleados para detectar el ARNm de 

GnRH-II. 

 

Sin embargo, al emplear los oligonucleótidos Luc2-F (forward) y S26-R (reverse) 

en una PCR, obtuvimos una serie de bandas bien definidas, correspondientes a 

diferentes productos amplificados (figura 23.a). Este producto de PCR fue 

posteriormente empleado como molde en una PCR anidada empleando los 

oligonucleótidos Luc2-F (forward) y Luc3-R (reverse) como cebadores. Las calles 

1 y 2 de la figura 23.b, muestran el análisis de los productos de esta PCR por 

electroforesis en geles de agarosa y tinción con bromuro de etidio. Aquí se 

observa una banda principal bien definida cuya longitud ronda los 300 pares de 

bases, según los marcadores de peso molecular empleados. Cabe destacar que 

el tamaño esperado para estos oligonucleótidos cebadores, en base a la 

secuencia del gen de GnRH-II de humano es de 289 pares de bases. 

Posteriormente, cortamos la banda de 300 pares de bases del gel de agarosa y 

la purificamos para emplearla como molde en una nueva PCR anidada 

(empleando los oligonuceótidos Luc2-F (forward) y Luc4-R (reverse) como 
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cebadores). De esta nueva PCR, obtuvimos como producto una única banda de 

aproximadamente 250 pares de bases, ver calles 4 y 5 de la figura 23.b. Nótese 

que el tamaño teórico esperado (en base a la secuencia de humano) de 240 

pares de bases.   

Esta banda de 250 pares de bases fue cortada del gel y purificada mediante la 

utilización del QIAquick Gel Extraction Kit, para su posterior clonado como 

productos de PCR dentro del vector pGEMV-T. Finalmente, este producto fue 

enviado a secuenciar a la Universidad de San Martín, Buenos Aires, Argentina.  

De los clones enviados, ninguna de las secuencias analizadas correspondió a 

una región con homología al gen de GnRH-II. Estos resultados sugieren la 

necesidad de diseñar nuevas estrategias de clonado para obtener la secuencia 

del gen de GnRH-II en rata.  

 

- Confirmación de GnRH-I en hipófisis anterior. 

Por último, quisimos corroborar la presencia de GnRH-I en hipófisis mediante 

RT-PCR. Para esto extrajimos ARN total de hipófisis y empleamos como control 

positivo ARN total de hipotálamo medio basal de rata. En la figura 24, se observa 

el producto de las RT-PCR para estos tejidos, la banda correspondiente fue 

obtenida de hipotálamo medio basal y de hipófisis. El tamaño de la misma 

coincidió con la longitud esperada para la amplificación de GnRH-I de rata con 

estos oligonucleótidos (243 pares de bases). Esta banda fue posteriormente 

purificada, clonada y enviada a secuenciar. La secuencia de la misma corroboró 

la presencia de GnRH-I en hipófisis de rata. 
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Figura 23. Productos de PCR obtenidos con los olidonucleótidos diseñados para 

GnRH-II. a) productos de PCR obtenidos, empleando ADN genómico de rata 

como molde y con los oligonucleótidos Luc2-F (forward) y S26-R (reverse); la 

última calle corresponde al control negativo de esta PCR. b) Calles 1 y 2: 

productos de PCR empleando como molde al producto de la PCR anterior y 

como cebadores a los oligonucleótidos Luc2-F (forward) y Luc3-R (reverse); la 

calle 3 muestra el control negativo de la reacción; las calles 4 y 5 muestran el 

producto de PCR obtenido al utilizar a la banda de 300 pares de bases purificada 

como molde y los oligonucleótidos Luc2-F (forward) y Luc4-R (reverse); la calle 6 

muestra el control negativo de la reacción.     

 

 

 

Figura 24. Productos de RT-PCR para GnRH-I obtenidos a partir de ARNm de 

hipófisis e hipotálamo medio basal de rata. Std: marcadores de peso molecular, 

C: control negativo de la reacción, HMB: hipotálamo medio basal, HF: hipófisis.  

Std  

300 pb →

200 pb →
← GnRH-I

C    HMB    HF     Std  

300 pb →

200 pb →
← GnRH-I← GnRH-I

C    HMB    HF     

 For + Rev2 For + Rev3 
a) b) 
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CAPÍTULO II: Actividad biológica de variantes de GnRH. 

 

OBJETIVO. 

Estudiar comparativamente la actividad que presentan en células hipofisarias 

cada una de las variantes de GnRH postuladas en rata. 

 

Para esto, se estudiará la liberación de LH y de FSH en distintos modelos de 

cultivos primarios de células de adenohipófisis.  

Como mencionamos, los receptores de GnRH están acoplados a proteínas Gq/11, 

la cuál una vez activada inicia la vía de señalización mediada por la fosfolipasa C 

(PLC), con producción de inositol tri-fosfato (IP3) y movilización de Ca2+ los 

depósitos intracelulares. Por lo tanto también se comparará la señalización 

intracelular que dispara cada una de estas variantes de GnRH, en cuanto a la 

movilización de Ca2+ intracelular disparada por estos decapéptidos. 

 

 

RESULTADOS. 

Determinación de actividad liberadora de gonadotrofinas de diversas 

variantes de GnRH. 

Se estudió comparativamente el efecto liberador de gonadotrofinas de GnRH-I, 

gpGnRH, GnRH-II y lGnRH-II, en células adenohipofisarias de rata macho 

adulto. Las células fueron sometidas a los respectivos estímulos durante una 
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hora y se determinó la actividad liberadora de gonadotrofinas mediante RIA de 

LH (figura 25) y FSH (figura 26). 

En este modelo de células hipofiarias, encontramos que tanto GnRH-I como 

GnRH-II poseen potencias similares. Ambas variantes indujeron un incremento 

en los valores basales de LH y FSH solamente a la mayor dosis ensayada (n = 5, 

p<0,05 vs respectivo control). Contrariamente, las variantes gpGnRH y lGnRH-III 

no lograron estimular la liberación de gonadotrofinas a ninguna de las dosis 

ensayadas en este modelo celular.  

 

Figura 25. Liberación de LH en cultivo de células adenohipofisarias de machos 

adultos (n = 5, p<0,05 vs control). 
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Figura 26. Liberación de FSH en células adenohipofisarias de machos adultos (n 

= 5, p<0,05 vs control).  

 

Dado que observamos una baja respuesta por parte de los GnRH empleados en 

cultivos de células hipofisarias de machos adultos, decidimos evaluar la 

respuesta de estas variantes en un modelo celular con mayor respuesta a GnRH 

como lo es el de cultivo de células hipofisarias de hembras de 12 días de edad. 

Los niveles basales de secreción de LH fueron significativamente mayores en 

células de hembras infantiles que en células de machos adultos: LH (ng/ml), 

4.21±0.85 (n=4) vs machos adultos: 1.08±0.12 (n=5), p<0.005. Mientras que la 

diferencia en los niveles basales de FSH fue menos marcada: FSH (ng/ml), 

hembras 15d: 1.30±0.18 (n=5) vs machos adultos: 0.82±0.12 (n=5) con una 

significancia marginal de p=0.056. 
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En estas células, tanto GnRH-I como GnRH-II estimularon la secreción de LH 

(figura 27) con igual potencia en forma concentración dependiente, siendo la 

concentración mínima efectiva 10-9M (n=4, p<0.01 y p<0.05, respectivamente). 

En estas mismas células las variantes gpGnRH y sGnRH sólo indujeron una 

respuesta significativa a la concentración mayor ensayada (1.10-7M) (n=4, 

p<0.05 y p<0.001, respectivamente) y en menor medida que la obtenida con 

GnRH-I ó GnRH-II (n=4, p<0.05), mientras que lGnRH-III no modificó los niveles 

de esta gonadotrofina. 

 

Figura 27. Liberación de LH en células adenohipofisarias de hembras de 12 días 

(n = 4, p<0,05 vs control).   
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Con respecto a FSH (figura 28), GnRH-I tuvo un efecto significativo 

concentración dependiente a partir de la menor concentración ensayada (1.10-

11M) (n=5, p<0.01), mientras que la variante GnRH-II, solamente incrementó los 

niveles de FSH a la dosis de 10-7M (n=5, p<0.01). Las variantes gpGnRH y 

sGnRH, nuevamente, sólo fueron efectivas a la mayor concentración ensayada 

(1.10-7M) (n=5, p<0.01y p<0.05, respectivamente) y con menor potencia que 

GnRH-I y GnRH-II (n=5, p<0.05). Por otro lado, lGnRH-III no indujo cambios en 

la secreción de FSH. 

Figura 28. Liberación de FSH en células adenohipofisarias de hembras de 12 

días (n = 4, p<0,05 vs control).  
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En ninguno de los estudios realizados se observó acción liberadora de LH o FSH 

por parte de lGnRH-III, este resultado es controversial con respecto a resultados 

de otros autores realizados en incubaciones de hemipituitaria (Yu, W. H. y col., 

1997). Debido a este resultado, decidimos evaluar la actividad liberadora de 

gonadotropinas de lGnRH-III en el mismo modelo de incubaciones de 

hemipituitarias. En estos experimentos, concentraciones de 10-7M de GnRH-I 

aumentaron significativamente la secreción de LH y de FSH en hemipituitarias 

incubadas in vitro (n=3, p<0.02), mientras que lGnRH-lll no modificó los niveles 

de gonadotrofinas en este sistema, ver figura 29.  

Por ultimo, estudiamos el efecto liberador de gonadotrofinas de hypGnRH en 

cultivos hipofisarios de hembras de 12 días. De manera similar a GnRH-I (n=4, 

p<0.01 a 10-9M y 10-7M), hypGnRH (n=4, p<0.05 a 10-7M) estimuló la liberación 

de LH en las células hipofisarias. Es importante notar que, si bien estas células 

son más sensibles a la estimulacón por GnRH-I que por hypGnRH, los máximos 

valores de liberación de LH obtenidos con ambas variantes no difieren entre sí 

(figura 30).  

 En el caso de FSH, solamente GnRH-I mostró una respuesta significativa (n=4, 

p<0.05 a 10-7M). Mientras que hypGnRH no logró producir un efecto significativo 

en el aumento de FSH. Sin embargo, se puede apreciar una tendencia de 

hypGnRH a aumentar la liberación de FSH a la mayor dosis probada (figura 30).  
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Figura 29. Liberación de gonadotrofinas en incubaciones de hemi-hipófisis de 

machos adultos. Los valores están representados como el % estimulado 

respecto de la hemi-hipófisis control la cual fue tomada como 100 % (n = 3, 

p<0,02). 
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Figura 30. Actividad de hypGnRH en la liberación de gonadotrofinas, en cultivo 

de células adenohipofisarias de hembras de 12 días (n = 4, p<0,05 vs control).  
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Estudio comparativo de la respuesta intracelular disparada por variantes 

de GnRH. 

Para estudiar los efectos de las variantes de GnRH sobre segundos mensajeros, 

evaluamos la movilización del ión calcio de los depósitos intracelulares en 

células adenohipofisarias en suspensión. 

 

- a. Caracterización de la respuesta de Ca2+. 

En primera instancia caracterizamos la respuesta de este segundo mensajero a 

diferentes dosis de GnRH-I. En la figura 31 podemos observar la respuesta de 

estas células con concentraciones de 10-11M (panel superior izquierdo), 10-9M 

(panel superior derecho) y 10-7M (panel inferior) de GnRH-I. A la menor dosis se 

observa un incremento, de aproximadamente un 140 %, en los niveles de Ca2+ 

respecto de los valores basales. Esta respuesta presenta un patrón de meseta, 

sin evidenciar una fase temprana en forma de espiga. Al evaluar los efectos de 

GnRH-I a 10-9M, detectamos un incremento cercano al 160 % con respecto a los 

valores basales, el cual comienza a sugerir una primera fase de respuesta en 

forma de espiga, seguida de una segunda fase en forma de meseta. Por último, 

al evaluar la dosis más potente ensayada (10-7M), observamos una clara fase 

temprana en forma de espiga, la cual alcanza valores cercanos al 175 % 

respecto de la línea de base. Esta espiga es seguida de una posterior fase del 

tipo meseta, similar a la observada para las otras dosis.  
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Figura 31. Niveles intracelulares de Ca2+ movilizados por acción de GnRH-I, 

medidos en suspención de células adenohipofisarias obtenidas de hembras de 

12 días. El GnRH-I ha sido empleado a dosis de 10-11, 10-9 y 10-7 M. Los valores 

están representados como porcentaje de la fluorescencia detectada a cada 

instante respecto de un promedio de los valores medidos durante 1 minuto 

previo a la estimulación (n = 4-6). 

 

- b. Liberación de Ca2+ intracelular por diferentes variantes de GnRH. 

Realizamos un estudio comparativo de las variantes de GnRH postuladas en rata 

en cuanto a sus efectos sobre este segundo mensajero. En la figura 32, 

mostramos corridas representativas de las respuestas de Ca2+ intracelular para 

estas variantes de GnRH empleadas a 10-9M. En el panel superior podemos 

observar que tanto GnRH-I como GnRH-II poseen respuestas muy similares con 

una clara fase temprana en forma de espiga, la cual llega hasta 
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aproximadamente un 155 %, seguida de una respuesta de tipo meseta. Por el 

contrario lGnRH-III no presenta la fase temprana de espiga y posee una fase 

meseta que se encuentra por debajo de las mesetas de GnRH-I y GnRH-II. En el 

panel inferior de la figura 32, mostramos las respuestas de sGnRH y gpGnRH 

comparadas con la de GnRH-I (10-9M). Tanto sGnRH como gpGnRH, no 

evidencian una fase temprana del tipo de espiga, aunque sí presentan la 

posterior meseta. 

Posteriormente, comparamos dosis mayores (10-7M) de estas variantes (figura 

33). En el panel superior, mostramos que tanto GnRH-I como GnRH-II, 

nuevamente, poseen respuestas muy similares con una marcada fase temprana 

en forma de espiga, la cual llega hasta aproximadamente un 190 % del basal, 

seguida de una respuesta de tipo meseta. En contraste, lGnRH-III no posee la 

fase de espiga y muestra una fase meseta. En el panel inferior de la figura 33, 

comparamos el efecto de las variantes gpGnRH y sGnRH con el de GnRH-I. Si 

bien, tanto gpGnRH como sGnRH muestran una primera fase de espiga, la 

misma posee menor intensidad que la mostrada por GnRH-I; mientras que la 

fase de meseta es similar para estas variantes. 

De estos resultados, podemos observar el correlato entre la movilización de Ca2+ 

intracelular (figura 33) y la secreción de gonadotrofinas (figuras 27 y 28), eventos 

gatillados por acción de las variantes de GnRH en células hipofisarias. 

 



 95

 

 

Figura 32. Estudio comparativo del efecto en el Ca2+ intracelular obtenido al 

estimular suspensiónes de células hipofisarias con las distintas variantes de 

GnRH a dosis de 10-9 M. Se muestran corridas representativas. Los valores 

están representados como porcentaje de la fluorescencia detectada a cada 

instante respecto de un promedio de los valores medidos durante 1 minuto 

previo a la estimulación. 
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Figura 33. Estudio comparativo del efecto en el Ca2+ intracelular obtenido al 

estimular suspensiónes de células hipofisarias con las distintas variantes de 

GnRH a dosis de 10-7 M. Se muestran corridas representativas. Los valores 

están representados como porcentaje de la fluorescencia detectada a cada 

instante respecto de un promedio de los valores medidos durante 1 minuto 

previo a la estimulación. 
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CAPÍTULO III: Receptores de GnRH. 

 

OBJETIVO. 

Determinar la presencia y participación de un putativo receptor de GnRH tipo-II 

en las respuestas evocadas por GnRH. 

 

Determinamos si las respuestas hipofisarias de GnRH-I y GnRH-II están 

mediadas por el clásico GnRHR tipo-I o si hay participación de un putativo 

GnRHR tipo-II. 

También estudiamos la posible participación de este supuesto receptor en 

cultivos de células ováricas. Con este fin, nos centramos en estudiar la 

producción de inositoles fosfato, la producción de progesterona, la proliferación 

celular y niveles de apoptosis en cultivos ováricos luteínicos de rata (SPO).  

Para esto decidimos utilizar el análogo de GnRH 135-18, el cuál se ha reportado 

como antagonista del GnRHR tipo I y agonista del GnRHR-tipo II (Sun, Y. M. y 

col., 2001). 

 

RESULTADOS. 

Receptores de GnRH en hipófisis, receptor tipo I vs tipo II. 

Con el objeto de estudiar la participación del GnRHR tipo-I o del putativo GnRHR 

tipo-II en la secreción de LH y FSH disparada por GnRH-II en células hipofisarias 

de rata, medimos los niveles de IP3 producidos luego de estimular con GnRH-I, 

GnRH-II y 135-18. Luego de una estimulación de 30 minutos, GnRH-I y GnRH-II 

a (10-6
 M y 10-8M) incrementaron los niveles intracelulares de IP3 en los cultivos 
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celulares hipofisarios, ver figura 34 (n=4, p<0,01 vs control). En estas 

respuestas, GnRH-I parece ser más potente que GnRH-II aunque no se 

evidencian diferencias significativas.  

 

 

Figura 34. Liberación de Inositoles tri-fosfato en cultivos adeno-hipofisarios de 

células de hembras de 12 días. Las células fueron estimuladas durante 30 

minutos con GnRH-I, GnRH-II y 135-18 (10-6 y 10-8M). El NaF (10-2M) es un 

disparador inespecífico de la movilización de IP y se empleó como control 

positivo. Los valores están expresados como las cpm de IP3 sobre las cpm de los 

IP totales incorporados por las células (n = 4, p<0,01 vs control).  

 

Por otro lado, el compuesto 135-18 (agonista del GnRHR tipo-II) empleado a 

dosis de 10-6 y 10-8M no estimuló la producción de IP3 en estas células (figura 

34), sugiriendo que tanto GnRH-I como GnRH-II median esta respuesta a través  

del GnRHR tipo-I. Para corroborar esta hipótesis, probamos bloquear las 

respuestas de GnRH-I y GnRH-II con un antagonista clásico del receptor tipo-I 
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Cetrorelix (CRX) y con el compuesto 135-18, dado que este último no evidenció 

efectos de agonista.  

La figura 35 muestra que tanto CRX como 135-18 (10-6M) bloquearon el 

incremento de IP3 ocasionado por GnRH-I o por GnRH-II (10-6M).  

 

Figura 35. Efecto de antagonistas del GnRHR tipo-I en la movilización de IP3 en 

células de hipófisis de hembras de 12 días. Las células fueron estimuladas 

durante 30 minutos con GnRH-I o GnRH-II a una concentración final de 10-6M. 

Los antagonistas 135-18 y cetrorelix (CRX) fueron utilizados a concentraciones 

finales de 10-6M. Los valores están expresados como las cpm de IP3/IP-totales 

incorporados por las células (n = 3, *p<0,01 vs control, ap<0,01 vs GnRH-I, 
bp<0,01 vs GnRH-II).  

 

 

Más aún, estos resultados tienen su correlato en los niveles de LH y FSH 

secretados por estas células. En estas mediciones, GnRH-I y GnRH-II 

aumentaron la secreción de LH y FSH de manera dosis dependiente (n=4, 
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p<0,05 vs control), como mostramos anteriormente, mientras que 135-18 no 

modificó los valores de gonadotrofinas en los controles, ver figura 36.  

Figura 36. Secreción de gonadotrofinas en cultivos celulares de hipófisis de 

hembras de 12 días. Niveles de LH (verde) y FSH (violeta), en ng/ml, producidos 

por las células luego de una estimulación de 30 minutos (LH, n = 3, ap<0,05 vs 

control LH; FSH, n = 4, bp<0,05 vs control FSH). 

 

 

Así mismo, la co-incubación de GnRH-I o GnRH-II con los antagonistas del 

receptor tipo-I (CRX o 135-18), revirtió el incremento en los valores de LH y FSH 

(figura 37). 
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Figura 37. Efecto de antagonistas del GnRHR tipo-I en la secreción de 

gonadotrofinas por células hipofisarias de hembras de 12 días. Las células 

fueron estimuladas durante 30 minutos con GnRH-I o GnRH-II a una 

concentración final de 10-6M. Los antagonistas 135-18 y cetrorelix (CRX) fueron 

utilizados a concentraciones finales de 10-6M. Los valores de LH (barras verdes) 

y FSH (barras violetas) están expresados en ng/ml (para LH, n = 3, *p<0,01 vs 

control, ap<0,01 vs GnRH-I, cp<0,01 vs GnRH-II; para  FSH, n = 3, #p<0,01 vs 

control, bp<0,01 vs GnRH-I, dp<0,01 vs GnRH-II). 

 

 

Estos experimentos fueron repetidos en un modelo endocrino diferente, células 

hipofisarias de rata macho adulto. Las respuestas obtenidas para IP3 fueron 

similares a los obtenidos con células de hembras de 12 días (ver figura 38). 
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Figura 38. Liberación de Inositoles tri-fosfato en cultivos adeno-hipofisarios de 

células de machos adultos. Las células fueron estimuladas durante 30 minutos 

con GnRH-I, GnRH-II y 135-18 (10-6 y 10-8M). El 135-18 fue empleado a 10-6M 

con GnRH-I o GnRH-II utilizados a concentraciones de 10-6M. Los valores están 

expresados como las cpm de IP3/IP-totales incorporados por las células (n = 3, 

*p<0,05 vs control, ap<0,05 vs GnRH-I, bp<0,05 vs GnRH-II).  

 

 

Posteriormente decidimos evaluar los efectos de GnRH-I, GnRH-II y 135-18 en 

otra respuesta celular como es la proliferación celular. Incubamos células de 

adenohipófisis de ratas hembras de 12 días de edad durante 72 horas sometidas 

a los estímulos mencionados previamente (10-7M), y medimos los valores de 

viabilidad celular con el método de MTS. En la figura 39 observamos los efectos 

antiproliferativos que poseen GnRH-I y GnRH-II (n=3, p<0,05 vs control), 

mientras que el análogo 135-18 si bien tiende a disminuir la tasa de proliferación 

de estas células no logra hacerlo de manera significativa.  
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Estos resultados indicarían que en hipófisis tanto GnRH-I como GnRH-II 

actuarían con potencias similares mediante el GnRHR tipo-I. Por otro lado el 

compuesto 135-18 con características de agonista del GnRHR tipo-I no mostró 

actividad alguna como tal, pero si logró antagonizar las respuestas ocasionadas 

por GnRH-I y GnRH-II.  

Figura 39. Ensayo de proliferación celular en cultivos de células adeno-

hipofisarias de hembras de 12 días. La viabilidad celular fue determinada luego 

de 72 horas en cultivo con los respectivos estímulos (n = 3, *p<0,05 vs control). 

 

 

Receptores de GnRH en ovario. 

Determinamos la movilización intracelular de inositol fosfato en cultivos de 

células de ovarios super-ovulados (SPO). En base a resultados previos del 

laboratorio empleando como estímulo Buserelina (análogo de GnRH) en estas 
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células, decidimos emplear los estímulos en dosis elevadas (10-6M). A diferencia 

de lo ocurrido en células de hipófisis, GnRH-I pero no GnRH-II estimuló la 

movilización de IP1, IP2 e IP3 en células SPO (figura 40). El análogo 135-18 no 

mostró efecto per se, pero logró revertir los efectos de GnRH-I (figura 40).  

Figura 40. Liberación de Inositoles tri-fosfato en cultivos de células SPO. Las 

células fueron estimuladas durante 30 minutos con GnRH-I, GnRH-II y 135-18 

(en concentración de 10-6M). El NaF (10-2M) es un disparador inespecífico de la 

movilización de IP y se empleó como control positivo. Los valores están 

expresados como las cpm de IP3 sobre las cpm de los IP totales incorporados 

por las células (n = 4, *p<0,05 vs control, ap<0,01 vs GnRh-I). 

 

 

Posteriormente realizamos ensayos de dosis-respuesta (10-11, 10-9 y 10-7M) para 

estos estímulos y medimos el incremento en IP3. En la figura 41, GnRH-I 

muestra un incremento en los niveles de IP3 con un típico perfil dosis-

dependiente, logrando aumentar significativamente a una concentración de  

10-7M (n = 4, p<0,05).  
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Figura 41. Ensayos de dosis-respuesta de GnRH-I (azul), GnRH-II (naranja) y 

135-18 (amarillo) en los niveles de IP3 movilizados en cultivos de células SPO  

(n = 4, p<0,05 vs control). 
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Para nuestra sorpresa, GnRH-II presentó un perfil de respuesta inverso, 

logrando un estímulo significativo a 10-11M (n = 4, p<0,05), el cuál disminuye a 

medida que aumenta la concentración (figura 41). Por otro lado, el análogo  

135-18 mostró un patrón de respuesta similar a GnRH-II, pero sin llegar a 

estimular de manera significativa (figura 41).  Esto estaría se acuerdo con la 

menor afinidad del GnRHR tipo-II para 135-18 comparado con GnRH-II. Estos 

datos sugirieren que para esta respuesta 135-18 y GnRH-II actúan mediante un 

receptor diferente de GnRH-I. 

 

Los ensayos de proliferación celular se realizaron por el método de MTS, sales 

de formazán que son transformadas por el metabolismo celular a tetrazolium, 

dando un compuesto coloreado. Estos estudios, presentados en la figura 42, 

demostraron que concentraciones de 10-7M y 10-5M de GnRH-I, como de  

GnRH-II tuvieron un claro efecto anti-proliferativo en cultivos de células SPO 

(alrededor del 15%). Llamativamente 135-18 a 10-7M tuvo un efecto más potente 

que los demás estímulos (cerca del 30%), revirtiendo su respuesta a dosis 

mayores (10-5M), sugiriendo así una modulación por regulación negativa 

(downregulation).  

Al evaluar la producción de progesterona en cultivos SPO, los resultados 

obtenidos mostraron que solamente 135-18 a una concentración de 10-7M logró 

estimular de manera significativa los niveles de progesterona (figura 43).  
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Figura 42. Ensayo de proliferación celular en cultivos de células SPO. La 

viabilidad celular fue determinada luego de 72 horas en cultivo con los 

respectivos estímulos (n = 4, *p<0,05, ** p<0,001  vs control, ap<0,05 vs 135-18 

10-7M). 

 

 

Por último, para determinar si la disminución de la viabilidad celular observada 

por los ensayos de MTS es debida a un incremento en la respuesta anti-

proliferativa o  a un incremento en la apoptosis inducida, decidimos evaluar los 

niveles de apoptosis inducidos por estos compuestos. En estos ensayos, 

empleando un ensayo comercial (Cell Death Detection ELISA) GnRH-I, GnRH-II 

o 135-18, no indujeron cambios significativos en los niveles basales de apoptosis 

en células SPO, figura 44. Sugiriendo así, que los efectos observados en los 

ensayos de MTS son debidos a una disminución en la tasa de proliferación 

celular. 
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Figura 43. Producción de progesterona en células SPO. Los niveles de 

progesterona fueron evaluados en el medio de cultivo luego de 48 horas de 

estimulación. Los datos fueron normalizados por número de células (n = 4, 

*p<0,05 vs control, ap<0,05 vs 135-18 10-7M). 

 

Estos hallazgos sugieren que en células de ovario luteínico de rata existe al 

menos un receptor de GnRH con características diferentes del GnRHR tipo I 

clásico expresado en hipófisis. 
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Figura 44. Determinación de los niveles de apoptosis en células SPO. Las 

células fueron estimuladas durante 24 horas con los respectivos estímulos y la 

apoptosis inducida fue determinada por medio de un ELISA para detectar los 

fragmentos de ADN asociados a histonas (n = 3, no se observaron diferencias 

significativas entre los grupos).  
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Capítulo I: Detección de variantes de GnRH. 

La expresión de más de una variante de GnRH ha sido ampliamente 

documentada en diferentes grupos de vertebrados (Millar, R. P., 2005; Somoza, 

G. M. y col., 2002b). En peces teleósteos tres diferentes sistemas GnRHérgicos 

han sido descritos en la mayoría de las especies estudiadas. De la misma 

manera, se ha demostrado la coexistencia de más de un sistema de GnRH en 

otros vertebrados no-mamíferos.  

Sin embargo, dentro de los mamíferos, la expresión de dos o más formas de 

GnRH en una misma especie ha sido demostrada de manera más reciente. 

Sumada a la presencia de GnRH-I, también se ha encontrado la expresión de 

GnRH-II en humanos (homo sapiens), macacos (macaca mulata), musarañas 

(suncus murinus, tupaia glis) y zarigüeyas (trichosorum vulpecula) (Dellovade, T. 

L. y col., 1993; Kasten, T. L. y col., 1996; White, R. B. y col., 1998; White, R. B. y 

Fernald, R. D., 1998). En rata, mediante estudios de cromatográficos e 

inmunológicos se informó la detección de GnRH-II (Chen, A. y col., 1998).  

Por otro lado, en cobayos se ha descubierto una nueva isoforma de GnRH 

expresada junto con GnRH-I, denominada gpGnRH (Jimenez-Linan, M. y col., 

1997). Posteriormente, Gao y col. proponen mediante técnicas de 

inmunohistoquímica la presencia de gpGnRH en cerebro de rata (Gao, C. Q. y 

col., 2000).    

Distintos laboratorios también han presentado indicios (mediante técnicas 

indirectas) de otras variantes de GnRH en mamíferos, incluyendo la rata 

(Montaner, A. D. y col., 1998; Montaner, A. D. y col., 1999; Quanbeck, C. y col., 

1997; Yahalom, D. y col., 1999). En este contexto, existen evidencias a favor de 

la presencia en rata de una primitiva variante descripta en lampreas, lGnRH-III 
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(Yu, W. H. y col., 1997; Yu, W. H. y col., 2000). Es más, para esta variante se ha 

postulado la capacidad selectiva de estimular la secreción de FSH y no de LH en 

incubacuines de hemipituitaria de rata (Igarashi, M. y McCann, S. M., 1964).  

Más aún, también se ha propuesto la expresión de la variante sGnRH tanto en 

carpinchos, humanos y ratas (Montaner, A. D. y col., 1998; Yahalom, D. y col., 

1999).  

Resumiendo, a la fecha solamente se conoce por secuencia (ya sea 

aminoacídica ó nucleotídica) la presencia de GnRH-I en rata, sin embargo, 

existen indicios de la detección de GnRH-II, sGnRH, gpGnRH y lGnRH-III en 

este roedor.  

El primer objetivo de esta Tesis consistió en estudiar que variantes de GnRH 

están presentes en rata. Para esto, inicialmente realizamos un estudio 

cromatográfico en hipotálamo y cerebro remanente de rata conjugado a un 

sistema de RIA heterólogo empleando un anticuerpo con alta reactividad contra 

las variantes de GnRH.  

Los resultados de estos experimentos demuestran al menos dos principales 

picos con inmunoreactividad a GnRH en hipotálamo. El primero de ellos eluye en 

la misma posición que lo hacen los péptidos sintéticos de lGnRH-III e hypGnRH 

(modificación post-traduccional por hidroxilación de GnRH-I). Mientras que el 

segundo pico, coincide con la posición de elusión de los estándares de GnRH-I y 

gpGnRH. En los extractos obtenidos de cerebro remanente (sin hipotálamo), 

podemos observar los mismos picos descritos anteriormente y se insinúa un 

tercer pico de menor tamaño que coincide con la posición de elusión de GnRH-II. 

Por otro lado, empleando un anticuerpo con alta reactividad para la variante 

sGnRH, no logramos detectar evidencias de la presencia de esta variante en el 
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sistema nervioso central de la rata. Este resultado estaría en discordancia con 

evidencias presentadas por otros autores. 

A partir de los resultados obtenidos decidimos profundizar el estudio de cada uno 

de estos picos para esclarecer la identidad del péptido contenido en el primer 

pico obtenido (lGnRH-III, hypGnRH o un GnRH diferente aún no identificado), 

para determinar si gpGnRH queda enmascarado por GnRH-I y para dilucidar la 

presencia de GnRH-II en este modelo animal.  

 

- hypGnRH 

Nuestros datos indicaron fracciones inmunorreactivas a GnRH que eluyen en la 

misma posición que lo hace lGnRH-III. Como mencionamos anteriormente, hay 

antecedentes que informan de la presencia de lGnRH-III en hipotálamo de rata y 

la postulan como un selectivo agente liberador de FSH. Teniendo en cuenta 

estos antecedentes, consideramos importante colectar suficiente tejido para la 

purificación del péptido contenido en dicha fracción para secuenciarlo y así 

determinar su estructura primaria, con el objeto de aportar evidencias 

concluyentes acerca de la identidad de esta molécula. 

Nuestros resultados demostraron que la molécula eluída en la fracción 15 

corresponde a hypGnRH. La presencia de hypGnRH habia sido descripta 

originalemte en ranas y rata por métodos de RP-HPLC, RIA, espectro de masa y 

elegantemente sugerida por composición aminoacídica (Gautron, J. P. y col., 

1991). Sin embargo, a la fecha, esta modificación post-traduccional de GnRH-I 

no se había confirmado por secuencia de su estructura primaria, por lo tanto este 

es el primer trabajo que demuestra concluyentemente la existencia de esta 

variante. La expresión de hypGnRH había sido evidenciada en hipotálamos de 
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humano, rata, oveja y rana (Gautron, J. P. y col., 1991). Sumado a esto, nosotros 

también hemos demostrado por estructura primaria la presencia de hypGnR en 

cerebro de hámster (Montaner, A. D. y col., 2001a), mientras que otros autores 

aportaron datos cromatográficos e inmunológicos que indican la presencia de 

hypGnRH en macaco y cobayo (Kelsall, R. y col., 1990; Lescheid, D. W. y col., 

1997). Todos estos datos, avalan la idea de que la presencia de hypGnRH es 

una característica común en los mamíferos. Este hecho también sugiere la idea 

de que podría existir hidroxilación en la prolina9 de las demás variantes de 

GnRH, o la modificación post-traduccional de otros residuos en cualquiera de los 

miembros de la familia de GnRH. 

A la fecha, las acciones fisiológicas que tendría hypGnRH no han sido 

dilucidadas. Existen publicaciones previas que indican que hypGnRH es liberada 

por diferentes mecanismos en hipotálamo de ratas adultas (Rochdi, L. y col., 

1998) y en desarrollo (Rochdi, L. y col., 2000). También se ha demostrado que 

hypGnRH estimula la secreción de la gonadotrofina coriónica humana (hCG) en 

células placentarias perfundidas (Currie, W. D. y col., 1992).   

Por otro lado, es importante notar que si bien hypGnRH ha sido localizada en 

neuronas del hipotálamo, bulbo olfatorio e hipocampo de ratas (Gautron, J. P. y 

col., 1993), se desconoce si esta molécula está localizada en la mismas 

neuronas que GnRH-I o en neuronas diferentes. 

En este trabajo, no encontramos evidencias en favor de la presencia de lGnRH-

III en tejidos cerebrales de rata ni de hámster. Si esta molécula hubiese estado 

expresada en alguno de estos animales, su presencia se debería haber 

evidenciado como un pico adicional con ir-GnRH que eluye del sistema 2 de RP-

HPLC con anterioridad a hypGnRH. Sin embargo, esto no es sorprendente en 
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términos evolutivos, dado que la presencia de esta primitiva variante de GnRH 

no pudo ser detectada en ningún vertebrado, excepto las lampreas. Aunque, 

evidencias indirectas, también propondrían la presencia de de lGnRH-III en un 

antiguo pez, el matalote (Catastomus commersoni) (Robinson, T. C. y col., 

2000), y como mencionamos anteriormente en rata y oveja.  

Concluyendo, nuestros resultados demuestran que lGnRH-III no se detecta en 

cerebros de rata. Por otro lado, evidenciamos la presencia de hypGnRH por 

estructura primaria en el cerebro de rata, siendo éste el primer estudio que 

demuestra la secuencia de aminoácidos de este GnRH.   

 

- gpGnRH 

Originalmente, Jimenez-Liñán y colaboradores describieron en cobayos la 

estructura de gpGnRH empleando técnicas de biología molecular y la presencia 

del péptido fue inferida del ADNc de la pre-pro-hormona de gpGnRH (Jimenez-

Linan, M. y col., 1997). Posteriormente, Gao y colaboradores presentaron 

evidencias complementarias de la expresión del péptido de gpGnRH empleando 

extractos hipotalámicos de cobayo (Gao, C. Q. y col., 2000). Sin embargo, es 

importante destacar que la expresión de gpGnRH no ha sido demostrada en 

ningún otro mamífero.  

En los experimentos iniciales de este trabajo, mostramos un pico principal de 

inmunorreactividad para GnRH que eluye en la posición 21, de igual manera que 

lo hacen los péptidos sintéticos de GnRH-I y gpGnRH. En base a esto decidimos 

investigar si gpGnRH quedaba enmascarado por GnRH-I en estas 

cromatografías. Para lo cuál debimos emplear un sistema de RP-HPLC con fase 

móvil diferente, en el cuál los estándares de GnRH-I y gpGnRH queden 
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retenidos en la columna de manera diferencial y eluyan en posiciones 

separadas. También decidimos analizar a las fracciones cromatografiadas 

mediante dos sistemas de radioinmunoensayo diferentes, el primero con alta 

reactividad para gpGnRH y el segundo sin reactividad para esta variante.  

En estos experimentos empleamos la fracción 21, conteniendo tanto a GnRH-I 

como al supuesto gpGnRH. Esta fracción fue posteriormente sometida al sistema 

2 de RP-HPLC, en el cuál los estándares de gpGnRH y GnRH-I quedan 

retenidos en la columna de manera diferencial.  

Los resultados aquí mostrados, evidencian una fracción eluída a los 24 minutos 

(tiempo de elusión de gpGnRH sintético) con inmunorreactividad para un 

antisuero que detecta a gpGnRH, aunque cabe destacar que el pico observado 

es de baja intensidad. Al analizar esta misma fracción con un antisuero diferente 

(con muy baja reactividad para gpGnRH) no logramos detectar marca, sugiriendo 

que gpGnRH sería la molécula implicada en esa fracción.  

Por otro lado, hemos investigado la presencia de gpGnRH en otros roedores: 

cobayo salvaje, carpincho, hámster y ratón (Montaner, A. D. y col., 2002). En 

estos roedores, gpGnRH es detectada en cobayo salvaje y en carpincho, pero no 

en ratón ni en hámster. Según estos resultados, la presencia de gpGnRH en rata 

no sería esperada en base al patrón de evolución de los roedores. Dentro de los 

roedores, existen tres sub-órdenes. Uno de ellos, el sub-orden Myomorpha, 

conteniene a la rata, al ratón y al hámster; mientras que otro sub-orden, 

Hystricomorpha, conteniene al cobayo salvaje, al cobayo doméstico y al 

carpincho. Según nuestro trabajo, tanto en cobayo salvaje como en carpincho 

gpGnRH está claramente expresado, mientras que roedores de otro sub-orden 

como ratones y hámsteres no expresan gpGnRH. El caso de la rata resultaría 
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anómalo, dado que no solamente comparte sub-orden con ratón y hámster, sino 

que es de la misma familia que el ratón, Muridae.  

Por lo tanto sugerimos que futuros estudios deben realizarse para confirmar la 

presencia de gpGnRH en la rata. 

 

-GnRH-II 

Si bien la función biológica de GnRH-II permanece desconocida, la estructura 

altamente conservada que presenta este péptido abarca millones de años en la 

evolución de los vertebrados, sugiriendo que este neuropéptido posee una 

importante función. 

La expresión del péptido de GnRH-II conjuntamente con GnRH-I en una misma 

especie resulta bien caracterizada en diferentes grupos de vertebrados, siendo 

detectado desde primitivos peces óseos hasta seres humanos (Somoza, G. M. y 

col., 2002b). Sin embargo existen realmente pocos trabajos que presenten 

indicios de GnRH-II en rata. Teniendo en cuenta que, a la fecha, nadie logró 

aportar evidencias directas de la expresión de este decapéptido en este modelo 

animal existen controversias al respecto.  

En este trabajo, aportamos fuertes evidencias cromatográficas, inmunológicas y 

de actividad biológica que avalan la presencia de GnRH-II en rata. Sin embargo, 

aún no hemos logrado obtener del genoma de rata una secuencia parcial de 

GnRH-II. 

En este trabajo, desarrollamos un RIA específico para GnRH-II y encontramos 

presencia de una molécula con inmunorreactividad a GnRH-II (ir-GnRH-II) en 

bulbo olfatorio y cerebro remanente, pero no en hipotálamo de rata. Este pico 

con ir-GnRH-II también comparte características cromatográficas con GnRH-II, 



 118

dado que eluye en la misma posición que el péptido estándar. Por otro lado, el 

análisis de las fracciones con un RIA para GnRH-I, no logra detectar marca en la 

fracción (f27) donde eluyó el ir-GnRH-II.  

Sumado a esto, la molécula con ir-GnRH-II contenida en la f27, se comporta de 

igual manera que GnRH-II en ensayos de reactividad cruzada con el sistema de 

RIA de GnRH-II.  

Los resultados presentados aquí, estarían en concordancia con los presentados 

por Chen y colaboradores, donde muestran la presencia de GnRH-II en cerebro 

total de rata por RP-HPLC/RIA (Chen, A. y col., 1998).  

Por otro lado, demostramos que GnRH-II es capaz de estimular la liberación de 

LH y de FSH en cultivos de hipófisis de rata (Capítulo 2). En base a esto, 

decidimos probar la actividad biológica de la f27 en la liberación de 

gonadotrofinas en comparación con GnRH-II. Estos resultados muestran que la 

fracción 27 estimula la liberación tanto de LH como de FSH en estudios 

realizados in vitro, en forma muy similar a GnRH-II. 

El sistema de GnRH-II ha sido bien caracterizado en peces teleósteos, donde el 

mismo está representado por grupos de neuronas localizadas en el diencéfalo 

posterior y en la región rostral del mesencéfalo (Okuzawa, K. y col., 1990; Yu, K. 

L. y col., 1988; Zandbergen, M. A. y col., 1995). Una distribución similar de 

GnRH-II ha sido observada en anfibios, donde este neuropéotido se localiza en 

el tegumento de cerebro medio (Conlon, J. M. y col., 1993). En aves, GnRH-II ha 

sido localizado en neuronas magnocelulares distribuidas en la parte rostral del 

mesencéfalo, mientras que las fibras neuronales fueron descriptas en estructuras 

límbicas y áreas olfatorias (Mikami, S. y col., 1988; Millam, J. R. y col., 1993). En 

mamíferos primitivos, como ser la musaraña hogareña, se detectaron células con 



 119

ir-GnRH-II en el área periacueductal, en regiones oculomotoras, en el núcleo rojo 

y en la región de la eminencia media del hipotálamo basal (Dellovade, T. L. y 

col., 1993). En primates, las neuronas de GnRH-I se encuentran en la región 

olfatoria, en el área preóptica, en el hipotálamo y rodeando a los ventrículos 

laterales (Sherwood, N. M. y col., 1997), mientras que las neuronas de GnRH-II 

se encuentran en el cerebro medio e inesperadamente en la región hipotalámica 

(Latimer, V. S. y col., 2000; Lescheid, D. W. y col., 1997). En humanos, GnRH-II 

fue descrito en neuronas localizadas principalmente en el área periacueductal, 

en la región oculomotora y en el núcleo rojo del cerebro medio (Chen, A. y col., 

1998). 

Por otro lado, estudios de inmunohistoquímica específicos para GnRH-II 

realizados en cerebro de ratón (especie altamente emparentada con la rata) 

demuestran que este péptido se localiza en regiones del cerebro medio, al igual 

que en otros vertebrados  y en áreas adyacentes al hipocampo (Gestrin, E. D. y 

col., 1999).  

Los resultados presentados aquí dan idea de una distribución regional diferencial 

del péptido ir-GnRH-II. Sin embargo, dadas las características de las técnicas 

empleadas, no podemos diferenciar si el bulbo olfatorio es un área de síntesis o 

liberación de este péptido símil-GnRH-II. Por otro lado, en este estudio no 

detectamos presencia de GnRH-II en extractos hipotalámicos, lo cual 

contrastaría con las evidencias presentadas en monos rhesus por hibridación in 

situ (Latimer, V. S. y col., 2000). Sin embargo, estas diferencias podrían ser 

explicadas o bien por el umbral de detección de las técnicas empleadas (poco 

GnRH-II producido en esta región), o bien porque la hibridación in situ indica el 

lugar de síntesis del péptido, que no necesariamente tiene que ser el lugar de 



 120

almacenaje del mismo, dado que el mismo puede ser transportado a los 

terminales sinápticos localizados en otras áreas del cerebro.  

La expresión de GnRH-I ha sido demostrada tanto en hipófisis de rata como de 

humano (Bauer, T. W. y col., 1981; Krsmanovic, L. Z. y col., 2000; Li, J. Y. y col., 

1984; May, V. y col., 1987; Miller, G. M. y col., 1996; Pagesy, P. y col., 1992). En 

esta Tesis, confirmamos la presencia tanto del péptido de GnRH-I por RP-

HPLC/RIA, como de la expresión del ARNm en esta glándula. Además, 

presentamos evidencias de la presencia de GnRH-II en la pituitaria de rata. De 

nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que evidencia la presencia de ir-

GnRH-II en tejido hipofisario de mamíferos. Recientemente, Schirman-

Hildesheim y colaboradores, describieron que el GnRH-I expresado en la 

pituitaria es regulado durante el ciclo estral de la rata, sugiriendo un papel 

fisiológico en la preparación de esta glándula para el pico de gonadotrofinas 

mediante una regulación local por GnRH-I (Schirman-Hildesheim, T. D. y col., 

2005). Los resultados planteados aquí, nos llevan a especular con una 

complicada participación de GnRH-I y GnRH-II en la regulación de la función 

hipofisaria.   

A nuestro parecer, parece poco probable que la expresión de un péptido tan 

conservado estructural y evolutivamente como lo es GnRH-II haya sido excluido 

en la rata. Sin embargo, en un modelo diferente de roedores, otros autores 

encontraron en una base de datos del genoma de ratón a un putativo gen de 

GnRH-II, el cual habría sido silenciado (Pawson, A. J. y col., 2003).  

En este trabajo, hemos intentado clonar y caracterizar un putativo gen de  

GnRH-II en rata. Basándonos en las secuencias de ADNc publicadas en la base 

de datos Gene Bank, diseñamos una serie de oligonucleótidos cebadores para 
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PCR.  Partimos de ADN genómico de rata como molde para la PCR con el fin de 

evitar problemas relacionados a una expresión con dependencia temporal y/o de 

tejido. Luego de una serie de PCRs anidadas, obtuvimos productos de 

amplificación que rondaban el tamaño esperado en base a secuencias del gen 

de GnRH-II humano. Sin embargo, al clonar y secuenciar estos productos de 

amplificación, no logramos obtener de ellos una secuencia parcial 

correspondiente a un gen de GnRH-II.  

Esto bien podría deberse a que la secuencia de GnRH-II no está tan conservada 

en rata con respecto a los mamíferos empleados para el diseño de los 

oligonucleótidos. 

Resumiendo, aquí presentamos nuevas evidencias a favor de la presencia de 

GnRH-II en cerebro e hipófisis de rata; y proponemos la necesidad de diseñar 

nuevas estrategias de clonado o directamente abordar la secuenciación del 

putativo péptido para corroborar de manera definitiva la presencia de GnRH-II en 

rata.   
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Capítulo II: Actividad biológica de variantes de GnRH. 

Determinación de actividad liberadora de gonadotrofinas de diversas 

variantes de GnRH. 

Varias evidencias proponían la existencia de más de una variante de GnRH en 

cerebros de ratas, como ya fuera demostrado para otras especies (Carolsfeld, J. 

y col., 2000; Lescheid, D. W. y col., 1997; Montaner, A. D. y col., 1999). Además 

de la clásica variante de mamífero (GnRH-I), en esta Tesis aportamos fuertes 

evidencias que avalan la presencia de la variante GnRH-II y gpGnRH. Sumado a 

esto, también demostramos que GnRH-I es susceptible de sufrir una 

modificación post-traduccional para dar hypGnRH. Por otro lado, distintos grupos 

proponían la presencia en rata de otras variantes como son sGnRH [10] ó 

lGnRH-III (Yu, W. H. y col., 1997; Yu, W. H. y col., 2000). Es más, la variante 

lGnRH-III fue postulada como el FSH-RH cuya existencia se ha sugerido en la 

literatura desde hace muchos años (Negro-Vilar, A. y col., 1968). En otros 

roedores como el carpincho (Hydrochaeris hydrochaeris), se ha demostrado la 

presencia de la variante originalmente descripta en cobayo, gpGnRH además de 

GnRH-I, GnRH-II y sGnRH (Montaner, A. D. y col., 1999). En este trabajo 

probamos comparativamente los efectos biológicos de las cinco variantes 

naturales de GnRH postuladas como participantes en el control neuroendocrino 

de roedores: GnRH-I, GnRH-II, sGnRH, lGnRH-III y gpGnRH. Para esto 

estudiamos la actividad de dichas moléculas sobre la liberación de 

gonadotrofinas en cultivos celulares de hipófisis anterior provenientes de dos 

modelos animales diferentes: machos adultos y hembras de 12 días de edad.  



 123

En células de machos adultos GnRH-I y GnRH-II liberaron LH y FSH con 

potencias similares y sólo a la mayor concentración ensayada (10-7M). Mientras 

que, gpGnRH y lGnRH-III carecieron de actividad liberadora, de acuerdo con una 

menor capacidad de respuesta del sistema, como mencionáramos 

anteriormente.  

Sin embargo, dada la baja respuesta a GnRH-I en este modelo celular, 

decidimos probar el efecto de estas isoformas de GnRH en cultivos de hipófisis 

anterior de hembras de 12 días. Según resultados previos del laboratorio, estas 

células de hipófisis provenientes de hembras de 12 días responden más 

intensamente ante el estímulo de GnRH-I que las de macho adulto. En esta 

etapa del desarrollo la hipófisis de la rata hembra es muy sensible a estímulos 

liberadores de gonadotrofinas (Lacau-Mengido, I. M. y col., 1993), lo cual lo hace 

un modelo muy adecuando para el estudio del efecto de las distintas variantes 

de GnRH sobre la liberación de gonadotrofinas.  

Con respecto a la liberación de LH, en este modelo se observó el siguiente orden 

de respuesta GnRH-I = GnRH-II > gpGnRH = sGnRH > lGnRGIII; esta última no 

modificó los niveles de esta hormona. En este sistema las variantes GnRH-I y 

GnRH-II mostraron potencias similares, a diferencia de otros sistemas de 

mamífero (células de hipófisis ovinas) en los que la potencia de GnRH-II resultó 

ser menor (Millar, R. P. y col., 2000). Con respecto a la variante de salmón, 

nuestros resultados están de acuerdo con los de otros autores que demostraron 

que su efecto era mucho menos potente que la de mamífero (Yahalom, D. y col., 

1999). Muy pocos estudios han evaluado el efecto de variantes de GnRH sobre 

la secreción de FSH, siendo los mismos realizados en hemihipófisis incubadas in 

vitro (Yahalom, D. y col., 1999; Yu, W. H. y col., 2000). Al analizar los efectos de 



 124

las variantes aquí estudiadas sobre la secreción de FSH en nuestro sistema, 

observamos que el orden de potencia fue el siguiente: GnRH-I > GnRH-II > 

gpGnRH = sGnRH > lGnRH-III; esta última variante no logró modificar los niveles 

controles de FSH a ninguna de las dosis ensayadas.  

Por otro lado, de nuestro conocimiento, ésta es la primera vez que se demuestra 

el efecto biológico de la variante gpGnRH en células hipofisarias de rata. 

Nuestros resultados, aquí presentados, estarían de acuerdo con los previamente 

publicados por Gao y colaboradores, realizados en experimentos in vivo con 

cobayos domésticos (Gao, C. Q. y col., 2000). A su vez, esta variante de GnRH, 

también fue demostrada en otros roedores como ser el carpincho y el cobayo 

salvaje (Montaner, A. D. y col., 1999; Montaner, A. D. y col., 2002). 

 Millar y colaboradores aportaron datos comparativos acerca de la afinidad y la 

actividad del GnRHR tipo-I (clonado de humanos) y del GnRHR tipo-II (clonado 

de monos), en células transfectadas. En ese trabajo, se observa que el GnRHR 

tipo-I responde biológicamente y es más afín por GnRH-I que por GnRH-II, con 

un orden de aproximadamente 10 veces (Millar, R. y col., 2001). Contrariamente, 

el GnRHR tipo-II es más afín por GnRH-II que por GnRH-I. En este contexto, nos 

resulta llamativo que la respuesta hipofisaria frente a GnRH-I y GnRH-II sean 

similares, tanto en sus efectos sobre las gonadotrofinas como en la activación de 

segundos mensajeros intracelulares como son IP3 y Ca2+. Esto, nos da lugar a 

especular con la posible coexistencia de un GnRHR tipo-II, aún no descrito, y el 

ya caracterizado GnRHR tipo-I en la hipófisis de rata. Este tema fue abordado en 

el Capítulo 3 de esta Tesis.  

Trabajos previos de la literatura habían propuesto a la variante lGnRH-III como el 

postulado FSH-RH y su efecto biológico había sido probado en incubaciones de 
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hemipituitarias de machos adultos. En consecuencia, dado que no 

observábamos un efecto liberador en células en cultivo, decidimos probar la 

eficacia en la liberación de gonadotrofinas de lGnRH-III comparada con la de 

GnRH-I, en este sistema, en el cual la histo-arquitectura de la glándula se 

encuentra conservada, a diferencia de los cultivos celulares, permitiendo la 

evaluación de posibles efectos parácrinos. Nuevamente observamos que  

GnRH-I era capaz de liberar ambas hormonas sólo a la mayor concentración 

ensayada (10-7M), la misma que era efectiva en cultivos celulares hipofisarios de 

machos. En estos experimentos, nuevamente observamos que lGnRH-III careció 

de efecto.  

Por lo tanto, dado que en ningún sistema observamos efecto biológico de 

lGnRH-III y que no detectamos presencia de esta variante por diferentes 

sistemas de RP-HPLC/RIA, nuestros resultados no avalarían el postulado de que 

este péptido fuera el FSH-RH. Esta conclusión estaría de acuerdo con un 

trabajo, presentado al mismo tiempo que el nuestro, en el cual Kóvacs y 

colaboradores sostienen que lGnRH-III no es el factor liberador de FSH de 

mamíferos (Kovacs, M. y col., 2002).  

Por último, ensayamos la actividad liberadora de gonadotrofinas que presenta la 

forma hidroxilada de GnRH-I, hypGnRH. Estos estudios fueron llevados a cabo 

en cultivos de células de hipófisis anterior, obtenidas de hembras de 12 días de 

edad. 

Nuestros resultados muestran que hypGnRH, logra incrementar los niveles de 

LH secretados por estas células a la mayor dosis ensayada (10-7M) hasta lograr 

valores de LH similares a los obtenidos con GnRH-I a la misma dosis. Sin 

embargo, en contraste con GnRH-I, dosis menores de hypGnRH no lograron 
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modificar los niveles de LH. Con lo cual concluimos que hypGnRH, posee una 

menor potencia que GnRH-I en la liberación de LH por parte de estas células. 

Cuando analizamos los valores de FSH, observamos que hypGnRH no logró 

estimular los niveles de esta gonadotrofina, aunque se puede observar una 

tendencia al aumento. Estos resultados están de acuerdo con los reportados por 

Gautron y colaboradores (Gautron, J. P. y col., 1992). 

 

Estudio comparativo de la respuesta intracelular disparada por variantes 

de GnRH. 

El incremento en los niveles de Ca2+ intracelular disparado por la activación del 

GnRHR, es el responsable de gatillar el mecanismo de secreción de LH y FSH 

en los gonadotropos (Stojilkovic, S. S. y col., 1994b).  

Teniendo en cuenta esto, decidimos estudiar comparativamente los efectos de 

las variantes de GnRH postuladas en rata en cuanto a sus efectos sobre los 

niveles intracelulares de Ca2+. 

En la mayoría de los gonadotropos, la estimulación fisiológica produce una 

rápida respuesta bifásica, con un componente temprano en forma de espiga, 

seguido de una fase sostenida en forma de meseta (espiga/meseta). Donde la 

amplitud del componente temprano (espiga) depende de la intensidad del 

estímulo empleado, por ejemplo la concentración de GnRH (Iida, T. y col., 1991). 

Además, existe una correlación positiva entre la amplitud de la fase temprana 

(espiga) de los niveles intracelulares de Ca2+ y la secreción de LH (Stojilkovic, S. 

S. y Catt, K. J., 1992). 
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 Por otro lado, algunos gonadotropos muestran una respuesta de Ca2+ 

intracelular oscilatoria superpuesta sobre un valor aumentado respecto del basal 

(meseta) (Stojilkovic, S. S. y col., 1991).  

Más aún, se demostró que la típica respuesta de Ca2+ intracelular espiga/meseta 

está altamente asociada con la secreción de LH; mientras que la respuesta 

oscilatoria (sin espiga) no estaría realcionada con la secreción de 

gonadotrofinas, sino con otras respuestas modulatorias, como ser el aumento de 

los niveles del ARNm de la subunidad β de la LH o el aumento de los GnRHR en 

membrana (Stojilkovic, S. S. y Catt, K. J., 1992).    

En primera instancia, caracterizamos la respuesta de GnRH-I empleado a 

diferentes dosis. Los resultados mostraron que GnRH-I a dosis bajas (10-11M) 

induce una respuesta tipo meseta, en ausencia de la fase temprana de espiga. 

La falta de espiga, sería consistenete con la ausencia de incremento en la 

liberación de LH mediada por GnRH-I a 10-11M. Al incrementar las dosis de 

GnRH-I comienza a evidenciarse la fase temprana de espiga donde la amplitud 

de la misma es mayor para GnRH-I 10-7M respecto de GnRH-I 10-9M. Estos 

datos, también serían consistentes con los respectivos incrementos en LH 

observados a estas dosis.  

Posteriormente, evaluamos los efectos de las variantes de GnRH comparados 

con GnRH-I. A dosis de 10-7M, observamos que GnRH-II posee una clara 

respuesta bifásica, espiga/meseta, similar a GnRH-I. Por otro lado, gpGnR y 

sGnRH insinuaron un comportamiento bifásico del Ca2+ intracelular, aunque la 

fase de espiga mostró menor intensidad que la obtenida con GnRH-I o GnRH-II. 

Por último lGnRH-III no indujo la fase temprana de espiga, mostrando sólo la 

respuesta del tipo meseta. Estos resultados son consistentes con las potencias 
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observadas para la liberación de gonadotrofinas, donde GnRH-I y GnRH-II 

mostraron ser las de mayor potencia, seguidas por gpGnRH y sGnRH, mientras 

que lGnRH-III no tuvo efecto. 

Además de demostrar por primera vez los efectos hormonales de la variante 

gpGnRH en  sistemas hipofisarios in vitro, describimos las potencias relativas de 

las distintos péptidos sintéticos de las variantes naturales de GnRH postuladas 

como posibles participantes en la regulación gonadotrófica de roedores. 

Nuestros resultados demuestran que las variantes GnRH-II, gpGnRH, sGnRH e 

hypGnRH, de alcanzar la hipófisis, podrían tener efectos moduladores sobre la 

secreción de gonadotrofinas, principalmente en situaciones fisiológicas en que 

su concentración se encuentre aumentada. Por otro lado la variante lGnRH-III 

carecería de efecto sobre la secreción de gonadotrofinas.   
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Capítulo III: Receptores de GnRH. 

- Receptores de GnRH en hipófisis. 

La existencia de dos sistemas de GnRH en diversas especies de mamíferos 

sugiere que tanto GnRH-I como GnRH-II participan como reguladores 

endócrinos-paracrinos-autocrinos de las funciones reproductivas. Ambos 

sistemas, GnRH-I/GnRHR tipo-I y GnRH-II/GnRHR tipo-II han sido descritos en 

diferentes tejidos de macacos (Neill, J. D. y col., 2001). En dicho trabajo, el 

GnRHR tipo-II también ha sido detectado en gonadotropos, mientras que su 

ligando GnRH-II fue localizado en la eminencia media hipotalámica, implicando 

una posible participación del sistema de GnRH-II en la función del eje 

hipotálamo-hipófisis-gaonadal. Por otro lado, al mismo tiempo, el GnRHR tipo-II 

fue clonado y caracterizado en otro primate, el mono tití (Millar, R. y col., 2001). 

Sumado a esto, ambos decapéptidos GnRH-I y GnRH-II se expresan en cerebro 

de humanos y en una gran variedad de tejidos periféricos (White, R. B. y col., 

1998). Sin embargo, a la fecha, no existen evidencias de un GnRHR tipo-II 

funcional en humanos (Millar, R. P., 2003).  

Experimentos realizados en musaraña hogareña, el primer mamífero placentario 

donde se encontraron ambos GnRH-I y GnRH-II, Rissman y colaboradores 

demostraron que GnRH-II actúa como neurotransmisor-neuromodulador del 

comportamiento reproductivo, mientras que GnRH-I carecía de este efecto 

(Temple, J. L. y col., 2003). La presencia de GnRH-I junto con GnRH-II, también 

se ha detectado en un mamífero insectívoro, la musaraña del árbol, mediante 

caracterización de los respectivos ADNc (Kasten, T. L. y col., 1996). Por otro 

lado, en este trabajo aportamos fuertes evidencias en favor de la presencia del 
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péptido de GnRH-II en rata. Así mismo, demostramos que GnRH-II logra 

estimular células hipofisarias de rata para la secreción de LH y FSH de manera 

similar a GnRH-I. En estos experimentos ambos péptidos carecieron de efectos 

al ser empleados a una concentración de 10-11M, pero estimularon la liberación 

de LH a partir de una dosis de 10-9M y fueron equipotentes en la liberación de 

gonadotrofinas a 10-7M. Sin embargo, como mencionamos con anterioridad, en 

experimentos donde se transfectaba el GnRHR tipo-I de humanos, el mismo 

demostraba tener mayor afinidad por GnRH-I que por GnRH-II. Teniendo en 

cuenta esto y los resultados obtenidos en esta Tesis, nos surge cuestionarnos la 

posible existencia de un GnRHR tipo-II en hipófisis de rata.  

Para estudiar esto, empleamos el compuesto 135-18, el cual es un agonista del 

GnRHR tipo-II con efectos de antagonista en el GnRHR tipo-I. Decidimos 

emplear concentraciones relativamente altas de GnRH, las cuales (según 

experiencia previa) inducen un incremento significativo en la movilización de IP3 

y en la liberación de gonadotrofinas.  

En este trabajo mostramos que GnRH-II logra aumentar los niveles de IP3 y la 

liberación de LH y FSH en células de hipófisis anterior de rata, de manera muy 

similar a GnRH-I.  En estos ensayos, el análogo 135-18 no mostró efecto alguno 

en la movilización de IP3 o en la secreción de gonadotrofinas. Sin embargo, el 

hecho de que 135-18 haya bloqueado las respuestas disparadas por GnRH-I y 

GnRH-II de igual manera que un antagonista clásico del GnRHR tipo-I 

(Cetrorelix), es un fuerte indicio de que los efectos de GnRH-II que observamos 

en células hipofisarias son mediados por el GnRHR tipo-I. Nuestros resultados 

no muestran evidencias de la existencia de un GnRHR tipo-II en células de 

hipófisis de ratas hembras de 12 días de edad. Por otro lado, quisimos estudiar 
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estos efectos en un modelo endócrino diferente, células de hipófisis anterior de 

rata macho adulto. En estos cultivos, observamos que los patrones eran 

homólogos a los descriptos para hembras de 12 días de edad, demostrando así 

la ausencia de una respuesta mediada por un putativo GnRHR tipo-II en hipófisis 

de rata.  

Estos datos, concuerdan con recientes resultados de otros autores realizados en 

macacos y ovejas como modelos experimentales (Gault, P. M. y col., 2003; 

Okada, Y. y col., 2003).  

Numerosos trabajos describen efectos en la regulación del ciclo celular por parte 

de  GnRH, y fueron recientemente resumidos por Enomoto y Park (Enomoto, M. 

y Park, M. K., 2004). Aquí, decidimos medir los efectos que presentan GnRH-I, 

GnRH-II y 135-18 en la proliferación de células hipofisarias de rata en cultivo. 

Tanto GnRH-I como GnRH-II mostraron efectos antiproliferativos en estos 

cultivos celulares, mientras que 135-18 no tuvo efecto alguno. Estos patrones de 

respuesta concuerdan con los observados para las mediciones de inositoles y 

gonadotrofinas.  

Resumiendo, podemos decir que el regulador fisiológico para la secreción de 

gonadotrofinas hipofisarias en estos mamíferos es el sistema compuesto por 

GnRH-I y el GnRHR tipo-I y que los efectos observados con GnRH-II serían 

mediados por el GnRHR tipo-I.  

Si bien, esta conclusión no explicaría la falta de diferencias que observamos en 

las potencias respectivas de GnRH-I y GnRH-II sobre sus efectos en hipófisis, 

otros autores presentaron resultados donde ambos péptidos tienen potencias 

similares en cultivos de células hipofisarias de mono y rata (Densmore, V. S. y 

Urbanski, H. F., 2003; Yu, W. H. y col., 1997). Sumado a esto, debemos tener en 
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cuenta posibles diferencias estructurales entre los GnRHR tipo-I de humanos y 

rata, como ha sido descrito para otros GnRHR tipo-I de mamíferos (Kakar, S. S. 

y col., 2002).     

 

- Receptores de GnRH en ovario. 

Péptidos de GnRH intra-ováricos han sido implicados en la regulación de la 

función gonadal tanto normal como en situaciones patológicas (Aten, R. F. y col., 

1987; Bhasin, S. y col., 1983; Chegini, N. y col., 1996; Kang, S. K. y col., 2003; 

Pahwa, G. S. y col., 1991; Siler-Khodr, T. M. y Khodr, G. S., 1979). 

Recientemente, la presencia de GnRH-II junto con GnRH-I fue publicada en 

diferentes modelos de células ováricas humanas (Choi, K. C. y col., 2001; Kang, 

S. K. y col., 2001) y potenciales funciones para GnRH-I y GnRH-II han sido 

recientemente resumidas (Kang, S. K. y col., 2003). En otro primate, también se 

han demostrado funciones de un sistema de GnRH-II en la regulación de la 

fisiología ovárica (Siler-Khodr, T. M. y col., 2003).  

Teniendo en cuenta que diversas publicaciones demuestran la presencia del 

sistema GnRH-I/GnRHR tipo-I en el ovario de rata (Chamson-Reig, A. y col., 

1999; Chamson-Reig, A. y col., 2003; Kang, S. K. y col., 2003; Leung, P. C. K. y 

Steele, G. L., 1992) y que las acciones de GnRH-II han sido demostradas en 

otras especies de mamíferos, nos propusimos investigar los efectos de GnRH-II 

en células de ovario de rata. 

Para esto decidimos realizar cultivos de células de ovario super-ovulado (SPO), 

dado que es un modelo celular homogéneo, en el cual el laboratorio ha 

demostrado la presencia tanto de GnRH-I como del GnRHR tipo-I. Medimos la 

producción de IP3 en estas células y encontramos que GnRH-I (10-6M) 
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incrementa los niveles de IP3 respecto del control. Estos efectos de GnRH-I, 

mostraron un claro patrón dosis- respuesta. Llamativamente, en oposición a lo 

ocurrido en células hipofisarias, GnRH-II empleado a 10-6M, no tuvo efecto en la 

respuesta de inositoles de células SPO; en su lugar, GnRH-II incrementó los 

niveles de inositoles al ser empleado a  la dosis más baja ensayada (10-11M). El 

compuesto 135-18, si bien no tuvo efecto significativo en la respuesta de IP3, 

mostró un comportamiento similar a GnRH-II, tendiendo al aumento a dosis 

bajas. Sin embargo 135-18 bloqueó la estimulación de inositoles disparada por 

GnRH-I.  

Es sabido que el GnRHR tipo-II posee una alta afinidad por GnRH-II, y en menor 

medida por el agonista 135-18 (Sun, Y. M. y col., 2001). A su vez, este receptor 

es susceptible a una rápida desensibilización e internalización si se compara con 

el GnRHR tipo-I (Neill, J. D. y col., 2004). Por otro lado, la técnica empleada para 

medir IP3, fue realizada en presencia de LiCl para inhibir la desfosforilación de 

los inositoles. Por lo tanto, en estos ensayos medimos los inositoles acumulados 

durante 30 minutos. Teniendo en cuenta esto, podríamos explicar nuestros 

resultados pensando que el GnRHR tipo-I (de desensibilización/internalización 

lenta) permite determinar valores altos de IP3 dado que los mismos están 

acumulándose en el citoplasma de las células. Sin embargo, el GnRHR tipo-II, 

(de desensibilización/internalización rápida) al ser estimulado por dosis altas de 

GnRH-II podría desensibilizar su respuesta rápidamente sin permitir así una 

acumulación de inositoles fosfato suficiente para su detección. En cambio, al 

emplear dosis bajas de GnRH-II como agonista, estas dosis no desensibilizarían 

a este receptor permitiendo la acumulación de IP3, y así es como lograríamos 

observar el incremento a bajas dosis. Futuros experimentos, diseñados a 
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tiempos cortos deben ser diseñados para corroborar esta hipótesis. Por ejemplo, 

estamos pensando en evaluar el efecto de GnRH-I y GnRH-II en células SPO, 

pasándonos a un modelo que es capaz de seguir la misma vía de señalización, 

pero en tiempo real como lo es la determinación de los niveles intracelulares de 

Ca2+ por incubación con FURA 2-AM y espectrofluorometría. 

 Estos resultados implican la participación del GnRHR tipo-I en la respuesta de 

IP3 inducida por GnRH-I en células SPO y evidencian la posible participación de 

un GnRHR tipo-II en la estimulación observada con bajas dosis de GnRH-II. 

Por otro lado, dado que efectos antiproliferativas de GnRH-I y GnRH-II han sido 

ampliamente descritos en varios modelos de células ováricas normales y 

patológicas (Grundker, C. y Emons, G., 2003; Kang, S. K. y col., 2003), 

evaluamos la viabilidad celular en células SPO sometidas a 72 horas de 

estimulación. En estas células, GnRH-I, GnRH-II y el agonista de GnRH-I 

Buserelina, disminuyeron de manera similar la viabilidad celular a dosis de 10-7 y 

10-5M. En contraste, el análogo 135-18 presentó una respuesta antiproliferativa 

bifásica, mostrando una disminución en la viabilidad celular de aproximadamente 

un 30% respecto del control a dosis de 10-7M, pero perdiendo sus efectos a 

concentraciones de  

10-5M, sugiriendo así una regulación negativa del sistema. Estudios in vitro 

demuestran la inactivación proteolítica de GnRH en células ováricas de rata 

(Berger, H. y col., 1988). Si tenemos en cuenta que 135-18 es un péptido 

sintético con varios aminoácidos modificados, el mismo, podría ser menos 

susceptible a degradación por peptidasas y por lo tanto tener vida media más 

larga en estos ensayos.   
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Aparte de actuar como agonista del GnRHR tipo-II, el 135-18 también posee 

efectos de antagonista de GnRHR tipo-I. Resultados de nuestro laboratorio 

indican que  antagonistas clásicos del GnRHR tipo-I (Cetrorelix y Antide) también 

inducen una disminución en la viabilidad de estas células (Fernández, M. O. y 

col., 2004). Por otro lado, experimentos realizados en líneas celulares de 

carcinoma ovárico demuestran que Cetrorelix posee efectos antiproliferativos 

comparables a los de agonistas de GnRH-I (Grundker, C. y col., 2002), al igual 

que lo observado aquí para 135-18. Sumado a esto, ensayos en líneas ováricas 

donde el GnRHR tipo-I fue silenciado, los efectos antiproliferativos de agonistas 

de GnRH-I fueron bloqueados, mientras que la acción antiproliferativa de 

Cetrorelix o de GnRH-II persistió (Grundker, C. y Emons, G., 2003). De esta 

manera, demostraron que GnRH-II y un antagonista clásico del GnRHR tipo-I, 

actúan disminuyendo la tasa de proliferación celular en estas células ováricas, 

ejerciendo sus efectos por un receptor diferente del GnRHR tipo-I.  

Los efectos proapoptóticos de GnRH han sido bien caracterizados en diferentes 

modelos de células ováricas normales y tumorales (Billig, H. y col., 1994; 

Grundker, C. y col., 2002; Imai, A. y Tamaya, T., 2000; Kang, S. K. y col., 2003; 

Parborell, F. y col., 2002; Wang, Y. y col., 2002; Zhao, S. y col., 2000). Para 

corroborar, si la disminución en la viabilidad observadas con el método de MTS 

eran debidas a una disminución en la proliferación celular o a un incremento en 

la tasa de apoptosis, inducida en estas células por los estímulos empleados, 

determinamos los niveles de apoptosis en cultivos SPO. 

Dado que en estos experimentos no observamos efectos proapoptóticos de los 

distintos GnRH, deducimos que GnRH-I, GnRH-II y 135-18 poseen efectos 

antiproliferativos en cultivos de células ováricas superovuladas. La falta de efecto 
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proapoptótico mediada por Buserelina, un análogo de GnRH, ha sido 

corroborada en estos cultivos de células ováricas SPO recientemente 

(Sorianello, E. M. y col., 2005). Parborell y colaboradores, describieron que 

células ováricas con una tasa apoptótica basal elevada, no son suceptibles a los 

efectos apoptóticos de GnRH, a no ser que coexistan factores tróficos 

influenciando a estas células (Parborell, F. y col., 2001). 

Por último, estudiamos la capacidad de estos péptidos para estimular la 

producción de progesterona en estas células. En estos experimentos, GnRH-I, 

su análogo Buserelina y GnRH-II no modificaron los niveles de progesterona 

medidos en el medio de cultivo. Por el contrario, 135-18 mostró nuevamente una 

respuesta bifásica, incrementando los niveles de progesterona a 10-7M y 

volviendo a valores controles a dosis mayores. En estos cultivos de células 

ováricas luteínicas de rata demostramos que la Buserelina no modificaba los 

valores basales de progesterona (Chamson-Reig, A. y col., 1997). Sin embargo, 

en estudios llevados a cabo en células de granulosa ovárica de mandril tanto 

Buserelina como GnRH-II indujeron una disminución en la progesterona liberada 

(Siler-Khodr, T. M. y col., 2003). Si bien tenemos que tener en cuenta las 

disparidades en los modelos celulares, las diferencias observadas también 

podrían explicarse debido a la normalización de la progesterona liberada por 

número de células, empleada en este trabajo debido a los efectos 

antiproliferativos que presentaban los péptidos empleados.  

Resumiendo, estos resultados sugieren que las respuestas intracelulares de 

inositoles tri-fosfato en cultivos de células SPO, GnRH-I y GnRH-II estarían 

ejerciendo sus acciones mediante receptores diferentes. Por otro lado, se 

observa que GnRH-I, GnRH-II y 135-18 posen efectos antiproliferativos en estas 
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células, mientras que no observamos efectos proapoptóticos para estos 

compuestos. El patrón observado en la respuesta antiproliferatriva, muestra al 

análogo 135-18 como el compuesto más potente ensayado en estos 

experimentos. Efectos similares, también fueron observados para otra respuesta 

celular, la producción de progesterona en estos cultivos SPO, reforzando así la 

hipótesis de un receptor distinto del ya descrito en rata GnRHR tipo-I. Por lo 

tanto, proponemos el diseño de futuros experimentos para dilucidar la naturaleza 

de este putativo GnRHR presente en células SPO, con características similares 

al GnRHR tipo-II descrito en otros mamíferos.      
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CONCLUSIONES  
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CAPITULO I: Detección de variantes de GnRH. 

 

 Demostramos la presencia en cerebro de rata de la forma hidroxilada en 

Prolina9 de GnRH-I (hypGnRH) y descartamos la presencia la variante 

lGnRH-III propuesta por otros autores.  

 

 No detectamos la forma sGnRH, en cerebro de rata. 

 

 Obtuvimos indicios mediante el empleo de diferentes sistemas de HPLC/RIA 

heterólogo de gpGnRH en cerebro de rata.    

 

 Evidencias cromatográficas, inmunológicas, moleculares y de actividad 

biológica sugieren fuertemente la expresión de GnRH-II en bulbo olfatorio, 

cerebro remanente e hipófisis y no en hipotálamo de rata.    
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CAPITULO II: Actividad biológica de variantes de GnRH. 

 

 GnRH-I y GnRH-II poseen similar actividad liberadora de gonadotrofinas en 

cultivos primarios de células adenohipofisarias. 

 

 Las variantes gpGnRH y sGnRH poseen una aparente menor potencia en la 

liberación de LH y FSH en estos cultivos. 

 

 La variante lGnRH-III no evidenció capacidad de evocar aumento de LH o de 

FSH en cultivos celulares ni en incubaciones in vitro de hipófisis, 

descartando así su postulada función de factor liberador de FSH. 

 

 La forma hypGnRH demostró ser capaz de estimular la liberación de LH en 

cultivos de células hipofisarias, con menor potencia que GnRH-I. 

 

 Las respectivas potencias de estas variantes en cuanto a la liberación de 

gonadotrofinas, poseen su correlato en las respuestas intracelulares de Ca2+.  
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CAPITULO III: Receptores de GnRH. 

 

En cultivos de adenohipófisis: 

 

 135-18 no posee efecto en la liberación de LH y FSH ni en la mobilización de 

IP3. 

 

 135-18 se comporta de manera similar a antagonistas del GnRHR tipo-I, 

bloqueando los efectos tanto de GnRH-I como de GnRH-II. 

 

 Por lo tanto, en hipófisis la actividad gonadotrófica parece estar mediada por 

el GnRHR tipo I.   

 

 

En cultivos de células ováricas SPO: 

 

 135-18 antagoniza el efecto de GnRH-I en el aumento de IP3 y no presenta 

efecto significativo per se. 

 

 GnRH-II aumenta la mobilización de IP3 a bajas dosis y no a dosis mayores. 

 

 GnRH-I y GnRH-II disminuyen la tasa de proliferación celular, sin tener 

efecto en los niveles de apoptosis de estas células. 

 135-18 posee una respuesta antiproliferativa de mayor potencia y de manera 

bifásica, al igual que otros antagonistas del GnRHR tipo I. 
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 135-18 estimula la producción de progesterona. 

 

 Existe un marcado contraste entre la respuesta hipofisaria y ovárica frente a 

los diferentes GnRH’s, sugiriendo la existencia en ovario de un sitio de unión 

distinto del presente en células hipofisarias. 
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