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Resumen: La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) tiene la funcion de regular la
sintesis y liberacion de las hormonas gonadotréficas hipofisiarias, que gobiernan las funcio-
nes gonadales de los vertebrados. Si bien la hormona es un decapéptido, hasta el momento,
se han aislado y secuenciado nueve formas estructurales diferentes de GnRH en vertebra-
dos. La mayoria de las especies expresan dos o0 mas variantes moleculares de GnRH, siendo
“chicken Il GnRH” (cliIGNRH), una variante presente casi universalmente. El origen y la ruta
migratoria de las neuronas GnRH, ha sido descripta en distintos animales y a pesar de la
distancia filogenética, aparece muy similar desde los peces hasta los mamiferos. La locali-
zacion encefalica de esta poblacion neuronal muestra similitudes y diferencias entre los
distintos vertebrados y también en los distintos 6rdenes de mamiferos estudiados. Estas
variaciones anatdémicas coinciden con mecanismos fisiologicos diferentes y pueden aplicar-
se para aclarar los cambios evolutivos que influyen en el desarrollo de nuevas estrategias
reproductivas.
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PHYLOGENETIC STUDY OF THE POPULATION OF
GONADOTROPHIN-RELEASING HORMONE (GNRH)
NEURONS OF THE VERTEBRATES

Abstract: Gonadotrophin releasing hormone (GnRH) is an hypothalamic decapeptide that
regulates the reproductive system of vertebrate by stimulation of synthesis and release of
pituitary gonadotrophin hormones. Nine molecular variants of this hormone have been iso-
lated and identified from brain extracts of different vertebrate species. Most of them ex-
pressed two or more forms of GnRH, and the molecular variant named “chicken Il GhnRH” (cll
GnRH) have been isolated in almost of the species studied. The origin and migration of GnRH
neurons have been described strikingly similar in different animals classes, from fishes to
mammals. The distribution pattern of GnRH cell bodies has been examined in several spe-
cies. Although in general the emplacement of GhRH neurons appear similar, most cell bodies
being located in the hypothalamus, a considerable interspecies-variation has been reported
for the proportion of GnRH neurons in various hypothalamic regions. These anatomical varia-
tions were observed in coincidence with modification of the physiological patterns and could
be applied to explain the development of dissimilar reproductive behavior by animal spe-
cies.
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INTRODUCCION

La hormona liberadora de gonadotrofinas
(GNRH) es un decapéptido que gobierna la fun-
cion reproductiva en la mayoria de los vertebra-
dos. Esta hormona, sintetizada por neuronas se-
cretoras ubicadas en el hipotdlamo, es liberada
en los vasos de la eminencia media para regular
la produccién y liberacién de las hormonas gona-
dotréficas hipofisiarias, foliculo estimulante (FSH)
y luteinizante (LH), responsables de desencade-
nar los procesos de esteroidogénesis y gametogé-
nesis gonadal. La neurofisiologia reproductiva de
diversas clases animales muestra una organiza-
cion similar en lampreas (1), peces (2), anfibios
(3), reptiles (4), aves (5, 6) y mamiferos (7), exis-
tiendo homologias anatémicas y funcionales, aun
cuando cada clase, orden y especie posee estrate-
gias reproductivas derivadas de las variaciones
adaptativas al medio donde desarrollan su vida.

Variantes estructurales de GnRH:

La primer forma estructural de GnRH ha sido
aislada a partir del hipotalamo de porcinos y ovi-
nos (8, 9), sin embargo, en las ultimas tres déca-
das, la estructura molecular de GnRH ha sido se-
cuenciada en representantes de las siete clases
de vertebrados (10). Hasta el presente, han sido
demostradas nueve variantes moleculares de
GnRH en vertebrados y dos en invertebrados (10,
11, 12, 13). La estructura de la GnRH se encuen-
tra conformada por una cadena de diez amino&ci-
dos y muestra cinco de ellos constantes en las di-
ferentes formas conocidas. El grupo amino termi-
nal (aminoé&cido 1 y 2), el carboxilo terminal (ami-
noécido 9 y 10) y el cuarto aminoacido han sido
descriptos idénticos para las diferentes formas ais-
ladas (10, 11, 12).

En el hipotalamo del pollo han sido encon-
tradas dos variantes de GnRH: chicken | (cGnRH-
1) (5, 14, 15) y chicken Il (cGnRH-I1I) (6). En peces
teledsteos, a partir de extractos de tejidos cere-
brales han sido secuenciadas tres formas mole-
culares de la hormona, una en el salmoén del Paci-
fico, Oncorhynchus keta, (SGNRH) (16), otra en el
bagre tailandés, Clarias macrocephalus (cfGnRH)
(17) y una tercera en Spaurus aurata (sbGnRH)
(18).

En mamiferos, la estructura de una sola
variante de GhnRH (mGnRH) ha sido aislada y se-
cuenciada a partir de extractos encefalicos de por-
cinos, Sus scrofa (9), ovinos, Ovis aries (8), ratas,
Rattus norvegicus (19), ratones, Mus musculus (20)
y humanos, Homo sapiens (19, 21).

Las restantes variantes encontradas en ver-
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tebrados han sido informadas en extractos cere-
brales del tiburén Squalus acanthias (sbGnRH) (22)
y de la lamprea, Petromyzon marinus (hGnRH) (23,
24). Sin embargo, existen evidencias de la pre-
sencia de otras variantes de GnRH, en otras espe-
cies de vertebrados investigados (25, 26, 27, 28).

Distribucion taxondmica de variantes

de GNnRH en vertebrados:

En la mayoria de los peces se ha demostra-
do la presencia de dos variantes de GnRH, y sélo
en algunas especies de peces ha sido detectada la
expresion de tres variantes. La forma molecular
cllIGNRH ha sido reportada como una constante
en todas las especies de peces estudiadas (16, 17,
18, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34).

La mayor parte de los anfibios estudiados
expresan tres formas de GnRH: clIGNRH, mGnRH
y una tercer variante con caracteristicas similares
a sGnRH (10, 23, 35, 36). Sin embargo, en repti-
les y aves han sido solamente identificadas cIGnRH
y cliIGnRH (5, 6, 14, 15, 31, 37, 38).

En mamiferos marsupiales e insectivoros (25,
26, 39, 40) también se han identificado dos va-
riantes moleculares de GhnRH: mMGnRH y clIGNRH.
Sin embargo, existen muy pocos estudios sobre
los demas grupos de mamiferos euterios. A pesar
de las evidencias surgidas en estudios prelimina-
res, que indicaban la presencia de dos 0 mas pép-
tidos con actividad liberadora de gonadotrofinas
en el hipotalamo de ratas y cerdos, estudios reali-
zados combinando cromatografia liquida de alta
presion, técnicas inmunoldgicas y actividad biol6-
gica solo detectaron la presencia de una Unica
variante (INGnRH) en ratas, ovinos y humanos (12,
25). El grupo de roedores histricomorfos mostro
caracteristicas especiales ya que se constaté, usan-
do métodos cromatograficos e inmunologicos, la
presencia de tres variantes de GnRH. Las formas
descriptas en el carpincho (Hydrochaeris
hidrochaeris) correspondieron a sGnRH, clIGnRH
y mGnRH. (41)

Origen y migracion de las neuronas
GnRH:

En peces, reptiles, aves, y mamiferos (42, 43,
44, 45, 46, 47, 48), se encuentra documentado
que las células precursoras de las neuronas GnRH
son detectadas originalmente en la regién nasal
antes de aparecer en el cerebro. La poblacién de
células GnRH, toma origen en la placoda olfatoria
y migra durante el desarrollo a lo largo del nervio
terminal o nervio olfatorio, hasta alcanzar su lo-
calizacién definitiva en el hipotalamo. Las investi-
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gaciones son coincidentes en el sentido que las
neuronas GnRH se originan en la placa olfatoriay
en el epitelio embrionario de las coanas posterio-
res, y realizan una migracion asociada al nervio
terminal (43, 44, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54).

En estudios inmunohistoquimicos realizados
en peces (Oncorhynchus keta, Colisa lalia,
Oreochromis niloticus), las neuronas GnRH se de-
tectaron en la parte basal de la placoda olfatoria
en forma aislada o formando pequefios acumulos
celulares. Después de la eclosion, las células se
observaron secuencialmente en el nervio olfatorio
y parte rostral del cerebro. En estado juvenil las
neuronas GnNRH migran siguiendo el nervio ter-
minal, incrementan su namero y tamafo, y sus
axones se extienden hasta el telencéfalo ventro-
medial y el hipotdlamo (49, 55, 56).

En reptiles (Anolis carolinensis), no se ob-
servaron neuronas o fibras GnRH en el cerebro
anterior. En el cerebro medio, sin embargo, se
detectaron cuerpos neuronales a lo largo del bor-
de medial del fasciculo longitudinal las que pro-
yectan sus axones hacia los nucleos de los ner-
vios craneales Il y IV. En el cerebro posterior, fi-
bras GnRH se detectaron en el area del nucleo
vestibular y funiculo dorsal (57).

Em. 11 dias

Em. 13 dias

Em. 14 dias

En aves (Gallus gallus domesticus y
Melaegris gallopavo) las neuronas GnRH se evi-
denciaron sobre el epitelio olfatorio al tercer dia
del desarrollo embrionario, y comienzan su mi-
gracién entre los dias 3y 4 (54, 58). La apariciéon
en el telencéfalo se produce a partir de los dias 4y
5, siguiendo una ruta migratoria similar a los otros
vertebrados (54, 58). A partir del quinto dia del
desarrollo del pollo, se detectaron neuronas GnRH
en el diencéfalo formando una poblacion de ori-
gen extraolfatorio (58). Durante el sexto y séptimo
dia, cordones de neuronas GnRH se extienden
sobre el nervio olfatorio a lo largo del septo nasal
para atravesar la porcién ventromedial del cere-
bro anterior. A la edad de 8 dias, se pone en evi-
dencia una marcada disminuciéon en el niamero
de células GnRH en el epitelio olfatorio y concomi-
tantemente se incrementa en el area del cerebro
anterior. Finalmente, en el dia 11 del desarrollo la
mayoria de las neuronas GnRH se encontraron
en su localizacion adulta (54, 58).

En dos 6rdenes de mamiferos, roedores, Mus
musculus (46, 48, 64), Rattus norvegicus (43, 59,
60, 61), Cavia porcellus (62, 63), y primates
(Macaca mulatta) (44, 47, 51), se encuentran estu-
dios que describen el origen y la ruta migratoria
del sistema neuronal GnRH.

Em. 16 dias

Figura 1: El esquema muestra la ruta migratoria de las neuronas GnRH desde la placa olfatoria en un
embridén de ratdén de 11 dias hasta su localizacién definitiva en el hipotalamo rostral en un embrién de
16 dias. En los estadios intermedios (13 y 14 dias) se detalla el recorrido de los cuerpos neuronales
(circulos negros) siguiendo los nervios. gl: ganglio terminal; ob: bulbo olfatorio; POA: area preoéptica;

VNO: 6rgano vomeronasal. (Adaptado de Shwanzel-Fukuda, M. 1997).

Figure 1. The migratory route GnRH immunorreactive neurons from the medial olfactory placode to the forebrain is shown in
drawings in the saggital plane of the whole heads of embryonic mice on days 11,13, 14 and 16. The neuronal bodies are shown
with black dots. Abbreviations: gl: ganglion terminale; ob: olfactory bulb; POA: preoptic area; VNO: vomeronasal organ. (From

Shwanzel-Fukuda, M. 1997).
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En ratones (Mus musculus), las neuronas
GnRH se encontraron en el dia 10-11 de la gesta-
cion en la placa olfatoria medial dentro del pri-
mordio del 6rgano vomeronasal (46, 48, 64). En la
rata (Rattus norvegicus), durante los dias 13,5-
14,5 se encontraron células migrando desde del
d6rgano vomeronasal y ascendiendo por el nervio
terminal, para alcanzar la superficie media de la
vesicula prosencefélica (43, 61). Durante el pro-
ceso migratorio las células GnRH se observaron
en el septum y llegan a su posicion definitiva en el
area preodptica, en los dias 16,5-17,5 (43, 59, 60).

En el cobayo (Cavia porcellus), las neuronas
GnRH originalmente se visualizaron en la mucosa
nasal, entremezcladas con fibras del nervio olfa-
torio (62, 63) para ser detectadas posteriormente
en el recorrido del nervio terminal el dia 28 de
gestacion (63).

En primates (Macaca mulatta), se describie-
ron dos poblaciones celulares reactivas a GnRH,
ambas tomando origen en la placoda olfatoria, pero
constatadndose su presencia en diferente momen-
to de la gestacion. Estas poblaciones, son diferen-
tes morfolégicamente y su distribucién encefélica
difiere, siendo las neuronas de aparicién tardia
las que enriquecen la regién mediobasal del hipo-
tdlamo, mientras que el grupo temprano coloniza
el septum, area predptica, estria terminal, amig-
dala y claustrum (51).

En embriones humanos de 42 dias, las cé-
lulas GnRH se observaron en el epitelio del pri-
mordio olfatorio medial, asociadas a los nervios
terminal y vomeronasal (47). En fetos de 12-19
semanas, neuronas GnRH se visualizaron forman-
do fasciculos nerviosos surgiendo del 6rgano
vomeronasal.

=
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En la migraciéon de las neuronas GnRH du-
rante la etapa embrionaria y fetal se encuentran
involucrados factores fisicos y quimicos que inter-
vienen en la adhesion celular (45). Cuando se pro-
duce una interrupcion de la migracion normal de
las neuronas GnRH, por falta o ausencia de los
factores de adhesion celular, aparecen graves con-
secuencias, estudiadas y detalladas en el huma-
no como Sindrome de Kallmann. Este sindrome,
también conocido como Displasia olfatogenital de
Morsier, es un desorden genético caracterizado por
un defectuoso desarrollo del sistema olfatorio,
ausencia de uno o ambos bulbos olfatorios,
anosmia, hipogonadismo y ausencia de libido. (44,
45, 53). Los individuos con este sindrome, mues-
tran una ausencia completa de inmunorreactivi-
dad a GnRH en el cerebro. Sin embargo, se visua-
lizan fibras reactivas a GnRH en el nervio termi-
nal de la regidon nasal y en la superficie dorsal de
la placa cribiforme. Estos hechos sugieren que el
sistema olfatorio, el 6rgano vomeronasal y los ner-
vios terminales, asi como las neuronas GnRH, tie-
nen un desarrollo normal hasta un determinado
momento de la gestacién (45).

Distribucion de la poblacion neuronal

GnRH en el encéfalo mamifero:

La morfologia y ubicacion de las neuronas
GnRH en el encéfalo han sido extensamente in-
vestigadas, utilizando técnicas inmunohistoquimi-
cas, en diferentes 6rdenes de mamiferos: roedo-
res tales como cobayo (Cavia porcellus) (65), rata
(Rattus norvegicus) (66) y coipo (Myocastor coypus)
(67); rumiantes como oveja (Ovis aries) (68) y ca-
bra (Capra hircus) (69, 70); carnivoros como el
hurén (Galictis cuja) (71) y primates como babui-
nos (Papio ursinus) (72) y el hombre (Homo sapiens)
(71). La localizacion y distribucion es similar en

Muliipolar

|machs = 6 x 17 pumi)
|henibra = 27 5 18 jpm|

Figura 2. Subtipos morfolégicos de neuronas GnRH caracterizados por inmunohistoquimica.
Figure 2. Morphological subtypes of GnRH neurons made evident by immunohistochemistry.
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todas las especies citadas, encontrandose la po-
blacion GnRH en el hipotalamo, aunque existe una
considerable variacion interespecie en la propor-
cion de neuronas alojadas en las diferentes areas
y nucleos del hipotalamo (73, 74).

En los roedores se localiza el mayor porcen-
taje de neuronas GnRH en la parte rostral del hi-
potadlamo ocupando principalmente el area predp-
tica, nucleo medial predptico, ndcleo supradptico
y nudcleo supraquiasmético, sin embargo, no se
ha comunicado la presencia de cuerpos neurona-
les en el hipotalamo medio basal.

En los rumiantes los primeros resultados
han sido obtenidos utilizando hembras ovinas (75),
pero investigaciones posteriores, comparan am-
bos sexos en caprinos (69, 76) y han demostrado
mayor nimero de neuronas en el macho. La loca-
lizacion del sistema GnRH parece ser similar en
los ovinos (Ovis aries), sin variaciones entre los

]|
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Figura 3: El esquema muestra dos secciones
coronales del hipotalamo rostral de un coipo ma-
cho adulto. Las neuronas GnRH (circulos negros)
se ubican principalmente en el area predptica
(POA) y nucleo de la estria terminal (BST). ac: co-
misura rostral; fx: fornix; och: quiasma 6ptico; tol:
tracto olfatorio lateral; GP: globus pallidum; MPOA:
ndcleo medial preé6ptico; Sl: sustancia
innominada; TV: tercer ventriculo.

Figure 3. Schematic coronal sections of the rostral hypothala-
mus of the adult male coipo showing the GnRH neurons (black
dots). The clusters of immunorreactive neurons are mainly lo-
cated in area preoptic (POA) and bed nucleus of stria terminalis
(BST). ac: rostral commisure; fx: fornix; och: optic chiasm; tol:
lateral olfactory tract; GP: globus pallidus; MPOA: medial pre-
optic nucleus; Sl: sustantia innominata; TV: third ventricle.

sexos (68, 75, 77). El mayor porcentaje de cuer-
pos neuronales se ubican en el hipotalamo rostral
ocupando los nucleos de la estria terminal,
supraoptico, medial preéptico y area preoptica. Sin
embargo, el 6 % de las neuronas se encontraron
en el hipotalamo mediobasal, localizadas en el nu-
cleo arcuato y &rea hipotaldmica anterior. De
acuerdo con nuestros estudios en bovinos (Bos
taurus) (78) no parecen existir diferencias entre
los rumiantes poliéstricos estacionales y anuales.

Figura 4. El esquema muestra una seccion coronal
del hipotalamo rostral en un caprino macho y hem-
bra. Las neuronas GnRH (asteriscos) se ubican
en el area predptica (POA) y nucleo de la estria
terminal (BST). ac: comisura rostral; fx: férnix; och:
quiasma oOptico; tol: tracto olfatorio lateral; CA:
nucleo caudado; GP: globus pallidum; MPOA:
ndcleo medial predptico; MS: area septal medial,
Sl: sustancia innominada; SON: nucleo
supraéptico; TV: tercer ventriculo.

Figure 4. Schematic coronal sections of the rostral hypothala-
mus of the male and female goats showing the GnRH neurons
(asterisks). The clusters of immunorreactive neurons are mainly
located in area preoptic (POA) and bed nucleus of stria
terminalis (BST). ac: rostral commisure; fx: fornix; och: optic
chiasm; tol: lateral olfactory tract; CA: caudate nucleus; GP:

globus pallidus; MPOA: medial preoptic nucleus; Sl: sustantia
innominata; SON: supraoptic nucleus; TV: third ventricle.

Los datos disponibles para especies de otros
ordenes, como hurones (Galictis cuja) (71), monos
(Papio ursinus) (72) y hombre (Homo sapiens) (71),
han establecido una localizacién distinta para las
mismas neuronas, que se encuentran en el hipo-
tdlamo mediobasal especialmente en el ndcleo
arcuato.

La extension rostral del sistema GnRH, en-
contrada en casi todas las especies, representada
por axones y escasos cuerpos celulares esparci-
dos desde el area septal hasta el hipotalamo
rostral, podria representar s6lo un remanente
embriolégico de la migracién de estos elementos
desde la porcion olfatoria del embrion (79). Sin
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embargo, la proyeccion caudal del sistema GnRH, se encuentra involucrada en este sector del enceé-
representado por las neuronas del ntcleo arcuato falo, pues hemos indicado que clIGNRH es una
y los axones que alcanzan el complejo mamilar, variante constante y por otro lado, sigue vigente
podria tener implicancias en la regulacion de con- la hip6tesis que en los vertebrados, algunas es-
ductas relacionadas con la reproduccion, de acuer- tructuras inmunorreactivas a GnRH podrian te-
do a las hipétesis postuladas para roedores (60) ner un origen extraolfatorio.

CONCLUSIONES Es conocido que el sistema nervioso central,

El origen de las neuronas GnRH y los sig- €N su evolucién filogenética, incorpora nuevas es-
nos que presenta la interrupcion de su migracién tructuras sobre las ya existentes, y las &reas nue-
en los vertebrados, evidencian la interrelacion exis- Vas poseen jerarquicamente una funcién rectora
tente entre el sistema olfatorio y reproductivo. Si sobre las mas primitivas. Sin embargo, en esta
bien las experiencias son coincidentes en el ori- revision no se han encontrado evidencias de que

gen olfatorio del sistema de neuronas GnRH, que- €l sistema GnRH se comporte de esta forma. A
remos enfatizar la intima conexion que tiene este Pesar de demostrarse varias formas moleculares

sistema con la via olfatoria secundaria, derivada de GNRH, las distintas especies expresan una va-
del 6rgano vomeronasal, donde la GnRH podria fiante determinada caracteristica de la clase ani-
actuar como neuromodulador de otras conductas Mal a la que pertenecen. Sélo especies postuladas
asociadas a la reproductiva. Sin embargo, es ne- €OmMo evolutivamente antiguas son una excepcion
cesario establecer qué variante molecular de GnRH @ este patrén, tal es el caso del carpincho. Por lo
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Figura 5. Esquema comparativo de la distribuciéon de las neuronas GnRH, caracterizadas por inmu-
nohistoquimica, en una seccion sagital del hipotalamo de hembras rumiantes. En ovinos y caprinos el
mayor porcentaje de neuronas GnRH ha sido descripto en el hipotalamo rostral. EI MPOA y AHA
representan las areas de mayor concentracion, mientras que el ARC en el hipotalamo medio basal,

contiene solo el 6% de las neuronas.

Figure 5. Comparative graphic about GnRH neurons distribution in female domestic ruminats, along the hypothalamus, using
immunohistochemistry to indentify the population cell. In sheep and goat the majority of GnRH immunorreactive neurons were
observed in the rostral hypothalamus. The MPOA and AHA were identified as the main areas containing GnRH cell bodies, and
in the mediobasal hypothalamus only a low percentage of scattered neurons was described

ISSN 1514-2590 ANnaLECTA VETERINARIA 2001; 21, 1:12 -21 17



A. Soto y col.

tanto, estos estudios se transforman en una linea
de investigacion que podria cambiar la concep-
cion del proceso evolutivo de algunos circuitos
encefalicos.

La mayoria de las clases de vertebrados ex-
presan dos o méas formas moleculares de GnRH,
siendo cllIGNRH una variante de presencia cons-
tante, aunque de variable concentracion en las
diferentes clases de vertebrados. Este hecho abre
el interrogante sobre si esta Ultima variante cum-
ple una funciéon especifica y diferente a la GnRH
correspondiente a cada clase. Los trabajos de
Montaner, A.D. (1998) nos detallan que no se de-
tecta clIGNRH en el hipotalamo del carpincho,
Unico sitio donde se informan cuerpos neurona-
les en los roedores. Sin embargo, esta variante mo-
lecular es abundante en la regién olfatoria donde
no se han informado neuronas GnRH-ir. Queda
so6lo la posibilidad de que esta variante esté conte-
nida en fibras de la region olfatoria y proceda de
los mismos cuerpos neuronales hipotalamicos, pre-
sentando como posible la hipo6tesis de que
cllIGnRH, es un precursor de las otras formas
moleculares o bien coexiste en las mismas neuro-
nas.

En los mamiferos, el grado de desarrollo de
los distintos sistemas sensoriales, trae aparejado
un cambio en la localizacidon hipotalamica de las
neuronas GnNRH, y en forma conexa a las diferen-
tes variantes moleculares, concentraciones, y com-
binaciones respectivas, podrian ser los causales
de las diversas conductas y estrategias reproduc-
tivas existentes en los diferentes 6rdenes y espe-
cies de mamiferos.
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