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1. RESUMEN 
 
 

Existen múltiples mecanismos estrogénicos de regulación del eje reproductivo. 

Entre los más estudiados se encuentran la regulación estrogénica a nivel de la hipófisis y 

la regulación estrogénica indirecta de la secreción de la hormona liberadora de 

gonadotropinas ó GnRH (por sus siglas en ingles), la cual ocurre por acción de los 

estrógenos sobre células aferentes a las neuronas secretoras de la GnRH, células que 

conforman la vía final común de este eje. En el presente estudio se analizó un 

mecanismo de acción directa del estradiol sobre neuronas GnRHérgicas. Se propuso 

como hipótesis que los esteroides gonadales actúan modificando la expresión de 

proteínas involucradas en la regulación de la secreción de la GnRH, incluyendo a los 

receptores a moduladores que participan en la comunicación endócrina y sináptica 

aferente. Para analizar esta hipótesis se determinó en neuronas GnRHérgicas 

inmortalizadas GT1-7 el efecto del 17β-estradiol sobre la expresión de receptores a dos 

importantes señales reguladoras de la GnRH, como lo son la norepinefrina y la 

kisspeptina (un muy potente estimulador de la secreción de la GnRH recientemente 

descubierto). Primeramente se encontró que los nueve receptores adrenérgicos (RA) 

conocidos son expresados en las células GT1-7. De forma paralela se encontró la 

expresión funcional del receptor a la kisspeptina, conocido como GPR54. También se 

detectó en esta línea celular al ARN mensajero correspondiente a KiSS-1, lo cual 

sugiere la posibilidad de un mecanismo de señalización autócrina por parte de este 

péptido recientemente implicado en el eje reproductivo. Posteriormente se analizó 

mediante RT-PCR en tiempo real el efecto del tratamiento con 17β-estradiol (10 nM) 

por períodos de 3, 6, 12, ó 24 horas, sobre el nivel de expresión de estas moléculas. Se 

detectó un incremento en los ARN mensajeros correspondientes a los receptores 

adrenérgicos α1B y α1D en respuesta al tratamiento estrogénico de 12 y 24 h. También 

se observó un incremento significativo en los niveles de ARN mensajeros de GPR54 y 

KiSS-1 a las 24 horas del tratamiento. Dado que estas moléculas están implicadas en 

vías de transducción que conllevan a la estimulación de la secreción de la GnRH, se 

propone que éste podría ser un mecanismo implicado en la señal estrogénica de 

retroalimentación positiva. Por otra parte, en las células GT1-7 se detectó la expresión 

del receptor membranal a estradiol recientemente descubierto, el GPR30. Estos 

resultados apoyan la existencia de un nuevo mecanismo de acción directa del estradiol 

sobre las neuronas GnRHérgicas, que actuaría de manera complementaria a las acciones 

indirectas ya conocidas. 



2. ABSTRACT 
 
 
 

Estradiol plays a critical role in the feedback regulation of reproduction, in part 

via modulating the neurosecretory activity of GnRH neurons. Indirect actions of 

estradiol on GnRH neurons have been clearly demonstrated, while direct effects are still 

controversial. In the current study, we examined direct effects of 17β-estradiol on the 

expression of receptors for afferent signals at the level of the GnRH neuron, using GT1-

7 cells. This immortalized model of GnRH-secreting hypothalamic neurons has been 

extensively employed to study direct actions of several modulators of GnRH gene 

expression and secretion. In this analysis we tested an array of G-protein-coupled 

receptors including synaptic receptors (the nine known adrenergic receptors (AR) and 

GPR54, the receptor for kisspeptin) as well as an endocrine receptor (the novel 

membrane estrogenic receptor GPR30). Using RT-PCR we confirmed the expression of 

mRNAs for α1A-, α1B-,  α1D-, α2A-, α2C-, and β1-AR, and showed for the first time 

that mRNAs for α2B-, β2- and β3-AR, for kisspeptin and its receptor GPR54, and for 

GPR30 are expressed in GT1-7 cells. Expression levels of all of these mRNAs were 

determined by real-time PCR after treatment of GT1-7 cells with 17β-estradiol (10nM). 

We found both rapid and delayed transcription responses. α1B-AR mRNA expression 

was significantly increased (14-fold) in response to estradiol after 6 hours, while α1B- 

and α1D-AR mRNA expression were significantly increased (19- and 23-fold, 

respectively) after 24 hours. The expression of KiSS-1 and GPR54 mRNAs were also 

significantly increased (8- and 6-fold, respectively) after 24 hour treatment of GT1-7 

cells with estradiol. GPR30 mRNA expression was not affected by estradiol. Our data 

also showed that 1 and 10 nM kisspeptin-10, when added to the culture media for 30 

minutes, can significantly stimulate GnRH release and GnRH mRNA expression in 

GT1-7 cells 

These results suggest that the complex physiologic effects of estradiol on the 

function of the reproductive axis could be mediated partly through direct modulation of 

the expression of receptors for afferent signals in GnRH neurons. 

 
 



3. INTRODUCCIÓN 
 
 
 

La orquestación de la función reproductiva se lleva a cabo por señales neurales y 

hormonales que inciden sobre las neuronas neurosecretoras de la hormona liberadora de 

gonadotropinas ó GnRH (por sus siglas en ingles). Entre los mecanismos que controlan 

la secreción de las gonadotropinas destacan las asas de retroalimentación positiva y 

negativa por parte del estradiol. La aparente ausencia de receptores a estrógenos en las 

neuronas GnRHérgicas llevó a suponer que estas asas de retroalimentación actuaban 

únicamente de manera indirecta, vía interneuronas aferentes a las neuronas 

GnRHérgicas de tipo noradrenérgico, GABAérgico y opioidérgico, las cuales expresan 

abundantes receptores a esteroides. Sin embargo, posterior al descubrimiento de un 

segundo receptor a estrógenos, y mediante métodos analíticos de alta sensibilidad se ha 

encontrado la expresión de estas moléculas en neuronas GnRHérgicas in situ y en líneas 

celulares inmortalizadas como las GT1. 

 

En este estudio se analizó en neuronas GnRHérgicas GT1-7, el efecto del 17β-

estradiol sobre la expresión de receptores a señales que regulan la secreción de la 

GnRH, como lo es la norepinefrina, un catecolamina con implicaciones facilitadoras de 

la secreción de la GnRH, así como de la kisspeptina, un muy potente estimulador de la 

secreción de la GnRH recientemente descubierto, al cual se le atribuye un papel esencial 

en el establecimiento de la pubertad. Además, también se analizó la expresión del 

receptor a estrógenos membranal recientemente descubierto, el GPR30. 

 

 A continuación se describen a grandes rasgos el eje reproductivo y el modelo 

utilizado de neuronas GnRHérgicas. Posteriormente se presentan a los moduladores de 

este sistema que fueron considerados en el presente estudio; los estrógenos, la 

norepinefrina y las kisspeptinas, describiéndose sus mecanismos de acción y a los 

receptores que median sus acciones. Finalmente se muestran los resultados obtenidos en 

el análisis experimental. 

 



4. ANTECEDENTES 
 
 
 
4.1 EJE REPRODUCTIVO 
 

La reproducción es una función esencial de los organismos, ya que de ésta 

depende la continuidad de las especies. La función reproductiva en los mamíferos es 

regulada por señales neurales y hormonales en las que intervienen el hipotálamo, la 

hipófisis anterior y las gónadas. Los estímulos que afectan la secreción de las hormonas 

hipofisarias pueden originarse dentro o fuera del organismo. Estos estímulos percibidos 

y procesados por el cerebro, convergen en la hipófisis para aumentar o disminuir la tasa 

de secreción de una hormona determinada. Las células que producen las hormonas de la 

hipófisis anterior no están inervadas por fibras secretomotoras, razón por la cual no 

parecen estar bajo regulación nerviosa sináptica. Su actividad secretora está regulada 

por las hormonas liberadoras o hipofisiotrópicas producidas por el hipotálamo. A esta 

importante conexión funcional entre el cerebro y la hipófisis, en la que el hipotálamo 

tiene una función clave, se le denomina eje hipotálamo-hipofisario. Al circuito que 

regula la función reproductiva en el cual además de estas dos estructuras participan 

también las gónadas, se le conoce como eje hipotálamo-hipófisis-gonadas (HHG), 

también conocido como eje reproductivo. 

 
El presente estudio se enfoca al estudio de los mecanismos de acción de las 

hormonas que regulan la ovulación. En las hembras, este proceso se define como la 

salida de un ovocito del ovario en condiciones de ser fecundado. Es un fenómeno que 

ocurre durante la etapa reproductiva del individuo y está regulado por la interacción de 

múltiples factores neuroendócrinos. Estos eventos neuroendócrinos modulan el 

crecimiento y la diferenciación de los folículos ováricos. Entre las hormonas que 

intervienen se incluye a las gonadotropinas; es decir a la hormona estimulante del 

folículo y a la hormona luteinizante (FSH y LH, respectivamente por sus siglas en 

inglés). También participan la prolactina y las hormonas secretadas por el ovario, en 

particular los estrógenos, así como las hormonas de las adrenales y las hormonas 

reguladoras del metabolismo, como las hormonas tiroideas y la hormona del 

crecimiento. Por su parte, participan neurotransmisores clásicos y péptidos que llegan al 

ovario o que son sintetizados en dicho órgano. Las gonadotropinas FSH y LH, están 

compuestas por dos subunidades glucoproteicas estructuralmente diferentes 



denominadas α y β, que se mantienen unidas por enlaces no covalentes. Son sintetizadas 

en la adenohipófisis por células especializadas, denominadas gonadotropos, que son 

capaces de producir una o ambas hormonas (Domínguez, 1993). En las hembras, la FSH 

estimula en los ovarios el desarrollo del óvulo cada ciclo estral o menstrual. La FSH 

también actúa sobre las células de la granulosa de los ovarios para estimular la secreción 

de estrógenos. En los machos, la FSH actúa en los testículos estimulando a las células de 

Sertoli de los túbulos seminíferos, lo que conlleva a la producción de espermatozoides. 

Por su parte, la LH en las hembras, actúa junto con la FSH, estimulando la liberación de 

uno o más ovocitos, lo que constituye el proceso de ovulación propiamente dicho. La 

LH también estimula la formación del cuerpo lúteo en el ovario, el cual secreta 

progesterona. Los estrógenos y la progesterona preparan al útero para la implantación de 

un huevo fertilizado y preparan a las glándulas mamarias para la secreción de leche. En 

el macho, la LH estimula a las células de Leydig, las cuales se localizan en el intersticio 

del testículo y producen a los esteroides sexuales masculinos. La liberación de la LH y 

la FSH está regulada por una hormona producida por el hipotálamo que recibe el 

nombre de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). La GnRH es un decapéptido 

lineal, pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, derivado de la transcripción 

de una molécula precursora, la pre-pro-GnRH. El precursor consta de 92 aminoácidos; 

23 iniciales que actúan como secuencia de señal y una secuencia de Gly-Lis-Arg 

indispensable para el procesamiento de la molécula de la GnRH. La acción fundamental 

de esta hormona hipotalámica consiste en estimular la secreción y síntesis de la FSH y la 

LH, y parece participar también en la elaboración de patrones de conducta sexual 

(Mortimer et al., 1975; Moss et al., 1975; Pfaff, 1973). El control que ejerce esta 

hormona sobre el ciclo reproductor depende de su secreción sostenida y pulsátil (Kordon 

et al., 1994).  

 

 
4.2 NEURONAS GnRHÉRGICAS INMORTALIZADAS: CÉLULAS GT1 
 

A pesar de la enorme importancia de este sistema neuronal que regula al eje 

HHG, muchas preguntas fundamentales acerca de su funcionamiento permanecen sin 

respuesta. Esto es debido a que su estudio se dificulta por la distribución difusa de estas 

neuronas productoras de la GnRH en el hipotálamo y área preóptica, así como por su 

escaso número, el cual no rebasa las dos mil células (Silverman, et al., 1987).  



Sin embargo, las técnicas de tumorigénesis genéticamente dirigida en ratones 

transgénicos, han permitido establecer líneas neuronales inmortales altamente 

diferenciadas con utilidad experimental. Entre las líneas celulares de neuronas 

GnRHérgicas inmortalizadas que se han desarrollado se encuentra la línea GT1 (Weiner, 

et al., 1992). Esta línea celular se obtuvo utilizando un gen híbrido consistente en la 

región reguladora del gen de la GnRH y la región codificadora del oncogen antígeno T 

del virus SV40. Este gen híbrido se inyectó en el pronúcleo de cigotos fecundados de 

ratón en su fase de una sola célula, y éstos se transfirieron a oviductos de ratonas 

pseudoembarazadas. La integración de este transgen al genoma del embrión ocurre al 

azar, y una vez que forma parte de la línea germinal es segregado en forma hereditaria 

en las camadas de los animales fundadores. Una vez obtenidos los ratones transgénicos, 

se encontró en uno de estos un tumor en el área preóptica hipotalámica, del cual después 

de ser disectado y al transcurrir varios meses de cultivo, se obtuvo una población celular 

homogénea que presentaba un fenotipo neuronal distintivo. Se han obtenido tres líneas 

clonales derivadas de este cultivo por dilución limitante, a las que se les designó GT1-1, 

GT1-3 y GT1-7. Estas células además de expresar marcadores neuronales, proteínas 

específicas de membranas sinápticas y de presentar características ultraestructurales 

distintivas de neuronas neurosecretoras, procesan a la GnRH a partir de su precursor en 

forma indistinguible de lo que ocurre in vivo. El péptido se almacena en gránulos 

neurosecretores, y se libera como consecuencia de la despolarización (Mellon, et al, 

1990).  

Además, la secreción espontánea de la GnRH en cultivos de células GT1 en 

perfusión, ocurre en forma pulsátil, con una frecuencia muy similar a la observada in 

vivo en ratas y ratones castrados (Martínez de la Escalera et al., 1992a). Por lo tanto, la 

capacidad para generar y sincronizar pulsos de secreción de la GnRH parece ser una 

propiedad intrínseca de las neuronas secretoras de esta hormona, en la que interviene un 

incremento en la concentración de Ca2+ intracelular. Asimismo, esta secreción 

espontánea es susceptible de modulación tanto en amplitud como en frecuencia por una 

serie de neuromediadores, entre los que se encuentran neurotransmisores clásicos como 

la noradrenalina (Martínez de la Escalera et al., 1992b), la dopamina (Martínez de la 

Escalera, et al., 1992c) y el GABA (Martínez de la Escalera et al., 1994), además de 

péptidos como la vasopresina y la endotelina (Krsmanovic, et al., 1991). Estos efectos 

son mediados por receptores bien caracterizados, acoplados a cascadas de señales 

transmembranales claramente identificadas ((Martínez de la Escalera y Clapp, 2001). 



 
4.3 MODULADORES DE LA SECRECIÓN DE LA GnRH  
 

El eje hipotálamo-hipófisis-gónadas es modulado por la acción de una gran 

variedad de señales aferentes a la red GnRHérgica (Kordon et al., 1994). A pesar de la 

abundante literatura neuroanatómica y farmacológica disponible, que ha mostrado la 

compleja modulación aferente al sistema GnRHérgico, el papel desempeñado por cada 

uno de los posibles neuromediadores continúa siendo tema controversial. Entre otras 

causas, la incertidumbre parte de la posible dualidad de acciones de los 

neuromediadores; es decir, acciones directas sobre las neuronas GnRHérgicas, e 

indirectas a través de vías multisinápticas. En seguida se presentan tres importantes 

moduladores de la secreción de la GnRH, se describen sus mecanismos de acción y a 

los receptores mediante los cuales ejercen sus efectos. 

 
 
4.3.1 ESTRÓGENOS 

Los estrógenos son hormonas esteroides implicadas en una gran variedad de 

funciones biológicas, entre las que se incluye de la función reproductiva. Estas 

hormonas esteroides consisten en moléculas lipofílicas derivadas del colesterol, que son 

producidas principalmente por las gónadas y en menor cantidad por las glándulas 

adrenales. El estrógeno natural más potente en seres humanos es el 17β-estradiol, 

seguido por la estrona y el estriol. Cada una de estas moléculas es un esteroide de 18 

átomos de carbono, que contiene un anillo fenólico A (un anillo aromático con un grupo 

hidroxilo en el carbono 3), y un grupo b-hidroxilo o cetona en la posición 17 del anillo 

D. El anillo fenólico A es la principal característica estructural, de la cual depende la 

unión selectiva y de alta afinidad a receptores de estrógenos (Duax et al., 1988). La 

testosterona es el precursor inmediato de los estrógenos, a través de una reacción que 

comprende la aromatización del anillo A, y que está catalizada por un complejo 

enzimático llamado P450 aromatasa que utiliza la forma reducida NADPH y oxígeno 

molecular como cosustratos (Miller y Larionov, 2004). La actividad de la aromatasa 

reside dentro de una glucoproteína transmembranal (familia P450 de monooxigenasas) 

(Corbin et al., 1988); también es esencial una flavoproteína omnipresente, la NADPH-

citocromo P450 reductasa. Ambas proteínas se localizan en el retículo endoplásmico de 

células de la granulosa ovárica, células de Sertoli y de Leydig testiculares, células del 

estroma de tejido adiposo, sincitiotrofoblastos placentarios, blastocisto previo a la 



implantación y en diversas regiones del cerebro. En las células de la granulosa ovárica 

la actividad de la aromatasa es inducida por las gonadotropinas, las cuales actúan por 

medio de receptores de membrana plasmática para incrementar las concentraciones 

intracelulares de AMP cíclico (AMPc). Las gonadotropinas también están involucradas 

en la facilitación del transporte del colesterol hacia las mitocondrias de células que 

sintetizan esteroides. 

Los mecanismos mediante los cuales los estrógenos ejercen sus acciones de manera 

general consisten en la modulación de proteínas, lo cual ocurre tras su difusión hacia el 

interior de la célula en donde es capaz de modular la expresión de genes mediante 

mecanismos que van desde la regulación de la transcripción y de la vida media de los 

ARN mensajeros, hasta la activación de vías de señalización celular. A continuación se 

describen a detalle los receptores a estrógenos actualmente conocidos. 

A finales de la década de 1950 dos químicos orgánicos Herbert Jacobson y Elwood 

V. Jensen, quienes estudiaban efectos biológicos de hormonas estrogénicas sintetizaron 

estradiol radioactivo marcado con [3H], el cual presentaba una alta actividad. Con este 

trazador procedieron a estudiar la distribución específica; es decir, la especificidad de 

esta hormona por ciertos tejidos blanco (útero, vagina y pituitaria anterior), lo que los 

llevó a proponer por primera vez el concepto de “receptor a estrógenos” (Jensen et al., 

1967). Esto fue altamente controversial en esa época, puesto que se consideraba como 

mecanismo de acción estrogénica a un proceso enzimático en el que mediante 

“transhidrogenaciones” de las moléculas estrogénicas éstas ejercian sus efectos (Jensen 

1992). El concepto de “receptor a estrógenos” fue aceptado más tarde, después de 

algunas discusiones entre bioquímicos (Wurtman, 1968; Jensen, 1968), y finalmente 

con el descubrimiento de los mecanismos de acción estrogénica a nivel genómico. 

 

Actualmente los receptores a estrógenos se clasifican como receptores nucleares y 

receptores membranales, los cuales participan en mecanismos de acción conocidos 

como clásicos y mecanismos no clásicos (también conocidos como efectos rápidos) 

respectivamente. Los receptores nucleares a estrógenos son parte de la familia de 

factores de transcripción dependientes de ligando, los cuales modulan la transcripción 

de genes que contienen una secuencia conocida como elemento de respuesta a 

estrógenos (ERE por sus siglas en ingles), una secuencia nucleotídica específica que 



consiste en una secuencia palindrómica separada por tres nucleótidos que son variables 

(GGTCAnnnTGACC), típicamente se localiza en el extremo 5´ de los genes de 

respuesta a estrógenos. Las modificaciones en la síntesis de proteínas en consecuencia a 

la modulación de la expresión génica, conllevan a los cambios celulares que son 

responsables de los efectos estrogénicos. En el caso de los receptores membranales, los 

cuales están acoplados a vías de señalización celular, al ser activados inducen 

modificaciones celulares en periodos muy cortos de tiempo (desde segundos). A 

continuación se describen la estructura y la función de cada uno de los receptores a 

estrógenos actualmente conocidos. 

El primer receptor a estrógenos descubierto fue el receptor nuclear llamado receptor 

a estrógenos α (REα). Fue descrito en útero de rata y posteriormente clonado a partir de 

la línea celular de cáncer mamario humano MCF-7 (Walter et al., 1985; Drene et al., 

1986). El REα consiste en una proteína de 595 aminoácidos de un peso molecular de 66 

kDa, que se compone de varios dominios funcionalmente diferentes (Kumar et al., 

1986). El dominio de unión al ADN (DBD por sus siglas en inglés) también conocido 

como dominio C, contiene dos motivos con dedos de zinc. Este dominio es necesario y 

suficiente para la unión del REα a los ERE. Al comparar entre varias especies la 

secuencia de aminoácidos del dominio C, se observó que es una región altamente 

conservada. El dominio de unión al ligando (LBD por sus siglas en inglés) ó dominio E, 

también es una región conservada y es la responsable de la interacción entre el receptor 

y varios estrógenos y antiestrógenos. Los otros dominios del REα son regiones cuya 

secuencia de aminoácidos varia considerablemente entre especies, se incluyen el 

domino A/B amino terminal, el dominio F carboxilo terminal, y el dominio D que 

corresponde a la región bisagra localizada centralmente. Dentro de los dominios A-F 

hay secuencias discretas de aminoácidos que son importantes en el mantenimiento de la 

función del receptor. Mediante análisis de secuencia y estudios funcionales de mutantes 

para el REα, se han identificado dos regiones del receptor que son importantes en la 

inducción de la transcripción de los genes responsivos a estrógenos. La región llamada 

Función-1 de activación de la transcripción (AF-1) está localizada en el dominio A/B 

amino terminal del receptor, y actua como un dominio de activación de la transcripción 

independiente del ligando. La región Función-2 de activación de la transcripción (AF-2) 

se localiza en el dominio de unión al ligando y actúa como un dominio de activación 

inducible por ligando (Ver figura 1). 



 
                                                             DBD                          LBD 

A/B C D E F 
                                    ____                                                                 _ 
                                    AF-1                                                             AF-2 

 
Figura 1. Estructura del REα. 

 
 Para la modulación de la transcripción mediada por receptores nucleares es 

indispensable una previa dimerización de éstos, la cual ocurre tras una modificación en 

su conformación en respuesta a su unión con el ligando. La dimerización se efectúa a 

través de la interacción de los dominios C ó DBD de cada monómero, participando 

también los dominios E ó LBD. Una vez formado el complejo proteína-proteína-ligando 

se requiere la participación de proteínas conocidas como correguladores (coactivadores 

y corepresores), las cuales interactúan con la maquinaria de transcripción basal 

resultando en una modificación de ésta (Molenda et al., 2003).  

 

A principios de la década de 1990, tras el descubrimiento del REα y después de una 

intensa investigación en el campo de la biología de los estrógenos, se aceptó que este 

receptor era indispensable para la supervivencia. Hasta que en 1993 se generó un 

modelo knockout para el REα. Ambos sexos resultaron ser infértiles y sin conducta 

sexual, y fue propuesto que la ausencia de letalidad fue debida a que el REα sí fue 

expresado en etapas tempranas del desarrollo (Lubahn et al., 1993). Posteriormente fue 

reportado un caso clínico en el que un hombre no presentaba el REα de manera 

funcional (Smith et al., 1994). Esta persona presentaba una severa osteoporosis y una 

reducida fertilidad. Este hallazgo definitivamente invalidó la hipótesis en la que se 

proponía que la deleción del REα sería letal. Posteriormente en 1996 fue descubierto un 

segundo receptor a estrógenos, el cual fue nombrado REβ, y fue detectado y clonado a 

partir de la próstata de la rata (Kuiper, et al., 1996). En humano este receptor consiste en 

una proteína de 530 aminoácidos y un peso molecular de 59 kDa  (Mosselman et al., 

1996; Ogawa et al., 1998). Es homólogo al previamente identificado REα, 

particularmente en el dominio de unión al ADN (95% de similaridad en la secuencia de 

aminoácidos), por lo que ambos RE se unen a secuencias de ADN responsivas a 

estrógenos muy similares, además de interaccionar formando complejos 

heterodiméricos REα-REβ (Pettersson, et al., 1997; Pace et al., 1997). En el dominio de 

unión al ligando presentan un 55% de similitud en la secuencia de aminoácidos. La 



afinidad por el ligando también es similar a la del REα, el cual presenta una constante 

de disociación por el 17β-estradiol de 0.13 nM, siendo de 0.12 nM para el REβ (Kuiper 

et al., 1997). En cambio, en la región de activación transcripcional AF-1 del dominio 

A/B amino terminal, existen importantes diferencias que conllevan a respuestas 

opuestas de transactivación ante un mismo ligando (McInerney et al., 1998). En cuanto 

a su distribución en los diferentes tejidos, se ha reportado que el REα se expresa de 

manera abundante en pituitaria, vagina, útero, epidídimo y testículo mientras que el 

REβ es abundante en ovario y próstata; la coexpresión de ambos receptores se ha visto 

en pituitaria, hipotálamo, timo, útero y ovario (Kuiper et al., 1997; Dechering et al., 

2000). Con base en los dos últimos aspectos mencionados, las diferencias en el dominio 

de activación transcripcional y en su distribución entre los diferentes tejidos, se ha 

sugerido que existen diferencias funcionales entre el REα y el REβ. Se ha propuesto 

que la existencia de dos diferentes RE nucleares, los cuales son capaces de 

heterodimerizar, podría explicar la gran variedad de efectos biológicos de los 

estrógenos. Se han realizado estudios en donde se ha observado que el tipo de proteínas 

coreguladoras que interaccionan con el complejo ligando-dímero, varía según sea el 

caso de homodímeros del REα, REβ o de heterodímeros REα-REβ, variando entonces 

el efecto final (ver Dechering et al., 2000). Por otra parte, se han descrito variantes del 

REβ, las cuales son producto del procesamiento del ARN mensajero por corte y 

empalme, siendo estas isoformas variables entre especies (ver Nilsson et al., 2001). Sin 

embargo, todavía no se ha establecido el significado biológico de estas variantes debido 

a que no se han identificado en la mayoría de los casos a sus proteínas correspondientes. 

Lo mismo ocurre en el caso del REα, del cual también se han reportado variantes del 

transcrito por corte y empalme (ver Murphy et al., 1997;  Fuqua y Wolf, 1995).  

 

En cuanto a los mecanismos de acción estrogénica no genómicos, sus efectos fueron 

observados en estudios iniciales de este campo. En diferentes análisis se observaron 

incrementos en AMP cíclico por efecto de estrógenos en diversos tejidos y especies 

(Rosenfeld y O´Malley, 1970; Kissel et al., 1970; Weissman y Skolnick, 1975; 

Kobayashi et al., 1975). Sin embargo, el descubrimiento del receptor a estrógenos 

clásico, con características de factor de transcripción dependiente de ligando, disminuyó 

el interés por investigar sobre el mecanismo por el cual los estrógenos inducen 

activación de adenilato ciclasas. Durante la década de 1990 surgieron varios estudios en 



los que se observó la activación de segundos mensajeros como IP3, Ca+2 y cinasas de 

proteínas activadas por mitógenos (MAPK´s, por sus siglas en inglés) (Hal et al., 2001; 

Kelly y Levin, 2001). Posteriormente se determinaron las vías de transducción que son 

activadas; sin embargo no se tenía una evidencia clara sobre la existencia de un receptor 

membranal implicado en la activación de estas señales (Ho y Liao, 2002; Govind y 

Thampan, 2003). Fue propuesta la participación de proteínas G en este tipo de 

señalización inducida por estrógenos (Razandi et al., 2003). También surgieron varios 

estudios que reportaron la presencia de RE en la membrana celular. Estos incluyen 

desde la existencia de una variante del REα (Toran-Allerand et al., 2002), hasta la 

existencia de modificaciones postranscripcionales del REα, como el procesamiento del 

ARN mensajero por corte y empalme (Li et al., 2003) ó modificaciones por palmitación 

(Acconcia et al., 2004) que permitieran el anclaje de este receptor en la membrana 

celular. Además de la participación de proteínas adaptadoras que reclutan al REα 

translocándolo a la membrana, permitiendo así la activación de segundos mensajeros 

(ver Evinger y Levin, 2005; Boonyaratanakornkit y Edwards, 2004). Recientemente se 

descubrió un nuevo receptor a estrógenos, el receptor GPR30 (Hewitt et al., 2005). Es 

una proteína transmembranal acoplada a proteínas G que a diferencia de los RE 

nucleares, presenta una alta selectividad para estradiol y una muy baja para otros 

esteroides como estrona y estriol (Thomas et al., 2005). Este receptor formaba parte de 

la familia de receptores acoplados a proteínas G (GPCR, por sus siglas en inglés) 

huérfanos, puesto que no se conocía su ligando. Esta molécula fue clonada a finales de 

la década de 1990 como resultado de la elaboración de una biblioteca genómica de 

GPCR (O´Dowd et al., 1998). En el año 2000 se identificó su función como receptor a 

estradiol; se reportó la activación de proteínas de la vía de las MAPK´s, el Erk-1 y Erk-

2 en respuesta a 17β-estradiol y a los antagonistas estrogénicos ICI 182,780 y tamoxifen 

(Filardo et al., 2000). Un segundo reporte describió una segunda fase de la vía de 

señalización activada por este receptor, en donde se demostró la activación de adenilato 

ciclasas, lo que conlleva a un incremento en AMP cíclico que resulta en la inactivación 

de Erk-1 y Erk-2, los cuales fueron activados inicialmente (Filardo et al., 2002). Hasta 

el momento el estudio de este receptor se ha enfocado al área de investigación 

relacionada con el cáncer, se ha estudiado su participación en proliferación celular y 

apoptósis de diversas células cancerosas, y muy recientemente se ha iniciado el estudio 

de este receptor a nivel de sistema nervioso central (Brailoiu et al 2007), pero todavía no 



existen reportes acerca de su participación en otros sistemas que son blanco de los 

estrógenos como es el caso del sistema reproductivo. El descubrimiento de este receptor 

ha contribuido de manera importante a la comprensión de los mecanismos de acción 

estrogénicos. Es bien conocida la existencia de efectos estrogénicos contradictorios, 

como efectos agonistas y antagonistas de un mismo fármaco sobre determinados tejidos, 

que ahora podrían explicarse con la existencia de un receptor membranal que es 

activado con los fármacos que clásicamente se habían utilizado para bloquear los 

efectos mediados por los receptores nucleares. 

 

En cuanto a lo que se conoce sobre la participación de los estrógenos en la 

función reproductiva, es claro que en todos los procesos que intervienen en la síntesis y 

liberación de la GnRH (tasa de transcripción, estabilidad del ARN mensajero, el 

procesamiento post-traduccional, etc.) son activamente regulados en las neuronas 

GnRHérgicas, a través de una serie de sistemas de control. Uno de los más importantes 

es el mecanismo de retroalimentación ejercido por los esteroides gonadales. El concepto 

de que los esteroides podrían modular la liberación de la GnRH fue postulado 

inicialmente en 1930. Sin embargo, esto todavía es un punto controversial en la 

neuroendocrinología de la reproducción, en cuanto a cómo y en dónde actúan las 

hormonas esteroides para ejercer sus efectos de retroalimentación negativa o positiva 

(Melcangi et al., 2002).  

En el caso de hembras adultas, los estrógenos ejercen una influencia 

estimuladora (retroalimentación positiva) sobre la secreción de la GnRH actuando a 

nivel de la eminencia media, cuando se inicia el pico preovulatorio de LH (Caraty et al., 

1989; Evans et al., 1995). Para que tenga lugar el pico preovulatorio de la GnRH se 

requiere una preexposición a estrógenos de la red GnRHérgica durante varias horas. 

Este prolongado periodo de exposición a estrógenos, inicia una cascada de eventos 

neurales que pueden impactar diferencialmente sobre la biosíntesis y secreción de la 

GnRH (Herbison, 1998). En cuanto a los efectos inhibidores de las hormonas esteroides 

(retroalimentación negativa), se observó que en animales de ambos sexos, la remoción 

de las hormonas sexuales mediante gonadectomía causó un incremento en la secreción 

de la GnRH. Por lo que se determinó que tanto estrógenos como andrógenos actúan en 

el sistema nervioso central inhibiendo la liberación de este decapéptido (ver Kalra y 

Kalra, 1989; Richardson et al., 1992; Chongthammakun y Terasawa, 1993; Evans et al., 

1995). En comparación con la influencia estimuladora, la influencia inhibidora de los 



estrógenos sobre la secreción de la GnRH ocurre rápidamente (1-2 horas) y se ha 

correlacionado con una inhibición de la actividad eléctrica de las neuronas GnRHérgicas 

(Caraty et al., 1989). Sin embargo, existe controversia en cuanto a los mecanismos de 

acción que ejercen tanto el efecto de retroalimentación positiva como negativa sobre la 

liberación de la GnRH.  Se han realizado numerosas investigaciones para determinar el 

efecto de los estrógenos sobre la expresión génica de la GnRH, obteniéndose resultados 

contradictorios. Varios laboratorios reportaron incrementos, decrementos y ausencia de 

efectos sobre los niveles del ARN mensajero de la GnRH como resultado de diversos 

tratamientos estrogénicos. Al analizar de manera detallada esta literatura se identificaron 

varias diferencias metodológicas en las técnicas de hibridación, intervalos de 

gonadectomía, dosis y tipos de esteroides aplicados, etc., lo cual podría explicar las 

discrepancias (Melcangi et al., 2002). También se han analizado las posibles 

fluctuaciones de la expresión del gen de la GnRH durante el ciclo estral de ratas 

hembras intactas, obteniéndose también resultados contradictorios. Se reportó que el 

ARN mensajero de la GnRH no cambiaba durante el ciclo estral de la rata (Malik et al., 

1991; Marks et al., 1994). Por el contrario, otros laboratorios han reportado un 

incremento en la expresión de este gen a diferentes tiempos durante el día del proestro 

(ver Gore y Roberts, 1997). 

Aunque la participación de estrógenos circulantes en el control por 

retroalimentación de este sistema está fuera de duda, la noción clásica consideraba que 

los estrógenos no actúan de manera directa sobre las neuronas GnRHérgicas. Esta 

suposición surgió a partir de investigaciones basadas en técnicas de inmunohistoquímica 

e hibridación in situ,  en las cuales se pretendió detectar el receptor a estrógenos. Estos 

estudios dieron resultados que indicaron la ausencia de este tipo de receptores en las 

neuronas GnRHérgicas o que estos se presentaban en cantidades muy limitadas (Shivers 

et al, 1983; Fox et al., 1990; Herbison y Theodosis, 1992; Huang y Harlan, 1993; 

Lehman y Karsch, 1993). Debido a esto, se consideró que los efectos estrogénicos 

directos mediante mecanismos de acción genómica clásicos no ocurren y se sugirió que 

la regulación de la liberación de la GnRH por estrógenos sería mediada por mecanismos 

de acción directos a través de la membrana (Herbison, 1998), y/o por mecanismos de 

acción indirectos. Estos últimos incluyen efectos estrogénicos sobre interacciones glía-

neuronas GnRHérgicas (Rage et al., 1997; Cavarretta et al., 1999; Buchanan et al., 

2000) e interneuronas aferentes de naturaleza noradrenérgica, GABAérgica y 

opioidérgica, (Witkin et al., 1991; Legan y Callahan, 1999; Lee et al., 2000; Pau et al., 



2000; Zsarnovszky et al., 2001; Rawson et al., 2001; Anderson et al., 2001; Mitchell et 

al., 2003). Siendo así, estos mecanismos indirectos podrían presentarse en diversas 

combinaciones, dando como resultado efectos de retroalimentación tanto negativos 

como positivos (Herbison y Pape, 2001).  

Sin embargo, posteriormente con el descubrimiento del segundo receptor a 

estrógenos (REβ) la biología de los estrógenos en general se vio forzada a ser 

reevaluada. Entre otros aspectos se consideró la posibilidad de que el REβ se encontrara 

en las neuronas GnRHérgicas, por lo que fue analizada y posteriormente demostrada la 

expresión de receptores funcionales a estrógenos del tipo REβ en estas células (Skynner, 

et al, 1999; Herbison, et al, 2001; Hrabovszky et al., 2001). Además, al estudiar líneas 

celulares inmortalizadas de neuronas GnRHérgicas como las células GT1, se encontró 

que estas expresan los transcritos correspondientes a ambos receptores, el REβ y el REα 

y que presentan estas proteínas funcionales (Poletti, et al., 1994; Shen, et al., 1998; Roy 

et al., 1999; Kallo, et al, 2001). Esto sugirió que los esteroides gonadales pueden influir 

directamente sobre células GnRHérgicas.  

Con base en el modelo clásico de acción de hormonas esteroides, que implica la 

unión del esteroide a receptores intracelulares, los efectos directos de los estrógenos 

sobre células GnRHérgicas podrían implicar una regulación de la expresión de genes. 

Se ha demostrado que al tratar células GT1-7, con 17β-estradiol (1 nM), disminuyen los 

niveles basales del ARN mensajero correspondiente a la GnRH aproximadamente en un 

55% en el transcurso de 48 horas (Roy et al, 1999). También en estudios con neuronas 

GnRHérgicas de monos Cynomolgus, se ha demostrado que hay un decremento en la 

expresión de la GnRH por tratamientos estrogénicos (Krajewski et al., 2003). Incluso, 

se ha encontrado que la región promotora del gen humano que codifica para la GnRH, 

contiene varios elementos responsivos a hormonas esteroides (Radovick et al., 1991). 

Entre los genes modulados por estrógenos podrían estar los relacionados con la 

modulación de la liberación de la GnRH. Existen diversos trabajos que muestran efectos 

genómicos en células GnRHérgicas en respuesta a tratamientos estrogénicos, apoyando 

así esta hipótesis. Por ejemplo, se ha observado que dosis fisiológicas de 17β-estradiol 

duplican la expresión del gen que codifica para el péptido galanina en células GT1 

(Shen et al, 1998). La galanina es un péptido implicado en la regulación del eje 

reproductivo, que entre otras células, se expresa en neuronas GnRHérgicas. A nivel del 

hipotálamo estimula la liberación de la GnRH y a nivel de la hipófisis actúa regulando 



la liberación de la LH, siendo estas funciones dependientes de estrógenos (López et al., 

1991; Splett, et al., 2003). Además, se ha encontrado que en células GT1, un 

tratamiento de 17β-estradiol (10 nM) por tres días incrementa la muerte neuronal 

inducida por glutamato; otro importante mediador del eje reproductivo. Esto sugiere un 

incremento en la expresión de receptores N-metil-D-aspartato, por efecto estrogénico 

(Yang, 2003). También existen evidencias de efectos estrogénicos mediante 

mecanismos de acción no genómica o membranal en células GT1. La exposición por tan 

solo 5 a 60 minutos a dosis fisiológicas de 17β-estradiol impermeable a la membrana 

celular (acoplado a albúmina), modifica los niveles de AMP cíclico, además de 

modificar la secreción de la GnRH (Navarro et al., 2003). Con base en estos hallazgos, 

actualmente es más aceptado que la regulación del eje reproductivo por esteroides 

gonadales se efectúa por acción directa sobre las neuronas GnRHérgicas, además de la 

regulación por mecanismos indirectos, lo cual actualmente continúa siendo investigado 

(Mitchell, et al., 2003).  

En el presente estudio se analizó en células GT1-7 el efecto del 17β-estradiol 

sobre la expresión génica de receptores a señales moduladoras de la secreción de la 

GnRH, como lo son la norepinefrina y las kisspeptina, las cuales se describirán a 

continuación. 

 

4.3.2 NOREPINEFRINA 
 

Como se mencionó anteriormente, una gran variedad de neuromoduladores están 

involucrados en la regulación del eje reproductivo, incluyendo las catecolaminas. 

Numerosos estudios han demostrado que en particular la norepinefrina (NE) participa en 

el control de la secreción de las gonadotropinas. La NE fue uno de los primeros 

neurotransmisores que se encontraron involucrados en la regulación del pico 

preovulatorio de la LH, lo cual fue demostrado al bloquear la ovulación en conejas 

mediante la administración de antagonistas de receptores alfa adrenérgicos, y mediante 

la inducción de la ovulación administrando NE intraventricularmente (Sawyer et al., 

1947; Sawyer et al., 1950; Sawyer, 1952). Posteriormente se encontró que esta 

catecolamina ejerce un efecto estimulador sobre la secreción de la GnRH (Negro-Vilar, 

et al., 1979). Incluso, se ha observado que la NE se secreta en la circulación hipofisaria 

de manera pulsátil y sincronizada con una alta correlación temporal con la liberación de 

la LH y la GnRH (Terasawa, et al., 1988).  



 

Por otra parte, existe controversia en cuanto a los subtipos de receptores que 

median los efectos modulatorios de estas catecolaminas sobre el eje reproductivo. Los 

estudios realizados in vivo o con explantes de tejido, solo coinciden parcialmente con los 

estudios realizados con líneas celulares inmortalizadas. En general, los efectos de la 

norepinefrina son mediados por receptores α1, α2 y los β-adrenérgicos. Actualmente se 

han identificado tres subtipos de cada una de estas clases de receptores, cada uno de 

ellos codificado por un gen distinto. La familia de los receptores α1 incluye a los 

subtipos α1A, α1B, y α1D. Estos se encuentran asociados a proteínas G que activan a la 

fosfolipasa C (PLC, por sus siglas en ingles), resultando en la formación de 

diacilglicerol y trifosfato de inositol (IP3). Estas moléculas actúan como segundos 

mensajeros mediando la liberación de Ca2+ intracelular. Los tres subtipos de receptores 

α1-adrenérgicos tienen diferentes eficiencias en la activación de la PLC. La familia de 

receptores α2-adrenérgicos incluye a los subtipos α2A, α2B y α2C, los cuales se 

encuentran acoplados negativamente con las adenilato ciclasas, y por ende a la 

formación de AMPc. Finalmente, la familia de los receptores β-adrenérgicos incluyen 

los subtipos β1, β2 y β3, que se encuentran acoplados positivamente con actividad de 

las adenilato ciclasas (ver Siegel, et al., 1994; Guimaraes y Moura, 2001). 

Los estudios en los que se analizan los efectos de la NE sobre la liberación de 

LH en animales ovariectomizados, muestran que los efectos resultantes no parecen ser 

mediados por receptores β-adrenérgicos, sino por receptores α-adrenérgicos, sin ser 

claro si son de las clases α1 o α2-adrenérgicos  (ver Kordon, et al., 1994). En cuanto a 

lo observado en células GT1, se conoce que la modulación de la liberación de la GnRH 

por NE es estimulatoria y de manera dosis-dependiente. Sin embargo a diferencia de lo 

observado in vivo, se ha demostrado que este efecto es mediado por receptores β1-

adrenérgicos acoplados positivamente a adenilato ciclasas (Martínez de la Escalera et 

al., 1992b; Findell et al., 1993; Uemura, et al., 1997), además de los receptores α1-

adrenérgicos acoplados a PLC (Kreda, et al., 2001). También los receptores α2-

adrenérgicos han sido caracterizados en las células GT1, demostrándose que son 

funcionales y que están acoplados a la inhibición de las adenilato ciclasas (Lee, et al., 

1995).  

 



Como anteriormente se mencionó, debido al dogma en el que se consideró que 

no era posible la regulación estrogénica de las neuronas GnRHérgicas de manera 

directa, el estudio de este sistema fue enfocado a la identificación de células aferentes 

que comunicaran la señal estrogénica a las neuronas GnRHérgicas. Como resultado de 

estas investigaciones se han encontrado numerosas regiones cerebrales y 

neurotransmisores que son regulados por estrógenos, y que son importantes 

moduladores de la secreción de la GnRH. Entre estos se encuentran las aferencias 

noradrenérgicas. Mediante técnicas de inmunohistoquímica se ha encontrado una alta 

densidad del REα en neuronas noradrenérgicas (Lee, et al., 2000). Por su parte, se ha 

observado que en ratas el tratamiento estrogénico que induce un decremento en el nivel 

de la LH sanguínea, simultáneamente reduce el nivel de NE en el área preóptica media. 

Lo cual sugiere que parte del mecanismo estrogénico de retroalimentación negativa se 

lleva a cabo mediante un decremento en la neurotrasmisión por NE (Legan y Callahan, 

1999).  

Actualmente también hay evidencia de efectos estrogénicos directos sobre 

neuronas GnRHérgicas que involucran modificaciones en la respuesta de estas células a 

señales noradrenérgicas. Existe la hipótesis de que la comunicación sináptica mediada 

por receptores a NE que modula la fisiología del eje reproductivo, es regulada por 

esteroides ováricos. Se propone que esta regulación consiste en un mecanismo 

multifacético, en el que los estrógenos amplifican la señal adrenérgica mediante cambios 

en la expresión génica de los adrenoreceptores, además de interaccionar a nivel de vías 

de transducción intracelulares (Etgen, et al., 2001; Alonso-Solis, et al., 1996). Además, 

se han publicado múltiples estudios que muestran una modulación de la expresión 

génica de receptores adrenérgicos por estrógenos. Estos estudios han sido realizados en 

diversos sistemas, tanto in vivo como in vitro, entre los que se incluyen útero, glándula 

mamaria, y adipocitos cafés en cultivo, además del sistema nervioso central (Hatjis, et 

al., 1988; Marchetti y Labrie, 1990; Nimmo, et al., 1989; Monjo, et al., 2003; Karkanias, 

et al., 1997; Engstrom, et al., 2001). Particularmente en el hipotálamo, se ha observado 

que un tratamiento de estradiol por un periodo de 48 h, incrementa de cinco a seis veces 

la densidad de receptores α1B-adrenérgicos del área preóptica. Además, esto se 

correlacionó con un incremento en los niveles del ARN mensajero correspondientes a 

este receptor (Karkanias, et al., 1996). Otras investigaciones apoyan la hipótesis de que 

la comunicación sináptica mediada por receptores adrenérgicos que modula la fisiología 

del eje reproductivo, es regulada por estrógenos. Algunas se basan en el análisis del 



efecto del estradiol sobre los niveles de AMPc inducidos por NE en explantes 

hipotalámicos. Se ha demostrado que el incremento de este segundo mensajero inducido 

por NE, es modificado en respuesta a un tratamiento estrogénico (Etgen y Petitti, 1987; 

Petitti y Etgen, 1990; Petitti, et al., 1992). En otro estudio se demostró que las células 

GT1-7 responden a concentraciones fisiológicas de 17β-estradiol reduciendo la 

acumulación de AMPc inducida por NE, pero no la inducida por la activación directa de 

la adenilato ciclasa. Estos resultados indican que las células GnRHérgicas GT1, pueden 

ser moduladas por estrógenos, causando una insensibilización de los adrenoreceptores 

(Martínez-Morales, et al., 2001). 

Con base en los reportes que muestran la presencia de receptores funcionales a 

estradiol en neuronas GnRHérgicas, incluyendo las células GT1, además de las 

investigaciones que han demostrado en diversos sistemas la regulación de algunos genes 

por efecto directo de estradiol,  en el presente estudio se propone determinar la 

influencia del estradiol sobre la expresión génica en células GT1-7, particularmente 

sobre la expresión de los receptores adrenérgicos. Esto podría contribuir a la 

identificación de un nuevo mecanismo a nivel molecular mediante el cual se regula la 

liberación de la GnRH. 

 
 
4.3.3. KISSPEPTINAS 
 

Investigaciones recientes muestran que la familia de neuropéptidos nombrada 

kisspeptinas juega un rol principal en la regulación de la secreción de la GnRH., siendo 

esenciales en el proceso de la pubertad (De Roux et al, 2003; Seminara y Kaiser, 2005; 

Messager, 2005a; Messager, 2005b; Tena-Sempere, 2005; Aparicio, 2005; Vogel, 2005; 

Popa et al, 2005; Dungan et al., 2006). Estos neuropéptidos son codificados por el gen 

KiSS-1. El producto de la traducción del ARN mensajero de este gen es un polipéptido 

de 145 aminoácidos, que posteriormente es procesado a péptidos más pequeños, siendo 

el de 54 aminoácidos el más abundante en la circulación y tejidos. Fragmentos más 

cortos de 10 y 14 aminoácidos también se encuentran naturalmente con la misma 

función que la kisspeptina-54 (Kotani et al., 2001; Stafford et al., 2002; Harms et al., 

2003). Este gen fue inicialmente descubierto en células de melanoma maligno humano, 

al buscar genes supresores de metástasis. Al producto de este gen que es procesado a 54 

aminoácidos se le ha nombrado también metastina, debido a su efecto supresor de 

metástasis (Lee, 1996). El ARN mensajero de KiSS-1 se presenta principalmente en 



placenta (Horikoshi  et al., 2003) y cerebro. En éste se ha localizado en  ganglios 

basales e hipotálamo (Muir et al., 2001), particularmente en el núcleo arcuato y el 

núcleo anteroventral periventricular (AVPV por sus siglas en inglés) (Irwig et al., 

2004). Estas kisspeptinas actúan a través de un receptor acoplado a proteínas Gq/11, el 

receptor GPR54, que también ha sido nombrado hOT7T175, AXOR12 o Kiss-1R 

(Stafford et al., 2002). Inicialmente fue clonado a partir de rata mediante primers 

degenerados basados en secuencias conservadas presentes en dominios 

transmembranales (Lee et al., 1999). Este presenta un 40% de homología con los 

receptores de galanina. GPR54, también fue clonado en humanos y se expresa 

principalmente en placenta, cerebro y pituitaria (Kotani, et al., 2001; Ohtaki et al., 2001 

y Muir et al, 2001), incluso se ha detectado en neuronas GnRHérgicas (Irwig et al, 

2004; Messager et al 2005a). Este receptor formaba parte del conjunto de receptores 

huérfanos acoplados a proteínas G, ya que se desconocía su ligando, y fue descrito en el 

año 2001 por tres grupos independientes. Los grupos de Kotani y Ohtaki, analizaron 

extractos peptídicos de placentas activadores de GPR54. El grupo de Muir utilizó una 

biblioteca de 1500 ligandos posibles. Los mejores agonistas demostraron una similitud 

al péptido de 54 aminoácidos derivado del gen KISS-1. Ahora se conoce que la 

estimulación de GPR54 por las kisspeptinas causa la activación de fosfolipasa C 

acoplada a proteína Gq (Muir et al., 2001). 

Las kisspeptinas y GPR54 actualmente son consideradas moléculas cruciales en 

el proceso de la pubertad, debido a que alteraciones genéticas que causan pérdidas en su 

función alteran el desarrollo de la pubertad y las funciones reproductivas. GPR54 antes 

que las kisspeptinas, fue detectado como un importante mediador en el proceso de la 

pubertad. Al observar que un paciente con hipogonadismo hipogonadotrópico idiopático 

(HHI), no era el único de su familia con problemas en el desarrollo de la pubertad, se 

procedió a analizar a nivel genético a esta familia. Se encontró que ambos padres 

presentaban una mutación en una copia del gen que codifica para GPR54, y en todos los 

hijos se encontró una mutación puntual homocigota en este gen, siendo éste el principal 

defecto en estos pacientes (De Roux et al., 2003). Al mes siguiente, otro grupo de 

investigadores reporto que seis miembros de una familia árabe, todos previamente 

diagnosticados con HHI, tenían mutaciones en los genes correspondientes al GPR54 

(Seminara et al., 2003). Y en ese mismo año se generó una línea de ratones con una 

mutación dirigida al gen que codifica para GPR54, los cuales se caracterizaron por 

presentar anormalidades en el desarrollo de las gónadas en animales de ambos sexos, 



además de cambios histopatológicos en tejidos que normalmente presentan dimorfismo 

sexual (Funes et al., 2003). A partir de estos hallazgos se procedió a estudiar la función 

biológica de este receptor y su ligando, hasta demostrar que las kisspeptinas actúan 

sobre las neuronas GnRHérgicas estimulando la secreción de la GnRH (Thompson et 

al., 2004).  

 

Hay literatura que sugiere que las kisspeptinas y el GPR54 son importantes no 

solo en el establecimiento de la pubertad, sino en el mantenimiento de la función normal 

de la reproducción en el adulto, lo cual es dependiente de esteroides sexuales. Ha sido 

demostrado que la expresión de KiSS-1 en hipotálamo, particularmente en área 

preóptica y núcleo arcuato, es modulada por hormonas gonadales (Navarro et al 2004; 

Irwig et al, 2004; Smith et al, 2005a; Smith et al, 2005b; Shahab et al 2005; Pompolo et 

al 2006). Lo cual también se ha observado para su receptor, el GPR54 (Navarro et al 

2004; Shahab et al 2005).  

En el presente trabajo se propuso evaluar la posibilidad de utilizar a la línea 

celular GT1-7 como modelo de estudio de estas moléculas. Para este fin se procedió a 

determinar si esta línea celular expresa GPR54 y KiSS-1, y si estas moléculas son 

moduladas por estradiol. 

 



 
 
 
 

5. HIPÓTESIS 
 
 

Los estrógenos regulan la expresión génica de las neuronas GnRHérgicas, 

particularmente de receptores a señales aferentes noradrenérgicas y kisspeptinérgicas. 

Este podría ser uno de los mecanismos estrogénicos en la modulación del eje 

reproductivo por acción directa sobre las neuronas GnRHérgicas. 

 
 
 
 
 
 
 

6. OBJETIVOS 
 
 

• Analizar de manera cualitativa la expresión de los ARN mensajeros 

correspondientes a los nueve subtipos de receptores adrenérgicos en neuronas 

GnRHérgicas de la línea celular GT1-7 y evaluar el efecto del 17β-estradiol 

sobre los niveles basales de estas moléculas. 

 

• Determinar si la línea celular GT1-7 expresa de manera funcional a las 

moléculas del sistema Kisspeptina/GPR54, y evaluar el efecto del 17β-estradiol 

sobre los niveles basales de los ARN mensajeros correspondientes a éstas. 

 

• Determinar si la línea celular GT1-7 expresa al ARN mensajero correspondiente 

al receptor a estrógenos membranal recientemente descubierto, el GPR30 y 

evaluar el efecto del 17β-estradiol sobre los niveles basales de esta molécula. 

 



7. MATERIALES Y METODOS 
 
 

7.1 CULTIVO CELULAR Y TRATAMIENTO 
 
 En el presente trabajo se utilizó la línea celular GT1-7, entre los pases 17 y 25. 

Se cultivaron en placas de cultivo de 100 mm de diámetro (Costar Corporation) con 

medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM) suplementado con un 10 % 

de suero fetal bovino y 10 µg/ml de penicilina/estreptomicina (GIBCO BRL). Los 

cultivos se mantuvieron dentro de una incubadora a 37oC, en alta humedad y una 

atmósfera de 5% de CO2 en aire. El medio de cultivo se cambió cada tercer día y las 

células se subcultivaron al llegar a una confluencia del 80 al 90%. Esto último se realizó 

mediante una disociación con solución salina balanceada con tripsina al 0.05 % y 

EDTA-4 Na 0.53 mM (GIBCO BRL), seguida de centrifugación a 600 g  por 5 minutos. 

Inmediatamente después el sedimento conteniendo las células fue resuspendido en D-

MEM y estas fueron resembradas en nuevas placas de cultivo a menor densidad.  

Con el objeto de evitar cualquier efecto debido a esteroides presentes en el suero, 

el medio de cultivo se sustituyó dos días antes del tratamiento por un medio de cultivo 

suplementado con un 10% de suero fetal bovino tratado con carbón activado (HyClone).  

El tratamiento consistió en aplicar 17-β-estradiol (Research Biochemicals 

Incorporated) disuelto en etanol, a una concentración de 10 nM por periodos de 3, 6, 12 

ó 24 h. El experimento fue realizado por triplicado. Se utilizó un grupo control por cada 

período de tratamiento, también por triplicado, a los cuales se les adicionó el volumen 

de etanol equivalente al contenido en cada tratamiento aplicado (0.001%). 

Posteriormente cada uno de los cultivos fue procesado de manera independiente. 

Para la cuantificación de la secreción de GnRH se cultivaron 4 x 106 células en 

placas de cultivo de 60 mm. Estos cultivos se trataron por 30 minutos con kisspeptina-

10 (SIGMA) a concentraciones de 0, 1, 10 o 100 nM. El medio fue colectado, 

liofilizado y almacenado a -80oC hasta ser analizado.  

 
 
7.2 EXTRACCIÓN DE ARN, TRANSCRIPCIÓN REVERSA Y REACCIÓN EN 
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 
 

Inmediatamente después del período de tratamiento estrogénico se procedió a 

extraer el ARN total de cada uno de los cultivos. La extracción de ARN se llevó a cabo 

mediante el uso de columnas con membranas de sílica (Absolutely RNA® RT-PCR 



Miniprep Kit, STRATAGENE). Para lo cual se extrajo completamente el medio de 

cultivo de cada placa de cultivo y se adicionó una solución de lisis celular que contiene 

tiocianato de guanidina. Posteriormente se separaron los ácidos nucleicos del resto de 

estructuras celulares mediante la captura del ARN total en una membrana de silica, y se 

lavó para remover contaminantes. Finalmente se sometió a un tratamiento con ADNasas 

para eliminar la presencia de ADN genómico. El ARN total se eluyó de la membrana en 

agua libre de ARNasas. El material así extraído se sometió a electroforesis en gel de 

agarosa al 1%, y se identificó por incorporación de SYBR Gold (Invitrogen, Carlsbad, 

Calif., USA) para verificar su integridad. Finalmente fue cuantificado por 

espectrofotometría.  

 A partir del ARN total extraído de cada uno de los cultivos de células GT1-7, 

se sintetizó una cadena complementaria de ADN (cDNA por sus siglas en ingles) 

mediante transcripción reversa (RT). Esta reacción se llevó a cabo por un periodo de 60 

min a 42 °C,  con una etapa previa de 5 min a 65 °C  para desnaturalizar estructuras 

secundarias, y otra final de 3 min a 94 °C para inactivar a la enzima transcriptasa 

reversa. El volumen de la mezcla de reacción fue de 25 µl conteniendo 3 µg de ARN 

total, 5 µl amortiguador 5 X (Tris-HCl 250 mM pH8.3, KCl 375 mM, MgCl2 15 mM y 

DTT 50 mM), 200 nM de cada dNTP, 8 U de inhibidor de ribonucleasas RNasin 

(Promega), 400 nmol de un oligonucleótido iniciador dT y 50 U de la enzima 

transcriptasa reversa M-MLV (Promega). Para verificar la eficiencia de la RT se 

amplificó por PCR un fragmento de 173 pb correspondiente al gen de βactina, un gen de 

expresión constitutiva.  

 Las reacciones de PCR convencional se corrieron en volúmenes totales de 20 

µl, conteniendo una solución amortiguadora con deoxinucleótidos, MgCl, Taq 

polimerasa, y oligonucleótidos iniciadores diseñados específicamente para cada 

reacción, los cuales se describen en la tabla 1. Como control positivo se utilizó cDNA 

de cerebro de ratón. Los controles negativos incluyeron reacciones sin templado o con 

ARN de células GT1-7 sin retrotranscribir. Estas reacciones se realizaron en un 

termociclador Perkin Elmer Geneamp 2400 bajo las siguientes condiciones: una fase 

inicial de desnaturalización por 2 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de 30 segundos 

a 94°C, 30 segundos a la temperatura media de hibridación específica para cada 

reacción (ver tabla 1) y 45 segundos a 72°C. Finalmente una fase de extensión durante 7 

minutos a 72°C. Los productos obtenidos fueron analizados mediante electroforesis en 



gel de agarosa teñidos con SYBR Gold, y mediante secuenciación automática con un 

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer.          

 
 
 
 
 

Tabla 1. Características de los oligonucleótidos iniciadores diseñados para PCR. 
 

OLIGONUCLEÓTIDOS INICIADORES 
 

PRODUCTO DE 
INTERES 

 
SECUENCIAS (5´-3´) 

TEMPERATURA 
MEDIA DE 

HIBRIDACIÓN  
(°C) 

TAMAÑO 
DEL 

PRODUCTO 
(bp) 

RA α1A 
fw: TCTTCCATGCCCCAGGGAT 
rw: CTAGACTTCCTCCCCGTTTTCACC 63 201 

RA α1B 
fw: AGTAGCCCAGCCAGAACACTA 
rw: GAAGGAAATGTCCAACTCCAA 63 289 

RA α1D 
fw: TTGGGCCGCTACAGAGACC            
rw: TTTGGATCCGAAGGCAGAATC 63 296 

RA α2A 
fw: GTGTTACCTCCCCTTGCTGT 
rw: TGTAAACACGAAGTCTCCGC 63 88 

RA α2B 
fw: CTGTTGGCTTACAGGTGGCT 
rw: AGGACAAATGTGCTGTTCCC 63 165 

RA α2C 
fw: GCCTGTGCTATCTCTCCTCC 
rw: AACCACACCAAGAAAGGAGC 63 113 

RA β1 
fw: GAGCTCTGGACTTCGGTAGATG 
 rw: GCAGCTGTCGATCTTCTTTACC 63 390 

RA β2 
fw: TGGTCATCCTGATGGTATGG 
rw: CCGGGAATAGACAAAGACCA 63 242 

RA β3 
fw: CCGTGGCCTCACAGAAAC 
rw: CCCATGGTACTCCTGGCAAC 63 184 

GPR54 fw: CTGCCACAGACGTCACTTTC 
rw: ACATACCAGCGGTCCACACT 63 176 

KiSS-1 fw: AGCTGCTGCTTCTCCTCTGT 
rw: AGGCTTGCTCTCTGCATACC 63 151 

GPR30 fw: TAACAGAGCAGCGATCTGGA 
rw: GTGTGAGTGTTGAGGCTTGG 63 153 

GnRH fw: CTACTGCTGACTGTGTGTTTG 
rw: CATCTTCTTCTGCCTGGCTTC 

60 242 

β-actina 
fw:CCATCATGAAGTGTGACGTTG 
rw:ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA 58 173 

 
 
 
7.3 PCR EN TIEMPO REAL 
 

La reacción en cadena de la polimerasa o PCR por sus siglas en ingles, en la 

modalidad tiempo real, es un método muy sensible para la cuantificación de secuencias 

específicas de ácidos nucleicos. Incluye simultáneamente la amplificación y el análisis 

de la muestra sin requerir que ésta sea manipulada. Existen diversos productos 

comerciales con los que se hace que el producto amplificado adquiera fluorescencia 



conforme transcurre la reacción. El presente trabajo fue realizado usando SYBR® Green, 

una molécula de bajo peso molecular que presenta afinidad por el ADN de doble cadena 

y al ser oxidado fluoresce. La fluorescencia emitida por el SYBR® Green es 

directamente proporcional al número de copias de ADN obtenido en cada ciclo del PCR  

y es monitoreada durante cada ciclo de la reacción. Debido a que en la primera fase del 

proceso de amplificación de un fragmento de ADN por PCR, todos los elementos 

químicos se encuentran en abundancia, la eficiencia de amplificación es muy cercana al 

100%. Más importante aún, esta eficiencia de amplificación es constante para las 

diferentes muestras a analizar. Es en esta etapa en donde la concentración inicial de la 

muestra es directamente proporcional al número de ciclos requeridos para alcanzar una 

concentración final de muestra constante. Por el contrario, en la siguiente fase los 

oligonucleótidos iniciadores o el cDNA blanco comienzan a ser factores limitantes de la 

amplificación, por lo que la eficiencia disminuye. Hacia el final de la reacción de PCR 

la cantidad de productos obtenidos se mantiene constante sin importar cuantos ciclos 

más se prolongue la reacción. En esta etapa es frecuente observar que muestras con 

diferentes concentraciones iniciales tengan el mismo número de copias al final de la 

reacción. En cierto punto de la reacción los productos de la amplificación acumulados 

son suficientes para superar la fluorescencia del ruido de fondo, lo cual es cuantificado 

como la máxima de la segunda derivada de la curva y se correlaciona con la cantidad 

inicial de muestra en la reacción de PCR, ya que al fijar un nivel de fluorescencia dentro 

de esta primer fase de la reacción (es decir, si fijamos el número de moléculas finales), 

entonces el número de ciclos que fueron necesarios para que la fluorescencia alcance 

este valor fijo, será inversamente proporcional a la concentración inicial de moléculas. 

Este punto es denominado Cp (por sus siglas en inglés de crossing point). El software 

del sistema reporta automáticamente los valores de Cp, los cuales se pueden utilizar para 

llevar a cabo cuantificaciones absolutas o relativas. 

El número de copias relativas entre dos muestras (experimental y control) puede 

ser determinado por la diferencia de sus valores de Cp. Debido a que el PCR es un 

proceso exponencial, el número de copias relativo es equivalente a la eficiencia del PCR 

elevado a la potencia de la diferencia de los valores de Cp de las dos muestras a 

comparar. Para los cálculos se supone que la eficiencia de la reacción es igual entre 

muestras y es del 100 %. Por ser una reacción exponencial, una eficiencia del 100 % 

duplica la cantidad de productos en cada ciclo de la reacción, por lo que se le atribuye 

un valor de 2. Por otra parte, debido a que es muy difícil mantener cantidades exactas de 



ADN en diferentes muestras, los resultados del gen a cuantificar deberán ser 

normalizados con una referencia, para lo cual se emplea un gen presuntamente 

invariable.  Con base en esto los cálculos a realizar se efectúan de la siguiente manera: 

Primero, para normalizar las concentraciones de cDNA se obtiene la diferencia entre los 

valores de Cp de la muestra y los valores de Cp del gen constitutivo. Al dato obtenido se 

le nombra ∆Cp. Posteriormente se calcula la diferencia entre ∆Cp del grupo tratado y el 

grupo control, obteniendo el dato denominado ∆∆Cp. Posteriormente se obtiene la 

cantidad relativa elevando 2 al negativo del ∆∆Cp negativo (ver tabla 1) (Bernard y 

Wittwer, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Previamente a la realización del PCR en tiempo real, se determinaron las 

condiciones óptimas para cada reacción. Mediante PCR con gradiente de temperatura 

en un rango de 52.9 a 67.6oC, se procedió a determinar la temperatura media de 

hibridación adecuada para cada uno de los oligonucleótidos iniciadores a utilizados (sus 

características se describen en la tabla 1). Para esto, se utilizó como templado un cDNA 

de cerebro de ratón, en donde ya se conocía que son expresadas todas las moléculas que 

se analizaron. Para la cuantificación por PCR en tiempo real se utilizó el LightCyclerTM 

(Roche Biochemicals). Cada mezcla de reacción contenía 1 µl de cDNA, 0.6 µl de 

oligonucleótidos sentido y antisentido en una concentración 4 uM, 6 µl de la mezcla de 

reacción SYBR® Green taq Ready Mix TM (SIGMA) y 4.4 µl de agua, teniendo un 

volumen total de 12 µl. Las condiciones de reacción fueron las siguientes: Un ciclo de 

30 seg a 94o C para activar la enzima polimerasa mediante la desnaturalización del 

∆Cp = Cp muestra  - Cp gen constitutivo 
 
 

∆∆Cp = ∆Cptratado - ∆Cpcontrol 
 
 

Cantidad relativa = 2-(-∆∆Cp) 

 
Tabla 1. Cálculos realizados para el análisis 
de resultados, donde Cp es el ciclo de la 
reacción que correlaciona la cantidad inicial 
de muestra. El resultado final es expresado 
como cantidad relativa de fragmentos de 
cDNA a cuantificar, lo cual equivale a la 
expresión relativa del gen de interés. 



anticuerpo acoplado a ésta (hot start), después 45 ciclos en los que durante 2 seg se 

somete a 94o C  para la desnaturalización del cDNA, seguido de 8 seg a la temperatura 

media de hibridación de cada uno de los oligonucleotidos iniciadores (ver tabla 1) y 10 

seg a 72o C para el proceso de polimerización. Finalmente, un ciclo de transición de 65 

a 94o C para determinar la especificidad del producto amplificado. La especificidad de 

la amplificación se evalúa mediante una curva de disociación. Para lo cual se realizaron 

mediciones continuas de la fluorescencia abarcando un rango de temperaturas que inicia 

a partir de 65° C hasta 94° C. De esta manera es posible identificar la temperatura en la 

que se disocian las cadenas de ADN correspondientes al producto amplificado, esta 

temperatura es específica para cada fragmento de ADN según su tamaño y secuencia. 

Este dato permite identificar la presencia de dímeros, amplificaciones inespecíficas o 

mutaciones puesto que al graficarse se observarían varios picos de disociación. 

Asimismo, se presentara solamente un pico de disociación si se trata de un producto 

único. El software del sistema  LightCyclerTM lleva a cabo automáticamente este 

proceso de detección construyendo una gráfica de la detección de fluorescencia en 

función de la temperatura.  

 Para normalizar la concentración de cDNA utilizada, se procedió a cuantificar la 

expresión del gen constitutivo, β-actina. Los nucleótidos iniciadores utilizados para esta 

reacción se describen en la tabla 2. Se utilizaron las mismas condiciones de reacción que 

para la amplificación de los receptores a cuantificar. 

Para validar los ensayos de qPCR una vez estandarizados, se procedió a realizar 

el análisis comúnmente denominado “Rango dinámico de detección”. Mediante este 

análisis se determina la eficiencia de amplificación en un ensayo de PCR específico y el 

nivel de sensibilidad. Este análisis consiste en la preparación de diluciones seriales del 

blanco a cuantificar (en este caso cDNA), las cuales se someten a la reacción de PCR 

que previamente se ha estandarizado. A partir del resultado de este ensayo se evalúan 

dos parámetros; la correlación lineal entre las muestras y la pendiente entre el número de 

ciclos contra el logaritmo decimal de la concentración de estas. La correlación lineal 

entre las muestras determina que existe una buena correlación entre la concentración 

inicial de la muestra y el número de ciclos necesarios para alcanzar el umbral de 

detección. Esta relación es establecida automáticamente por el software de análisis y 

determina el número menor de copias que puede ser detectado en dicho ensayo. En 

cuanto a la pendiente entre el número de ciclos contra el logaritmo decimal de la 

concentración, es útil para determinar la eficiencia de amplificación, la cual es igual a 10 



elevado a la potencia del residuo de –1 entre el valor de la pendiente (ver tabla 3) 

(Bernard y Wittwer, 2002). Este dato puede expresarse en porcentaje, considerando que 

un valor de 2 equivale a un 100 % de eficiencia, puesto que la reacción de PCR es 

exponencial. 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
7.4 MEDICIÓN DE GnRH 
 

La secreción de la GnRH fue analizada mediante un inmunoensayo enzimático 

(EIA, por sus siglas en ingles) de un estuche comercial (LHRH-EIA Kit, BACHEM). 

Las muestras liofilizadas y los péptidos estándares fueron rehidratados en una solución 

amortiguadora para EIA. Enseguida se incubaron durante 2 horas a temperatura 

ambiente en 0.5 volúmenes del anticuerpo primario y de GnRH biotinilizada en una 

placa de 96 pozos diseñada específicamente para la unión del anticuerpo primario. Los 

pozos fueron lavados cinco veces con la solución amortiguadora para EIA, se adicionó 

una peroxidasa conjugada con estreptoavidina y se incubó por 60 minutos a temperatura 

ambiente. La placa fue lavada cinco veces con el amortiguador de EIA y se adicionaron 

100 µl de 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina dihidroclorido, seguido de 15 minutos de 

incubación. La reacción fue detenida adicionando HCl 2 N y el color producido en la 

reacción fue medido por absorbancia a 450 nm en un lector de placas. Se realizó una 

curva estándar con la que se determinaron las cantidades de GnRH de las muestras 

experimentales. Todas las muestras de un experimento fueron analizadas en el mismo 

ensayo. El rango de detección fue de 0.016 a 25 ng/ml. 

 
  
7.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

Los resultados se expresan de manera relativa al grupo control, por lo que éste 

fue normalizado a uno y no presenta varianza entre muestras. Por las características de 

los datos, éstos fueron analizados mediante la prueba estadística no paramétrica 

    E = 10-1/Pendiente 
 
Tabla 3. Formula para determinar la 
eficiencia de amplificación de un ensayo 
de PCR, a partir del valor de la 
pendiente entre el número de ciclos 
contra el logaritmo decimal de la 
concentración. 



Kruskal-Wallis One-Way ANOVA. En caso de diferencias significativas se compararon 

los grupos de pares utilizando el análisis para datos independientes Mann-Whitney U-

Test. Los datos con P < 0.05 se consideraron estadísticamente significativos. 

 



8. RESULTADOS 
 
 

EXPRESIÓN DE RECEPTORES ADRENÉRGICOS, GPR54, KiSS-1 Y GPR30 EN 
CÉLULAS GT1-7 
 

Mediante RT-PCR se analizó la expresión de los nueve RA conocidos (α1A, 

α1B, α1D, α2A, α2B, α2C, β1, β2, y β3),  como también de GPR54, KiSS-1 y GPR30 

en las células GT1-7. Se encontró que en todos los casos resultó amplificado un único 

producto del tamaño esperado, al igual que en los controles positivos en donde se utilizó 

cDNA de cerebro de ratón (ver fig. 1). La autenticidad de los productos amplificados 

fue verificada por secuenciación automática de ADN, lo cual mostró identidad con las 

secuencias reportadas por el Banco de Genes. Con estos datos se confirma que las 

células GT1-7 expresan a los RA α1A, α1B,  α1D, α2A, α2C y β1, y se presenta por 

primera vez la expresión de los RA α2B, β2 y β3, además de las moléculas 

recientemente descubiertas GPR54, KiSS-1 y GPR30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Elecroforesis 
en gel de agarosa de 
los productos de  RT-
PCR correspondientes 
a los nueve receptores 
adrenérgicos (RA), 
GPR54, KiSS-1 y 
GPR30 realizados a 
partir de extractos de 
células GT1-7 (GT1), 
cerebro de ratón como 
control positivo (+) y 
ARN sin 
retrotranscribir como 
control negativo (-). 
Marcador molecular 
de ADN (M). 
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EFECTO DEL 17β-ESTRADIOL SOBRE LOS NIVELES DE ARNm DE LOS 
RECEPTORES ADRENÉRGICOS, GPR54, KISS-1, Y GPR30 EN CËLULAS GT1-7. 

 

El efecto del 17β-estradiol (10 nM por 3, 6, 12 y 24 h) sobre el nivel de 

expresión de los ARNm de cada molécula analizada en las células GT1-7, se determinó 

mediante PCR en tiempo real. Los datos fueron analizados mediante el método ∆∆C 

como se describe en la metodología, el cual proporciona una cuantificación relativa. Se 

encontró que el estradiol incrementó significativamente (14 veces) la expresión del 

ARNm correspondiente al RA α1B a las 6 horas del tratamiento, lo cual ocurrió 

nuevamente a las 24 horas (19 veces) (ver fig. 2B). La expresión del RA α1D también 

se vio modificada a las 24 h del tratamiento, donde incrementó 23 veces (ver fig. 2C). 

En el caso de los RA α1A, α2A, α2B, α2C, β1, y β3 se observó una tendencia a ser 

incrementados, la cual no es estadísticamente significativa (el incremento no fue mayor 

a 3 veces) ( fig. 2A, 3 y 4). 

 

Figura 2. Efecto del 17β-estradiol (10 nM) sobre la expresión de los ARNm de los RA 
α1A (A),  α1B (B), y α1D (C) en células GT1-7.  
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 3. Efecto del 17β-estradiol (10 nM) sobre la expresión de los ARNm de los RA 
α2A (A), α2B (B), y α2C-AR (C) en células GT1-7.  
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Figura 4. Efecto del 17β-estradiol (10 nM) sobre la expresión de los ARNm de los RA 
β1 (A), β2 (B) y β3 (C) en células GT1-7.  

 
Por otra parte, el efecto observado en la expresión de GPR54 consiste en un 

incremento significativo de 6 veces a las 24 h del tratamiento (ver fig. 5B),  efecto que 

también fue observado en la expresión de KiSS-1, el cual se incrementó 8 veces en 

respuesta al mismo tratamiento estrogénico (ver fig. 5B). En cuanto a la expresión del 

GPR30, no fue afectada significativamente por el estradiol aunque mostró una tendencia 

a incrementarse (ver fig. 5C). 

 
Figura 5. Efecto del 17β-estradiol (10 nM) sobre la expresión de los ARNm de GPR54 
(A), KiSS-1 (B) y GPR30 (C) en células GT1-7.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EFECTO DE LA  KISSPEPTINA-10 SOBRE LA SECRECIÓN Y EXPRESIÓN DE 
GnRH EN CÉLULAS GT1-7 
 
      Con el objeto de determinar si las células GT1-7 expresan de manera funcional 

al receptor GPR54, se procedió a analizar su activación mediante la medición de la 

GnRH secretada al medio en respuesta a la señal kisspeptinérgica.  Cultivos de células 
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GT1-7 fueron tratados por periodos de 30 min con kisspeptina-10 a dosis de 1.0, 10 ó 

100 nM. Mediante un inmunoensayo enzimático se determinó el nivel de GnRH 

secretado por estas células. Se encontró un incremento significativo en la secreción de la 

GnRH en respuesta al tratamiento de kisspeptina-10 a concentraciones de 1 y 10 nM 

(Fig. 6 A). Adicionalmente se determinó el efecto de la kisspeptina-10 sobre la 

expresión del ARN mensajero de la GnRH, para lo cual se trataron los cultivos con 

kisspeptina-10 a una concentración de 10 nM y se analizaron por RT-PCR en tiempo 

real 24 h después de aplicar el tratamiento. Se observó que tanto en los cultivos tratados 

con una sola aplicación de la kisspeptina-10 como en los tratados con aplicaciones 

intermitentes (una cada 30 min durante 6 horas), se incrementó el nivel de ARN 

mensajero de la GnRH 5 veces (Fig. 6 B). Estos resultados muestran la expresión 

funcional del GPR54 en neuronas GnRHérgicas inmortalizadas de la línea celular GT1-

7, además de demostrar que en el proceso de estimulación de la secreción de la GnRH 

por efecto de la Kisspeptina, está involucrado un mecanismo transcripcional, ya que este 

péptido además de incrementar la secreción de la GnRH también aumenta la expresión 

de su ARN mensajero. 

  
 

Figura 6. Efecto de la kisspeptina-10 sobre la secreción (A) y expresión (B) de la GnRH 
en células GT1-7. 
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9. DISCUSIÓN 
 
 

La topología anatómica del sistema GnRHérgico ha generado la incertidumbre 

de si los efectos extrínsecos de diversas señales incluyendo a los esteroides sexuales, 

son ejercidos de manera directa sobre las neuronas GnRHérgicas, ó si estos operan 

indirectamente modulando a los sistemas neuronales aferentes a estas células. La baja 

densidad y distribución difusa de las neuronas GnRHérgicas han impedido su 

aislamiento y dificultado su caracterización desde una perspectiva analítica. El uso de 

líneas celulares que son útiles como modelos para el estudio de la fisiología de las 

neuronas GnRHérgicas, ha facilitado la comprensión de los mecanismos que subyacen a 

la regulación de la secreción de la GnRH. Las células GT1 han sido exhaustiva y 

exitosamente usadas en el estudio de mecanismos intrínsecos a las neuronas 

GnRHérgicas, como también en el estudio de mecanismos regulatorios extrínsecos 

activados por neuromediadores producidos por aferencias a las neuronas GnRHérgicas. 

En este trabajo fue propuesto como hipótesis que los estrógenos regulan de manera 

directa a las neuronas GnRHérgicas, modulando la expresión génica de moléculas 

involucradas en la regulación de la secreción de su hormona. Para analizar esta hipótesis 

se utilizó el modelo de neuronas GnRHérgicas mencionado, las células GT1-7, en 

donde se determinó el efecto de 17β-estradiol 10 nM sobre el nivel de expresión de 

receptores adrenérgicos (RA), kisspeptinérgicos y estrogénicos. 

 
La norepinefrina (NE) fue uno de los primeros neurotransmisores que se 

encontró involucrado en la regulación del pico preovulatorio de la LH (Sawyer et al., 

1947; Sawyer, 1950; Sawyer, 1952). En cuanto a lo observado en las células GT1, se 

conoce que la modulación de la liberación de la GnRH por NE es estimuladora y de 

manera dosis-dependiente. Se ha demostrado que este efecto es mediado a través de 

receptores β1-adrenérgicos acoplados positivamente a adenilato ciclasas (Martínez de la 

Escalera et al., 1992b; Findell et al., 1993; Uemura, et al., 1997), además de los 

receptores α1-adrenérgicos acoplados a PLC (Kreda, et al., 2001). También los 

receptores α2-adrenérgicos han sido caracterizados en las células GT1, en las que se 

demostró que son funcionales y que están acoplados a la inhibición de adenilato ciclasas 

(Lee, et al., 1995). En el presente estudio se detectó en las células GT1-7 la expresión de 

los nueve RA conocidos, confirmando así la expresión de los RA α1A, α1B, α1D, α2A, 

α2C, y β1 y reportando por primera vez la expresión de los RA α2B, β2 y β3 en esta 



línea celular. Este hallazgo resulta interesante debido a que las tres diferentes familias de 

RA (α1,α2 y β) se encuentran acopladas a diferentes vías de transducción, las cuales 

conllevan a efectos contrarios sobre la secreción hormonal.  

Por su parte, se ha estudiado la posible interacción de otros factores reguladores 

del eje reproductivo sobre la señal adrenérgica que regula este mismo sistema, como lo 

son las hormonas esteroides, particularmente los estrógenos. Entre los efectos 

estrogénicos indirectos sobre la regulación de la secreción de la GnRH, se encuentra la 

modulación de la aferencia adrenérgica. Mediante técnicas de inmunohistoquímica se ha 

encontrado una alta densidad del REα en neuronas adrenérgicas de rata, y se ha 

observado que el tratamiento estrogénico que induce un decremento en el nivel de la LH 

sanguínea, simultáneamente reduce el nivel de NE en el área preóptica media (Lee, et 

al., 2000). Por lo que se ha sugerido que parte del mecanismo estrogénico de 

retroalimentación negativa se lleva a cabo mediante un decremento en la 

neurotransmisión por NE (Legan y Callahan, 1999). También hay evidencia de efectos 

estrogénicos directos sobre neuronas GnRHérgicas que involucran modificaciones en la 

respuesta de estas células a señales adrenérgicas. Nosotros proponemos la hipótesis de 

que la comunicación sináptica mediada por RA que modula la fisiología del eje 

reproductivo, es regulada por efecto de esteroides ováricos mediante la amplificación de 

la señal adrenérgica a través de cambios en la expresión génica de los RA. En forma 

consistente, otros grupos proponen que esta regulación involucraría también un 

mecanismo a nivel de vías de transducción intracelulares (Etgen, et al., 2001; Alonso-

Solis, et al., 1996).  

En el presente estudio se encontró un efecto estrogénico sobre la expresión de 

dos RA de la famila α1. Este consiste en un incremento significativo en la expresión del 

gen correspondiente al RA α1B a las 6 y 24 h del tratamiento, siendo estos incrementos 

de 14 y 19 veces respectivamente. En el caso del RA α1D también se observó un 

incremento significativo de 23 veces a las 24 h del tratamiento.  Estos resultados son 

acordes con lo observado en otro estudio, donde se demostró que esta misma hormona 

incrementa la respuesta a la señal adrenérgica mediada por receptores α1-adrenérgicos 

en explantes hipotalámicos de rata, siendo este efecto causado por un incremento en la 

expresión de los RA α1B a las 24 y 48 horas del tratamiento estrogénico (Karkanias, et 

al., 1996). En los RA de las familias α2 y β, aunque no se observaron importantes 

incrementos, se detectó una tendencia a aumentar entre 2 y 3 veces. Estos resultados 



coinciden con otros estudios que muestran este mismo efecto en diversos sistemas tanto 

in vivo como in vitro, entre los que se incluyen útero (Hatjis, et al., 1988; Nimmo, et al., 

1989; Engstrom, et al., 2001), glándula mamaria (Marchetti y Labrie, 1990), y  

adipocitos (Monjo, et al., 2003; Pedersen et al., 2004). 

Es importante considerar que en el presente estudio únicamente se determinó la 

expresión génica de los RA a nivel de ARN mensajero, lo cual es un indicio de un 

posible efecto a nivel de la síntesis proteica, que hasta no ser evaluado directamente no 

es posible afirmar. En este estudio en particular, es aún más importante esta 

consideración, ya que se ha reportado que los esteroides pueden afectar la síntesis de 

proteínas actuando a nivel de la traducción (Verdi y Campagnoni, 1990).  De ser 

proporcional el incremento en la expresión génica con el incremento en la expresión 

proteica de estas moléculas, el resultado final sobre el eje reproductivo podria ser un 

aumento en la trasmisión sináptica adrenérgica mediada por estos receptores, y por ende 

en la secreción de la GnRH. Éste, sería un mecanismo consistente con la 

retroalimentación positiva mediante el cual los estrógenos gonadales regulan la 

secreción de la GnRH actuando de manera directa sobre las neuronas GnRHérgicas a 

través de un mecanismo genómico.  

Sin embargo, el circuito que controla la fertilidad es un sistema complejo, por lo 

que es de esperarse que otros factores intervengan en el mecanismo planteado. Además, 

es importante considerar que las hormonas esteroides son moléculas capaces de causar 

diversos efectos en un mismo sistema mediante una gran variedad de mecanismos 

(Flakenstein, et al, 2000). Por lo tanto, será necesario determinar el efecto integral sobre 

la función de estos receptores, ya que mediante mecanismos no genómicos podría 

afectar la activación de las vías de transducción que hacen posible que la señal 

adrenérgica produzca un efecto en la célula. Estudios en diversos sistemas han 

demostrado que el estradiol induce una desensibilización de los RAβ (Engstrom, et al., 

2001). Hay evidencias que indican que esta desensibilización se debe a un 

desacoplamiento de los RA de sus proteínas G. En explantes hipotalámicos, se ha 

demostrado que el estradiol estabiliza el estado fosforilado de los receptores 

adrenérgicos mediante el cual éstos son desacoplados de su proteína G, de tal forma que 

se inhibe la desfosforilación para un posterior acoplamiento (Ansonoff y Etgen, 2000). 

De tal manera que, el efecto final estrogénico sobre la estimulación de la secreción de la 

GnRH, dependerá de la integración de todas las modificaciones que los estrógenos 

efectúen sobre cada una de las familias de receptores adrenérgicos. Estos efectos 



podrían ser tanto a nivel de expresión génica, como a nivel de acoplamiento de sus vías 

de transducción. En otro estudio se demostró que en neuronas GnRHérgicas GT1, 

concentraciones fisiológicas de 17β-estradiol (10 nM) en un período de 48 h, reducen la 

acumulación de AMPc inducida por NE, pero no la inducida por la activación directa de 

las adenilato ciclasas. Estos resultados indican que las neuronas GnRHérgicas GT1 son 

moduladas directamente por estrógenos, causando éstos una desensibilización de los 

adrenoreceptores (Martínez-Morales, et al., 2001). Este dato sugiere que el tratamiento 

estrogénico podría tener un efecto final inhibidor sobre la secreción de la GnRH. Sin 

embargo, falta considerar la posibilidad de que este efecto final sea modificado en 

función del tiempo ya que la desensibilización de los receptores β-adrenérgicos se ha 

visto por efecto de tratamientos estrogénicos de 48 h, pero no de 24 h (Ungar, et al, 

1993).  

Para integrar la información que se tiene al momento, en cuanto a la regulación 

estrogénica de la señal adrenérgica que regula el eje reproductivo, habría que considerar 

tanto al efecto estrogénico directo como al ya estudiado efecto indirecto. De manera 

hipotética; habría un mecanismo de retroalimentación positiva sobre la secreción de la 

GnRH causado por un incremento en la respuesta de las neuronas GnRHérgicas a la 

señal adrenérgica, debido a un incremento en la densidad de receptores adrenérgicos por 

efecto directo del estradiol. Posteriormente este efecto estrogénico tornaría de ser del 

tipo positivo a ser del tipo negativo, lo cual podría ser debido a una inhibición de la 

secreción de noradrenalina por efecto indirecto del estradiol, es decir, actuando éste 

sobre las neuronas adrenérgicas aferentes a las neuronas GnRHérgicas, además de un 

efecto estrogénico directo que causa un desacoplamiento de los receptores adrenérgicos, 

lo que conllevaría a una disminución en la respuesta de las neuronas GnRHérgicas a la 

señal adrenérgica. Para comprobar esta hipótesis habría que estudiar el efecto de 

tratamientos estrogénicos en función del tiempo, sobre la estimulación adrenérgica de la 

GnRH. 

 
  Por otra parte, en el presente estudio se analizó el efecto de la kisspeptina sobre 

la secreción de GnRH, en las neuronas de la línea celular GT1-7. Como ha sido 

observado en las neuronas GnRHérgicas in vivo, en este trabajo fue detectado el 

receptor GPR54 en las células GT1-7. También se demostró la funcionalidad de este 

receptor por su activación con kisspeptina-10, la cual indujo una estimulación en la 

expresión y secreción de la GnRH, siendo esta última comparable en magnitud con lo 



observado en explantes hipotalámicos de rata (Thompson et al., 2004; Nazian, 2006). 

Este resultado es contradictorio con lo reportado por Nazian (2006), quien trató a las 

células GT1-7 con kisspeptina-10 a concentraciones de 0.1 nM a 1.0 µM durante un 

período de 2.5 h ó 8 h, y al medir los niveles de GnRH secretada al medio mediante 

radioinmunoensayo, no detectó efecto alguno. Nazian propone que la kisspeptina 

influencia a las neuronas GnRHérgicas preferentemente de manera indirecta vía 

interneuronas, en lugar de actuar directamente sobre las neuronas GnRHérgicas. Aquí se 

considera que la ausencia de activación en las células GT1-7 por kisspeptina que él 

observó, podría ser atribuida al prolongado período de aplicación del tratamiento. 

Incluso hay evidencia que muestra que la infusión continua de la kisspeptina 

desensibiliza al GPR54 (Seminara et al., 2006). En apoyo a nuestros resultados, otros 

grupos de investigación de manera simultánea reportan la expresión del GPR54 en 

células GT1-7, e incluso muestran que la kisspeptina activa potenciales de acción en 

estas células, confirmando así la funcionalidad de este receptor (Li et al., 2007; Quaynor 

et al., 2007). La detección del GPR54 en estas células sugiere que la señal 

kisspetinérgica que estimula la secreción de la GnRH actúa vía directa sobre las 

neuronas GnRHérgicas. Por otra parte, en este estudió se detectó al ARN mensajero de 

KiSS-1 en las células GT1-7. Este hallazgo sugiere la existencia de una modulación 

autócrina de la secreción de la GnRH por este péptido, hipótesis que también propone 

otro grupo de investigación que también de manera simultánea reportó la secreción de la 

kisspeptina por las células GT1-7 (Quaynor et al., 2007). Esta coexpresión de 

kisspeptina y GnRH hasta el momento no ha sido observado in vivo en roedores, aunque 

sí en ovinos donde mediante inmunohistoquímica se detectó una colocalización de la 

kisspeptina y la GnRH en el área preóptica (Pompolo et al., 2006).  

 

La detección del sistema GPR54/Kisspeptina en las células GT1-7, además de 

sugerir que la señal kisspeptinérgica actuaría directamente sobre las neuronas 

GnRHérgicas, nos proporciona un modelo donde se podría continuar el estudio de este 

sistema más profundamente. Actualmente se considera que el GPR54 es la llave 

reguladora de la función reproductiva, implicándose de manera importante en el proceso 

de la pubertad (Seminara et al., 2003). Durante los últimos tres años se ha estudiado la 

fisiología de la kisspeptina en el contexto de un regulador del eje neuroendócrino, y 

varias revisiones excelentes han sido publicadas al respecto (Colledge 2004; Seminara y 

Kaiser 2005; Murphy 2005; Tena-Sempere 2005; Ojeda et al., 2005; Vogel 2005; Popa 



et al., 2005; Messager 2005b; Aparicio 2005; Dungan et al., 2005; Plant 2006; Gottsch 

et al., 2006; Smith et al., 2006; Kuohung y Kaiser 2006). También se ha demostrado 

que el sistema GPR54/Kisspeptina, es modulado por estrógenos (Navarro et al 2004; 

Irwig et al, 2004; Popa et al., 2005; Smith et al, 2005a; Smith et al, 2005b; Shahab et al 

2005; Pompolo et al 2006). Esto coincide con los resultados del presente trabajo, en 

donde al analizar el efecto del 17β-estradiol sobre los niveles de ARN mensajeros 

correspondientes al GPR54 y KiSS-1 en las células GT1-7, se observó un incremento 

significativo en ambas moléculas a las 24 horas del tratamiento. Proponemos que los 

estrógenos actúan directamente sobre las neuronas GnRHérgicas incrementando la 

expresión génica del GPR54, por lo cual podría aumentar también el número de estos 

receptores en la membrana celular, haciendo más sensibles a estas células a la 

kisspeptina. En este caso, el efecto observado podría estar implicado en un mecanismo 

de retroalimentación positiva. Al comparar este efecto con lo observado in vivo, 

tenemos que in vivo a nivel hipotalámico, la señal estrogénica actúa como 

retroalimentador negativo sobre el sistema GPR54/Kisspeptina (Navarro et al., 2004; 

Pompolo et al., 2006). Sin embargo, al analizar esta regulación por áreas hipotalámicas 

se ha encontrado un efecto de retroalimentación tanto de manera negativa como 

positiva, según el área analizada. En el hipotálamo ventromedial, el estradiol estimula la 

expresión de KiSS-1, particularmente en el núcleo anteroventral periventricular 

(AVPV), el cual se ha implicado en el mecanismo de retroalimentación positiva de 

regulación del pico preovulatorio de LH. En el núcleo arcuato el estradiol disminuye la 

expresión de este gen, implicándolo así en la retroalimentación negativa (Smith et al., 

2005a; Smith et al., 2005b). El incremento observado de los ARN mensajeros de KiSS-

1 y GPR54 en respuesta a estradiol en las neuronas GnRHérgicas, el cual es paralelo a 

la señal estrogénica que induce el pico preovulatorio de LH en el AVPV, sugiere que las 

células GT1-7 son un modelo válido para analizar el mecanismo molecular de acción 

del estradiol sobre el AVPV. Este hallazgo muestra que los estrógenos podrían regular 

de manera directa a las neuronas GnRHérgicas mediante la modulación de su respuesta 

a señales presinápticas como la kisspeptina, el estimulador de la secreción de la GnRH 

más recientemente descubierto.  

 

Estos resultados apoyan la propuesta de la existencia de una modulación 

estrogénica del eje reproductivo por acción directa sobre las neuronas GnRHérgicas. Sin 

embargo, una reciente investigación propone que la regulación estrogénica del eje 



reproductivo, la cual es responsable de inducir la ovulación, es mediada principalmente 

por el REα, lo cual ocurriría de manera indirecta ya que este receptor no se ha visto 

expresado en las neuronas GnRHérgicas in vivo (Wintermantel et al., 2006). Por otra 

parte, se ha discutido la posibilidad de que nuestro modelo de neuronas GnRHérgicas, 

las células GT1, tenga un carácter más embrionario que de etapa adulta, lo que incluso 

es una forma en que se ha explicado la presencia del REα en estas células (Poletti et al., 

1994; Shen et al 1998). Es factible que la modulación estrogénica vía acción directa 

sobre las neuronas GnRHérgicas sea importante en alguna etapa específica del 

desarrollo, más que durante la adultez. Sería interesante analizar si las modificaciones 

que ocurren en la expresión de GPR54 y KiSS-1 en respuesta a tratamientos 

estrogénicos durante etapas donde inicia la pubertad (Navarro et al., 2004), esten 

mediadas de manera directa, lo cual es sugerido por nuestro hallazgo en las células GT1-

7. 

Finalmente, la detección en las neuronas GnRHérgicas GT1-7 del RE membranal 

más recientemente descubierto, el GPR30, es una evidencia más que apoya la hipótesis 

en la que se propone la existencia de una modulación estrogénica del eje reproductivo 

por acción directa sobre las neuronas secretoras de la GnRH. Esta proteína 

transmembranal acoplada a proteínas G que a diferencia de los RE nucleares, presenta 

una alta selectividad para estradiol y una muy baja afinidad para otros esteroides como 

estrona y estriol, ha sido de gran interés para los investigadores del área del cáncer, 

quienes han descrito su importante implicación en el desarrollo de diversos tipos de 

células y tejidos cancerosos (Vivacqua et al., 2006a; Vivacqua et al., 2006b; Filardo et 

al., 2006; Albanito et al., 2007). Se ha estudiado profundamente a nivel de vías de 

transducción de señales, describiéndose la activación de MAPKinasas  y adenilato 

ciclasas en respuesta a estradiol (Filardo et al., 2000; Filardo et al., 2002). Sin embargo, 

existe cierta controversia en cuanto a su localización celular, ya que inicialmente se 

encontró localizado en la membrana celular, lo cual contrasta con un estudio que reporta 

su localización exclusiva en retículo endoplásmico (ver Prossnitz et al., 2007). La 

detección de esta molécula en las células GT1-7 proporciona un modelo adicional para 

el estudio de este nuevo receptor a estrógenos, además de ser el primer estudio en que se 

propone la implicación de este receptor en la función reproductiva. 

 

En resumen, los presentes hallazgos son consistentes con la noción de que los 

estrógenos regulan directamente a las neuronas GnRHérgicas mediante la modulación 



de su respuesta a señales presinápticas, como la NE y la kisspeptina. Este mecanismo de 

acción podría ser complementario a la regulación indirecta que implica la modulación 

de vías transinápticas y gliales. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para 

determinar la relevancia funcional de este mecanismo en neuronas GnRHérgicas in situ, 

como también para la determinación del tipo de receptores estrogénicos que están 

mediando estos efectos. 

 

 



10. CONCLUSIONES 
 
 
 
 

Las neuronas GnRHérgicas de la línea celular GT1-7 expresan a los nueve 

receptores adrenérgicos conocidos, lo cual muestra una alta complejidad en los 

mecanismos de respuesta de estas células a la señal adrenérgica. 

 
Las neuronas GnRHérgicas GT1-7 expresan de manera funcional el sistema 

Kisspeptina/GPR54, lo que muestra que la estimulación de la secreción de la GnRH por 

Kisspeptina  podría ser efectuado por la acción directa de éste péptido sobre las 

neuronas GnRHérgicas. 

 

Las células GT1-7 expresan el receptor a estrógenos membranal recientemente 

descubierto, el GPR30. Este hallazgo apoya la existencia de acciones estrogénicas 

directas sobre las neuronas GnRHérgicas. 

 

El estradiol participa en el circuito de retroalimentación del eje reproductivo 

actuando directamente sobre las neuronas secretoras de la GnRH. Esta hormona 

esteroide induce un incremento en la expresión de receptores α1B y α1D adrenérgicos, 

GPR54 y KiSS-1 en las neuronas GnRHérgicas GT1-7. Este efecto podría involucrar un 

aumento en el flujo de información por las aferencias adrenérgicas y kisspeptinérgicas 

que regulan al eje reproductivo, debido a un aumento en la respuesta de las neuronas 

GnRHérgicas a estas señales. Este mecanismo podría formar parte de la regulación 

estrogénica del eje reproductivo del tipo de la retroalimentación positiva que induce la 

ovulación. 
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estradiol. GPR30 mRNA expression was not affected by es-
tradiol. Our data also showed that kisspeptin-10 (1–10 n M ) 
can significantly stimulate GnRH release and GnRH mRNA 
expression in GT1-7 cells. These results suggest that the 
complex physiologic effects of estradiol on the function of 
the reproductive axis could be mediated partly through di-
rect modulation of the expression of receptors for afferent 
signals in GnRH neurons.  Copyright © 2007 S. Karger AG, Basel 

 Introduction 

 Reproduction is regulated by a complex interaction of 
neural and hormonal signals that converge on hypotha-
lamic neurons responsible for the pulsatile secretion of 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH). One of the 
most important signals is supplied by the feedback mech-
anisms from gonadal steroids. The concept of steroid 
feedback was initially postulated in the 1930s. Neverthe-
less, how and where steroid hormones act in order to ex-
ert their positive and negative feedback effects are still 
controversial issues in the neuroendocrinology of repro-
duction [reviewed in  1–3 ]. One of these unresolved mat-
ters is the specific neuroanatomical locus where estradiol 
acts upon the GnRH neuroendocrine system, i.e. wheth-

 Key Words 

 Estradiol  �  Norepinephrine  �  Kisspeptin  �  GPR30  �  GPR54  �  
GT1-7 cells  �  Gonadotropin-releasing hormone 

 Abstract 

 Estradiol plays a critical role in the feedback regulation of 
reproduction, in part by modulating the neurosecretory ac-
tivity of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) neurons. 
While indirect effects of estradiol on GnRH neurons have 
been clearly demonstrated, direct actions are still contro-
versial. In the current study, we examined direct effects of 
17 � -estradiol upon the expression of receptors for afferent 
signals at the level of the GnRH neuron, using immortalized 
GT1-7 cells. Using RT-PCR, we confirmed the expression of 
mRNA for the adrenergic receptors (AR)  �  1 A-,  �  1 B-,  �  1 D-,
 �  2 A-,  �  2 C-, and  �  1 -AR, and showed for the first time that 
mRNAs for  �  2 B-,  �  2 - and  �  3 -AR, for kisspeptin and its recep-
tor GPR54 and for the novel estrogenic receptor GPR30 are 
expressed in GT1-7 cells. After treatment with 10 n M  17 � -
estradiol,  �  1 B-AR mRNA was significantly increased (14-
fold) after 6 h as determined by real-time PCR, while  �  1 B- 
and  �  1 D-AR mRNA were significantly increased (19- and 
23-fold, respectively) after 24 h. The expression of KiSS-1 
and GPR54 mRNAs were also significantly increased (8- and 
6-fold, respectively) after 24 h treatment of GT1-7 cells with 
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er it involves a direct action upon GnRH neurons, or an 
indirect action via other neurons that affect GnRH neu-
rons in a transsynaptic fashion or via glial cells, or a com-
bination of the three. Ever since Shivers et al.  [4]  reported 
that the vast majority of GnRH cells in the rat brain are 
not themselves estradiol-concentrating neurons, very 
few GnRH neurons have been found to be immunocyto-
chemically positive for the estrogen receptor (ER �  was 
the only ER known at that time) in rats  [5] , guinea pigs 
 [6] , ewes  [7]  and rhesus monkeys  [8] . Thus, a consensus 
view was shaped that the influence of estradiol upon the 
GnRH system is mediated by cells afferent to GnRH neu-
rons. Indeed, multiple neurotransmitter/neuropeptide 
systems synapsing on GnRH cell bodies and terminals 
contain inmunoreactive ER � , including GABAergic cells 
in the preoptic area  [9] , and  � -endorphin-  [7, 10]  and ty-
rosine hydroxylase-immunoreactive cells  [7, 11]  in the 
medial basal hypothalamus. The discovery of a second 
nuclear ER (ER � )  [12] , and the demonstration that ERs 
are expressed by immortalized GnRH neurons of the 
GT1 and GN lineages  [13–17] , as well as the functional 
expression of ER �  in GnRH neurons in situ  [18, 19] , have 
challenged the dogma that GnRH neurons are regulated 
only indirectly by estradiol, and indicated a need to re-
examine the possibility that estradiol may exert its influ-
ence, at least in part, directly upon GnRH neurons.

  In order to test the hypothesis that estradiol directly 
affects GnRH neuronal function, we used immortalized 
GnRH-secreting GT1-7 hypothalamic cells. GnRH neu-
rons in situ are few and scattered throughout the preoptic 
area/medial basal hypothalamus, making molecular and 
biochemical analyses difficult. These problems are over-
come by GT1-7 cells  [20] , which constitute a homoge-
neous population that allows the study of direct effects. 
GT1 cells have been extensively and successfully used to 
investigate the regulatory mechanisms intrinsic to GnRH 
neurons, as well as the extrinsic regulatory mechanisms 
triggered by neuromediators produced by afferent inputs 
to GnRH neurons, by growth factors of glial origin, by 
steroid hormones involved in feedback loops, and by oth-
er factors that regulate GnRH gene expression and hor-
mone secretion  [21, 22] . Although caution should be ex-
ercised when extrapolating from an immortalized cell 
line to GnRH cells in vivo, GT1 cells offer a unique op-
portunity to examine gene and protein expression in a 
defined cell population. Taking advantage of this model, 
the present study was conducted to determine if estradiol 
can act directly on GnRH neurons of the GT1 lineage to 
alter the expression of receptors for afferent signals known 
to play a pivotal role regulating fertility. For that purpose 

we determined and quantified the expression of G-pro-
tein-coupled receptors (GPCRs) for synaptic afferent sig-
nals, such as the family of adrenergic receptors (AR) and 
GPR54 (G-protein-coupled receptor 54), the receptor for 
kisspeptin, as well as a receptor for endocrine signals, 
GPR30 (G-protein-coupled receptor 30), a recently dis-
covered membrane estrogenic receptor  [23–25] .

  In order to test the hypothesis that estradiol modulates 
the expression of afferent receptors in GnRH neurons, we 
chose some of the best-characterized afferent signals and 
some of the newly discovered but highly relevant physi-
ological regulators of reproduction. Norepinephrine 
(NE) was one of the first neurotransmitters found to 
modulate the LH preovulatory surge  [26, 27] . Kisspeptin, 
the peptide product of the KiSS-1 gene and the endoge-
nous agonist for the GRP54 receptor, has recently been 
shown to be vital to reproductive axis function, since 
GPR54 mutations can result in hypogonadotropic hypo-
gonadism in humans  [28, 29] , while GPR54-knockout 
mice show abnormal sexual development, low circulating 
gonadotropin concentrations, and infertility  [29, 30] .

  Here we report that in GT1-7 cells estradiol modulates 
the expression levels of adrenergic and kisspeptinergic 
receptors. We also found that GnRHergic GT1-7 cells ex-
press the KiSS-1 gene itself and that this expression is also 
modulated by estradiol. Furthermore, we observed that 
GnRH expression in and secretion from GT1-7 cells is 
stimulated by the decapeptide kisspeptin-10, a truncated 
form of the KiSS-1 peptide containing the minimum se-
quence necessary for receptor activation. Finally, we 
demonstrate for the first time that GPR30 is expressed in 
immortalized GnRH neurons. Together, these findings 
underscore the need to reassess the role of ERs in the di-
rect genomic and potential non-transcriptional actions of 
estradiol upon the GnRH neuron.

  Materials and Methods 

 Reagents 
 Kisspeptin-10 was purchased from Sigma Chemical Co. (St. 

Louis, Mo., USA). 17 � -Estradiol was purchased from Research 
Biochemical (Natick, Mass., USA).

  Cell Culture 
 GT1-7 cells (kindly provided by R.I. Weiner, University of Cal-

ifornia, San Francisco, Calif., USA) were cultured in Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium with 10% fetal bovine serum and 100 
U/ml penicillin/streptomycin. Cells were cultured directly on 
100-mm plastic Petri dishes (Costar Corp., Cambridge, Mass., 
USA) and maintained at 37   °   C in a water-saturated atmosphere of 
95% air and 5% CO 2  until they reached 60–80% confluence. To 
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determine the effect of estrogen on gene expression, the cells were 
exposed to 10 n M  17 � -estradiol or vehicle (0.001% ethanol) for 3, 
6, 12 or 24 h. 48 h prior to estrogen treatment, the medium was 
replaced by defined medium (Opti-MEM, Gibco-BRL, Rockville, 
Md., USA) without serum. For quantification of GnRH release, 
4  !  10 6  cells were cultured in 60-mm plastic Petri dishes and 
 incubated for 30 min in 0, 1, 10 or 100 n M  kisspeptin-10. The me-
dium was collected, lyophilized, and stored at –80   °   C until as-
sayed. To examine effects of kisspeptin-10 on GnRH mRNA ex-
pression, cultures were treated with a single application of 10 n M  
kisspeptin or with 12 applications of 10 n M  kisspeptin, one every 
30 min, and cells were harvested 24 h after the initiation of treat-
ment.

  Isolation of RNA, Reverse Transcription, and PCR 
 Total RNA was isolated from GT1-7 cells according to the 

method of Chomczynski and Sacchi  [31] . All samples were treated 
with deoxyribonuclease I (DNA-free, Ambion, Austin, Tex., USA) 
following extraction. First-strand cDNA was synthesized using 
5  � g of total RNA as template in 25- � l reactions containing 
2.5  �  M  oligo-dT and 100 units of M-MLV reverse transcriptase 
(Promega Biotech, Madison, Wisc., USA). PCR amplifications 
were performed in a final volume of 20  � l containing 0.4 m M  
 deoxynucleoside triphosphates (dNTPs), 1.5 m M  MgCl 2 , 1 unit
of Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, Calif., USA), and 
0.4  �  M  of each specific primer. Single-stranded oligodeoxynucle-
otide primers used for amplification of each receptor were de-
signed from the murine sequence, and the estimated sizes of each 
product are shown in  table 1 . Mouse brain was used as a positive 
control for these reactions. The negative controls for the PCR in-
cluded reactions run without template or with GT1-7 cell RNA 
that had not been subjected to first-strand synthesis. The reaction 
conditions consisted of an initial denaturation step at 94   °   C for
2 min, followed by 40 cycles of 94   °   C for 30 s, 60–63   °   C for 30 s, 
and 72   °   C for 45 s, and finally extension for 7 min at 72   °   C. The 
products obtained were separated by agarose gel electrophoresis 
stained with SYBR Gold (Invitrogen), and sequenced using an 
ABI Prism 310 Genetic Analyzer with dye-terminator cycle.

  Real-Time RT-PCR 
 The LightCycler TM  (Roche Diagnostics, Indianapolis, Ind., 

USA) was used for real-time quantitative analysis of several 
mRNAs detected in GT1-7 cells. The sample cDNA prepared as 
above was used as template for the PCR. During PCR, the ampli-
fied products were detected after each annealing phase in real 
time using SYBR �  Green Taq ReadyMix TM  for Quantitative PCR, 
Capillary Formulation (Sigma, St. Louis, Mo., USA). Each reac-
tion included 1  � l of sample cDNA, 200 n M  antisense and sense 
primers, and 6  � l of SYBR �  Green Taq ReadyMix TM  in a total re-
action volume of 12  � l. Reaction conditions were 95   °   C for 30 s for 
one cycle (hot start), followed by 40 cycles of 95   °   C for 1 s, 60–
63   °   C for 8 s and 72   °   C for 20 s. Results were analyzed by the  �  � C 
method, which gave a relative quantification  [32] .  � -Actin was 
quantified as a reference gene, using sense (5 � -CCATCAT-
GAAGTGTGACGTTG-3 � ) and antisense (5 � -ACAGAGTACTT-
GCGCTCAGGA-3 � ) primers that yielded a reaction product of 
approximately 173 bp. The expression of  � -actin was not altered 
by estrogen treatment (data not shown). Reaction conditions for 
each molecule were optimized separately to give the best results 
for each primer pair. We confirmed PCR specificity by melting 

curve analysis to ensure the presence of only one product, by gel 
electrophoresis to verify its molecular weight, and by sequenc-
ing.

  GnRH Enzyme Immunoassay 
 GnRH in the culture medium was determined by a competi-

tive Enzyme Immunoassay kit (Peninsula Laboratories, San Car-
los, Calif., USA). Lyophilized samples and standard peptide were 
rehydrated in enzyme immunoassay (EIA) buffer and incubated 
in 0.5 vol of primary antiserum and biotinylated GnRH peptide 
for 2 h at room temperature in a 96-well Immunoplate specifi-
cally designed to bind primary antibody. The wells were washed 
5 times with EIA buffer, streptavidin-conjugated horseradish per-
oxidase was added, and the wells were incubated for 60 min at 
room temperature. The Immunoplate was washed 5 times with 
EIA buffer, 100  � l of 3,3 � ,5,5 � -tetramethylbenzidine dihydrochlo-
ride was added, and the Immunoplate was incubated for 15 min. 
The reaction was stopped by adding 2  N  HCl, and the absorbance 
of the reaction product was measured at 450 nm in a Spectramax 
plate reader. A standard curve was then constructed from which 
quantification of the unknown samples was made. All samples 

Table 1. Specific oligonucleotide primers designed for PCR

Target Sequences (5�–3�) Size, bp

�1A-AR fw: TCTTCCATGCCCCAGGGAT
rw: CTAGACTTCCTCCCCGTTTTCACC

201

�1B-AR fw: AGTAGCCCAGCCAGAACACTA
rw: GAAGGAAATGTCCAACTCCAA

289

�1D-AR fw: TTGGGCCGCTACAGAGACC
rw: TTTGGATCCGAAGGCAGAATC

296

�2A-AR fw: GTGTTACCTCCCCTTGCTGT
rw: TGTAAACACGAAGTCTCCGC

88

�2B-AR fw: CTGTTGGCTTACAGGTGGCT
rw: AGGACAAATGTGCTGTTCCC

165

�2C-AR fw: GCCTGTGCTATCTCTCCTCC
rw: AACCACACCAAGAAAGGAGC

113

�1-AR fw: GAGCTCTGGACTTCGGTAGATG
rw: GCAGCTGTCGATCTTCTTTACC

390

�2-AR fw: TGGTCATCCTGATGGTATGG
rw: CCGGGAATAGACAAAGACCA

242

�3-AR fw: CCGTGGCCTCACAGAAAC
rw: CCCATGGTACTCCTGGCAAC

184

GPR54 fw: CTGCCACAGACGTCACTTTC
rw: ACATACCAGCGGTCCACACT

176

KiSS-1 fw: AGCTGCTGCTTCTCCTCTGT
rw: AGGCTTGCTCTCTGCATACC

140

GPR30 fw: TAACAGAGCAGCGATCTGGA
rw: GTGTGAGTGTTGAGGCTTGG

153
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from an experiment were analyzed in the same assay. The range 
of detection was 0.016–25 ng/ml.

  Data Analysis 
 The data obtained in these studies are illustrated as mean  8  

SEM. Data were evaluated and significance determined by a one-
way analysis of variance followed by the Bonferroni method for 
multigroup comparisons.

  Results 

 Expression of AR, GPR54 and KiSS-1, and GPR30 in 
GT1-7 Cells 
 RT-PCR analysis was performed for the nine known 

mouse AR, for mouse GPR54 and KiSS-1, and for mouse 
GPR30, each of which amplified a single product of the 
expected size from cDNA derived from a mouse brain 
control ( table 1 ). Using identical reaction conditions, we 
found that GT1-7 cells showed readily detectable levels of 
all of the nine AR transcripts ( �  1 A,  �  1 B,  �  1 D,  �  2 A,  �  2 B, 
 �  2 C,  �  1 ,  �  2 , and  �  3 ), GPR54, KiSS-1 and GPR30 ( fig. 1 ). 
The identity of the amplified products was verified by 

DNA sequencing. As anticipated, no products could be 
visualized from the negative control sample that con-
tained only RNA.

  Effect of 17 � -Estradiol on mRNA Levels of AR, GPR54 
and KiSS-1, and GPR30 in GT1-7 Cells 
 Real-time PCR was employed to analyze the effect of 

17 � -estradiol on the expression level of the GPCRs de-
tected in GT1-7 cells. Data were analyzed by the  �  � C 
method, which provides a relative quantification. GT1-7 
cells were treated with 17 � -estradiol (10 n M ) for 3, 6, 12 
or 24 h. Estradiol significantly increased (14-fold)  �  1 B-
adrenoreceptor mRNA expression in GT1-7 cells after 6 h 
and again after 24 h (19-fold) ( fig. 2 b). Estradiol also sig-
nificantly increased (23-fold)  �  1 D-adrenoreceptor mRNA 
expression in GT1-7 cells, after 24 h of treatment ( fig. 2 c). 
Treatment of GT1-7 cells with estradiol showed a tenden-
cy to upregulate  �  1 A-,  �  2 A-,  �  2 B-,  �  2 C-,  �  1 -,  �  2 - and  �  3 -
adrenoreceptor mRNA expression, but this was not sta-
tistically significant ( fig. 2 a,  3 ,  4 ).

  Furthermore, estradiol caused a significant 6-fold in-
crease in GPR54 mRNA expression ( fig. 5 a) and 8-fold 

  Fig. 1.  GT1-7 cells express  �  1 A-,  �  1 B-,
 �  1 D-,  �  2 A-,  �  2 B-,  �  2 C-,  �  1 -,  �  2 - and
 �  3 -adrenergic receptors ( a ), GPR54 and 
KiSS-1 ( b ), and GPR30 ( c ). Representative 
RT-PCR amplification of the nine adren-
ergic receptors (AR), GPR54, KiSS-1 and 
GPR30 performed on extracts from GT1-7 
cells (GT1), mouse brain as a positive con-
trol (+) and negative control without RT 
(–). M = DNA molecular markers. 
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  Fig. 2.  Effect of 10 n M  17 � -estradiol on  �  1 A-AR ( a ),  �  1 B-AR ( b ), and  �  1 D-AR ( c ) mRNA expression in GT1-7 
cells. Total RNA was extracted from GT1-7 cells and used for reverse transcription and quantitative analysis 
with real-time PCR and SYBR �  Green I detection. Data were analyzed by the  �  � C method and expressed
relative to the respective control group. Bars represent the mean  8  SEM of three independent experiments. 
 *  Significantly different from control group. 

  Fig. 3.  Effect of 10 n M  17 � -estradiol on  �  2 A-AR ( a ),  �  2 B-AR ( b ), and  �  2 C-AR ( c ) mRNA expression in GT1-7 
cells. Total RNA was extracted from GT1-7 cells and analyzed as described in figure 2.           

  Fig. 4.  Effect of 10 n M  17 � -estradiol on  �  1 -AR ( a ),  �  2 -AR ( b ) and  �  3 -AR ( c ) mRNA expression in GT1-7 cells. 
Total RNA was extracted from GT1-7 cells and analyzed as described in figure 2.           
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increase in KiSS-1 mRNA expression ( fig. 5 b) in GT1-7 
cells after 24 h of treatment. However, the expression of 
GPR30 mRNA was not significantly affected by the treat-
ment of GT1-7 cells with estradiol ( fig. 5 c).

  Assessment of the Ability of Kisspeptin-10 to Directly 
Affect GnRH Release and GnRH mRNA Levels in 
GT1-7 Cells 
 In order to address whether GPR54 receptors ex-

pressed in GT1-7 cells are functionally coupled, we treat-
ed GT1-7 cells in static culture with kisspeptin-10 and 
tested for the release of GnRH. Kisspeptin-10 exerted a 
bell-shaped stimulatory effect on GnRH secretion from 
GT1-7 cells. Kisspeptin significantly stimulated GnRH 
release after 30 min at concentrations of 1 and 10 n M  but 
had no significant effect at 100 n M  ( fig. 6 a). In addition, 

10 n M  kisspeptin-10 also upregulated GnRH mRNA lev-
els in GT1-7 cells ( fig. 6 b). The effect was similar in mag-
nitude 24 h after a single application and after 12 applica-
tions (one every 30 min).

  Discussion 

 In the present study, we provide evidence consistent 
with the concept that GnRH neurons are directly regu-
lated by estradiol. We found that immortalized GnRH 
neurons of the GT1-7 cell line respond to estradiol by 
modulating the expression of various receptor mRNAs. 
Estradiol upregulated the expression of the  �  1  subfamily 
of adrenoreceptors after 6 and 24 h of treatment, and up-
regulated the expression of GPR54 and KiSS-1 after 24 h. 

  Fig. 5.  Effect of 10 n M  17 � -estradiol on GPR54 (     a ), KiSS-1 ( b ) and GPR30 ( c ) mRNA expression in GT1-7 cells. 
Total RNA was extracted from GT1-7 cells and analyzed as described in figure 2. * Significantly different from 
control group. 

  Fig. 6.  Effect of kisspeptin-10 on GnRH se-
cretion (         a ) and GnRH mRNA expression 
( b ) in GT1-7 cells.  a  GT1-7 cells were incu-
bated with 0, 1, 10 or 100 n M  human kiss-
peptin-10 for 30 min. GnRH levels in the 
medium were determined by EIA.      b  GT1-7 
cells were subjected to one application of 
10 n M  human kisspeptin-10 or twelve ap-
plications, one every 30 min, and 24 h later 
total RNA was extracted and analyzed as 
described in figure 2. Each column repre-
sents the mean              8  SEM of three indepen-
dent determinations.  *  Significantly dif-
ferent from control group. 



 Jacobi/Martin/Nava/Jeziorski/Clapp/
Martínez de la Escalera

Neuroendocrinology 2007;86:260–269266

GnRH secretion and expression were increased by chal-
lenging GT1-7 cells with kisspeptin-10. The results pre-
sented here also demonstrate the expression of the plas-
ma membrane estrogenic receptor GPR30 in these hypo-
thalamic-derived cells. These observations indicate that 
estradiol can modulate the expression of certain genes in 
GnRH-producing cells, particularly genes that play a 
fundamental role in the response of these cells to afferent 
regulators.

  Estradiol is one of the most important modulators of 
GnRH neuronal activity  [1] . It exerts a number of effects 
on the development and function of these cells, including 
negative feedback actions on GnRH gene expression  [16, 
33]  and both negative and positive feedback actions on 
GnRH secretion  [34–37] . However, despite the clear role 
of estradiol in determining GnRH neuronal phenotype, 
the mechanisms of action involved remain unclear. Evi-
dence gained during the 1980s and 1990s has indicated 
that only a very small number of GnRH neurons possess 
ERs (these studies analyzed the presence of ER � , the only 
ER known at that time), and the research efforts were 
based on the hypothesis that afferent neurons communi-
cate estradiol signals to GnRH neurons via synaptic con-
tacts. Over the years, these efforts identified numerous 
brain regions, afferent neurotransmitters, and neuro-
modulatory systems that are regulated by estradiol and 
are important for the surge of GnRH [reviewed in  1, 38, 
39 ]. The direct action of estradiol on GnRH neurons was 
not the focus of many research groups, and so research 
on this aspect lagged behind. However, in recent years the 
concept that some of the effects of estradiol may be ex-
erted, at least in part, via direct actions on GnRH neurons 
has started to gain acceptance. Several findings point in 
this direction, including the discovery that the human 
GnRH gene contains an estrogen response element  [14, 
40]  and the demonstration of specific high affinity bind-
ing sites for estradiol in immortalized GnRH neurons of 
the GT1 and GN lines  [13, 14] . GT1 cells have also been 
shown to express mRNA encoding ER �   [15, 16]  and ER �  
 [16]  and both ER �  and ER �  proteins  [16, 41]  with a pre-
dominance of the latter  [42] . In accordance with these 
observations in GT1 cells, several groups showed the ex-
pression of ER �  mRNA and protein in mouse and rat 
GnRH neurons in situ  [18, 19, 42, 43] . These receptors ap-
pear to be functional, since estradiol increased the phos-
phorylation of CREB (cAMP response element-binding 
protein) in GnRH neurons from wild-type mice but not 
ER � -knockout mice  [44] . This finding is consonant with 
previous evidence showing that estradiol directly affects 
both the electrical excitability of GnRH cells  [45]  and the 

NE-induced accumulation of cAMP in GT1 cells  [46] , 
suggesting that activation of ER in GnRH neurons may 
alter the responsiveness of these cells to afferent stimuli.

  Here we show that estradiol directly alters the expres-
sion of receptors for some very important afferent stimu-
latory inputs to GnRH neurons. NE was one of the first 
neurotransmitters found to be involved in the modula-
tion of the LH preovulatory surge  [26, 27] . There is mor-
phological evidence in rats of GnRH neurons receiving 
noradrenergic afferents, where synaptic contacts have 
been demonstrated with electron microscopy  [47, 48] . In 
addition, intraventricular infusion of NE rapidly increas-
es GnRH mRNA  [49] . These data and other studies rein-
force the notion that the noradrenergic system is funda-
mental to the regulation of GnRH cells by ovarian ste-
roids  [50, 51] . This regulation appears to involve  �  1 -AR 
 [52–54] . GT1-7 cells were previously shown to express 
some members of the  �  1 -  [55] ,  �  2 -  [56] , and  �  1 -subfami-
lies  [57–59]  of adrenoreceptors. Here we show that estra-
diol upregulates the expression of  �  1 -AR, but not  �  2 - or 
 � -AR. The expression of two members of the  �  1  subfam-
ily of AR was enhanced after 6 h ( �  1 B) and 24 h ( �  1 B and 
 �  1 D) of estradiol treatment. This is consistent with prior 
observations that estradiol increased  �  1 B-noradrenergic 
receptor expression and function within the preoptic 
area (POA) and the hypothalamus of the rat  [60, 61] , 
while an  �  1 -antagonist blocked the estrogen-induced in-
crease in GnRH mRNA  [49] . The lack of estradiol effect 
on  �  2 A-adrenoreceptor mRNA is consistent with previ-
ous observations of a lack of effect in the female rat hy-
pothalamus and POA  [62] .

  Here we show that GT1-7 cells express GPR54 mRNA 
and KiSS-1 mRNA, thereby suggesting that the kiss-
peptin/GPR54 signaling system may play an autocrine 
function in GnRH neurons. In this respect, it has been 
shown that kisspeptin and GnRH colocalize in the POA 
of the ovine brain  [63] . However, colocalization of kiss-
peptin and GnRH was not found in the rat  [63] . The pres-
ence of KiSS-1 in GT1 cells may be due to the fact that 
GT1 cells might resemble GnRH neurons in early devel-
opmental stages (rather than adult neurons), in which 
kisspeptin might also be present physiologically. Alterna-
tively, it may be the product of their tumoral origin. In 
any case, the physiological relevance of kisspeptin as an 
autocrine factor in GnRH neurons in the rodent remains 
to be determined using more physiological models. 
GPR54 is vital for the integrity of the reproductive axis, 
as shown in patients with idiopathic hypogonadotropic 
hypogonadism and in knockout mice  [28–30] . Moreover, 
GPR54 is expressed in hypothalamic GnRH neurons in 
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fish  [64] , mouse  [65] , and rat  [66] , and the central admin-
istration of kisspeptins to female rats induces precocious 
puberty  [67] . Kisspeptins are known to activate the ma-
jority of GnRH neurons in the rat  [66, 68] , to increase 
GnRH concentrations in cerebrospinal fluid in sheep 
 [65] , and to stimulate GnRH release from hypothalamic 
explants  [69] . The present findings that GT1-7 cells ex-
press GPR54 mRNA and that kisspeptin-10 stimulates 
both GnRH mRNA expression in and GnRH secretion 
from GT1-7 cells, in addition to the fact that the stimula-
tion of GnRH secretion is comparable in magnitude to 
that observed in hypothalamic explants of the rat  [69, 70] , 
suggests that the GPR54 receptors expressed in GT1-7 
cells are functional. Even though it was clear that GPR54 
was present at the level of the GnRH neurons and/or on 
neurons regulating GnRH neurons, the present results 
are the first to demonstrate that kisspeptin-driven GPR54 
signaling acts as a direct releasing mechanism for GnRH. 
Nazian  [70] , using two GnRH cell models including GT1-
7 cells, reported that kisspeptin-10, while increasing 
GnRH secretion from male rat hypothalamic fragments, 
did not affect GnRH secretion from GT1-7 cells. Al-
though the reasons for the discrepancy between the two 
studies are not known, the use of a different time frame 
may be important. Whereas we used short-term chal-
lenges (30 min) with 1–100 n M  kisspeptin-10, Nazian  [70]  
used longer-term (2.5 and 24 h) treatments with 0.1 n M –
1  �  M  kisspeptin-10. Longer exposures to the peptide may 
have obscured a relatively rapid response that was fol-
lowed by degradation of kisspeptin in the culture medi-
um and/or desensitization of GPR54  [71] .

  Estradiol upregulated both GPR54 and KiSS-1 mRNA 
expression after 24 h. The fact that estradiol acts directly 
on GnRH neurons to modulate the expression of the
kisspeptin-GPR54 signaling pathway adds to the com-
plexity of a system that is pivotal for initiating puberty 
and gonadotropin release. Sex steroids in general, and es-
tradiol in particular, have been shown to regulate KiSS-1 
mRNA differentially in various nuclear groups in the 
forebrain that have major physiological implications. 
While estradiol promotes KiSS-1 expression in the ven-
tromedial hypothalamus, particularly in the anteroven-
tral periventricular nucleus (AVPV), which is implicated 
in the positive feedback regulation of the LH surge in the 
female, it decreases KiSS-1 expression in the arcuate nu-
cleus, implicated in the negative feedback regulation of 
GnRH in the female mouse  [72] . The increases of KiSS-1 
and GPR54 mRNA expression in response to estradiol in 
GnRH neurons that parallel the increase in the AVPV 
may contribute to the preovulatory LH surge, and suggest 

that GT1-7 cells are a valuable model to analyze the mo-
lecular mechanism of action of estradiol in the AVPV. 

  Here we also demonstrate that GT1-7 cells express the 
seven transmembrane-domain estrogen receptor GPR30. 
This recently characterized GPCR, identified in plasma 
membranes of SKBR3 breast cancer cells  [73] , was previ-
ously shown to induce adenylyl cyclase and MAPK acti-
vation in MCF-7 breast cancer cells, involving G �  � -sub-
units and downstream activation of a Src-related tyrosine 
kinase  [74, 75] . GPR30 was also shown to mediate the in-
crease in  c-fos  expression elicited by estradiol in breast 
cancer cells  [76] . An independent group reported that 
GPR30 activation by estrogen led to intracellular calcium 
mobilization and phosphatidylinositol-3,4,5-trisphos-
phate accumulation in the nucleus of COS7 cells  [77] . 
However, in contrast to previous studies that had ob-
served GPR30 localized to the plasma membrane, they 
reported that GPR30 was found exclusively in the endo-
plasmic reticulum. The controversy of GPR30 localiza-
tion, the mechanisms of action triggered by its activation, 
and even the clarification of transcriptional vs. non-ge-
nomic estrogen-elicited functions require further studies 
that may take advantage of GT1-7 cells expressing endog-
enous GPR30.

  In summary, the present findings are consistent with 
the notion that estrogen directly regulates GnRH neu-
rons by modulating their response to presynaptic signals, 
including NE and kisspeptin. This site of action may be 
complementary to estrogen effects involving transsynap-
tic and glial pathways. Caution is necessary, however, 
since even though GT1 cells resemble hypothalamic 
GnRH neurons in their pulsatile secretory behavior and 
responsiveness to a number of regulatory factors  [21, 22] , 
they constitutively express the simian virus-40 T-antigen 
oncogene. Thus, further studies are necessary to deter-
mine the functional relevance of this mechanism in 
GnRH neurons in situ, and how classical and membrane 
estrogen receptors such as GPR30 participate in these ef-
fects. 
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