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INTRODUCCION

Para que se inicie la pubertad en los mamiferos, se re-
quiere un aumento de la secrecioén pulsatil de GnRH
(gonadotropin releasing hormone) desde el hipotalamo.
Este cambio tiene un ritmo circadiano, y lleva a la ade-
nohipdfisis a producir mas gonadotropinas, que tam-
bién se secretan de manera circadianal-2. El aumento de
secrecion de GnRH a su vez, viene determinado por
un sistema regulador que recibe senales transinapticas y
gliales, que modifican la funcién de las neuronas GnRH.
Las senales transindpticas pueden ser tanto estimulado-
ras como inhibidoras. Las primeras son dadas por ami-
nodcidos estimuladores?3, sorprendentemente el
GABA%3, y el neuropéptido recientemente identificado,
metastina/kisspeptina®’. Las sefales inhibidoras son
principalmente el GABA (actuando sobre las redes neu-
ronales conectadas a las neuronas GnRH), y péptidos
opioides®?. Ademas de esta regulacion transindptica, la
secrecion de GnRH se favorece por senales moleculares
intercelulares de origen glial'®. Entre estas moléculas
destacan los factores de crecimiento que actian via re-
ceptores serina treonina kinasa, como el TGF#b1 (trans-
forming growth factor beta-1), el IGF-I (insulin-like
growth factor ), el bFGF (basic fibroblast growth fac-
tor), y los miembros de la familia de los factores de cre-
cimiento epidérmicos, el TGFa (transforming growth
factor alpha), y las neurregulinas (NRGs)1°.

La actividad neuronal responsable del aumento de se-
crecion pulsitil de GnRH en la pubertad se conoce
como “central drive”, o “conductor central”®11.12_ Este
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evento parece ser iniciado por dos mecanismos com-
plementarios: una pérdida del tono GABAérgico inhibi-
dor transindptico?, y la activacion de las senales favore-
cedoras hacia la red neuronal de las neuronas GnRH?3,
Mientras que la importancia de la pérdida del tono inhi-
bitorio, elegantemente demostrada en primates no hu-
manos, aun no se ha demostrado en roedores?, el papel
que desempenan los estimulos favorecedores a las neu-
ronas GnRH esta bien establecido — y se sabe que pro-
ceden tanto de senales transindpticas, como de la glia.

AUMENTO DE SENALES TRANSINAPTICAS
EXCITATORIAS

Como se indico anteriormente, las senales transinap-
ticas favorecedoras proceden principalmente de neuro-
nas glutamatérgicas y neuronas kisspeptin.

Neuronas glutamatérgicas

La importancia fisiologica de la transmision glutama-
térgica en el inicio de la pubertad, ha sido demostrada
en numerosos estudios. Para empezar, la activacion de
los receptores NMDA mediante la administracion de
éste, aumenta la secrecion de GnRH y adelanta la pu-
bertad tanto en ratas como en monos!'#15. A su vez, el
bloqueo de estos receptores por un antagonista no
competitivo, retrasa la pubertad en ratas hembral!®,
Otros estudios han demostrado un aumento de la acti-
vidad de los receptores NMDA hipotalamicos en el co-
mienzo de la pubertad!®, y que esta activacién no de-
pende de las génadas!’. Se ha demostrado un aumento
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en el nimero de neuronas GnRH que expresan recep-
tores NMDA, en relacion con la pubertad®®, y otros es-
tudios han demostrado que un nimero importante (el
80%) de neuronas GnRH del drea predptica media de
ratas adultas, expresan el ARNm que codifica la sub-
unidad obligatoria del receptor NMDAR1'. Las neuro-
nas glutamatérgicas también utilizan receptores kainato
en la regulacion de la secrecion de GnRH?*?!, Durante
el desarrollo prepuberal de la rata hembra, cerca del
50% de las neuronas GnRH expresan el ARNm codifi-
cante de la subunidad KA2 del receptor glutamato kai-
nato-preferente??. Las neuronas GnRH tambien expre-
san ARNm del GluR5?3, que codifica una subunidad del
receptor necesaria para el ensamblaje heterodimérico
de canales de kainato de alta afinidad?!. La importancia
de la neurotransmission glutamatérgica en la regula-
cion estimuladora para el comienzo de la pubertad,
queda demostrada por el hecho de que el bloqueo de
la sintesis end6gena de glutamato en el hipotimamo
de la rata durante el desarrollo embrionario, induce una
pérdida de la pulsatilidad de la GnRH?. Sorprendente-
mente, a pesar de los hallazgos mencionados, segin
un reciente estudio, las hembras de ratones carentes de
receptores NMDA, o de la subunidad B esencial del
receptor AMPA en neuronas GnRH y otras neuronas
del sistema limbico, son fértiles20.

Neuronas de Kisspeptina

Tanto en ratas?’ como en primates no humanos?®, en
la pubertad aumenta el contenido de ARNm de KiSS1 y
GPR54 en el hipotilamo, lo que sugiere un aumento
de la actividad del complejo de sefnalizacion kisspepti-
na-GPR54 en la pubertad. Otros estudios respaldan esta
idea mostrando que la kisspeptina administrada central-
mente adelanta la apertura de la vagina en ratas, signo
de inicio puberal en esta especie??3°. La activacion pu-
beral del sistema kisspeptina/GPR54 parece tener lugar
a dos niveles deferentes pero complementarios. Por una
parte aumenta notablemente el nimero de neuronas
del AVPV que contienen el ARNm de KiSS1 en el raton
adulto con respecto a los animales juveniles3!, sin cam-
bios en el nimero de neuronas GnRH que expresan
ARNm de GPR54, ni en la cantidad de ARNm de GPR54
por neurona3l. Por otra parte, el nimero de neuronas
GnRH que responden a kisspeptina despolarizindose
aumenta durante la transicion de la etapa prepuberal a
la adulta del ratén, indicando que la pubertad se asocia
a un incremento en la habilidad de senalizacion del re-
ceptordl.

DISMINUCION DE LAS SENALES TRANSINAPTICAS
INHIBIDORAS

Como se indico anteriormente, estudios en monos
rhesus han demostrado que una disminucion en el con-
trol inhibitorio GABAérgico desempena un papel im-

portante en contener el comienzo de la pubertad en
esta especie®. Ha sido dificil desvelar esta influencia en
la rata, que aparentemente puede responder a las mani-
pulaciones del sistema GABA tanto aumentando como
disminuyendo la secrecion de GnRH y gonadotropinas,
segun las condiciones experimentales [revisado en re-
ferencia 2]. Aparte de estas inconsistencias, parece claro
que el pico preovulatorio en la rata estd precedido por
una disminucién de la liberacion de GABA3233, La acti-
vidad de los demas sistemas principales inhibidores,
representados por neuronas que emplean péptidos
opioides en neurotransmision y neuromodulacion, tam-
bién disminuye los dias que preceden a la primera ovu-
lacion34. Esta disminucion es mas marcada por las tar-
des en el periodo peripuberal3>.

LA COORDINACION DE LOS CAMBIOS
EN EL CONTROL ESTIMULADOR
E INHIBIDOR

Aunque la importancia de las neuronas glutamatérgi-
cas y GABAérgicas en el control de la pubertad es in-
cuestionable, atin no estd claro qué cambio ocurre pri-
mero, si el aumento en el flujo de glutamato, o la
disminucion del tono GABAérgico inhibidor>3. Los dos
sistemas estan estrechamente relacionados, puesto que
el glutamato es el precursor natural en la sintesis de
GABA. Dado que la actividad sindptica de las neuronas
GABAérgicas esta regulada extensamente por neuronas
glutamatérgicas [ver por ejemplo referencias 36 y 38],
pensamos que en la rata, la activacion de la transmi-
sion glutamatérgica puede preceder a la pérdida del
tono GABAérgico inhibidor. Este concepto estd respal-
dado por hallazgos que muestran que la activacion tan-
to de receptores kainato como AMPA, inhiben la libera-
cién de GABA en otras dreas del cerebro de la rata3’-%.

Durante el desarrollo postnatal temprano, la mayo-
ria de las sinapsis GABAérgicas son estimuladoras, pero
después de la primera semana de vida se vuelven inhi-
bidoras*#2. En este momento también se desarrollan si-
napsis glutamatérgicas funcionales®44, Por lo tanto, en
la etapa juvenil, las neuronas GnRH estin sometidas a
la influencia inhibidora GABAérgica. No obstante, una
senal estimuladora directa, mediada por el receptor GA-
BA, puede permanecer operativa durante la puber-
tad®>45 a pesar del cambio de estimulador a inhibidor
que ha lugar en otras areas del cerebro al final del de-
sarrollo infantil. Otros autores defienden que el cambio
estd en la respuesta de las neuronas GnRH, que pasa de
ser despolarizacion a hiperpolarizacion durante la pu-
bertad#047, Resolver esta controversia precisa investiga-
ci6n adicional.

Otra cuestion importante que también espera ser re-
suelta, es si los cambios en la expresion de KiSS1, o la
capacidad de las neuronas GnRH de responder a la
kisspeptina esta influenciada por senales glutamatérgi-
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cas y/o GABAérgicas. Es perfectamente plausible que
las neuronas KiSS1 reciban inervacion glutamatérgica y
GABAérgica y por tanto, estén reguladas por estos sis-
temas neurotransmisores.

CAMBIO EN LAS SENALES GLIALES

Existe una cantidad sustancial de evidencia que de-
muestran la critica importancia del TGFo, NRGs y sus
receptores erbB, en la cronologia de la pubertad feme-
nina®1°. La actividad de este sistema parece estar coor-
dinada al menos en parte, por neuronas glutamatérgi-
cas®®. Cuando los astrocitos del hipotilamo son
estimulados glutamato, estos respondes reclutando re-
ceptores erbB-1 y erbB-4 y sus ligandos respectivos en
su membrana celular, transactivando los receptores me-
diante un mecanismo que precisa actividad metalopro-
teinasa, e incrementando la expresion de receptores
erbB-1 y erbB-2. Una de las actividades metaloproteasa
involucrada ha sido recientemente identificada como
ADAM 17/TACE®, proteasa necesaria para eliminar los
dominios externos de TGFo y NRGs. Estos estudios in-
dican que el cerebro neuroendocrino emplea una via
glutamatérgica neurona-glia como mecanismo basico de
comunicacion, para coordinar las sefiales transindpticas
y astrogliales favorecedoras a las neuronas GnRH du-
rante el desarrollo sexual. Puesto que los astrocitos tam-
bién potencian la transmision sindptica inhibidora GA-
BAérgica®® y se despolarizan al ser estimulados por
GABA>152) parece claro que existe una comunicacion
dinamica bidireccional entre neuronas y células astro-
gliales que utilizan como neurotransmisores tanto ami-
nodcidos estimuladores como inhibidores.

PAPEL INTEGRADOR DE REDES
DE GENES

Aunque el concepto de “redes de genes” controlan-
do la pubertad estd apenas emergiendo, no seria poco
razonable sugerir que la integracion funcional de las
redes neuronales y gliales que gobiernan el proceso pu-
beral pueda estar determinado por un complicado con-
junto de genes organizados jerirquicamente, y que fun-
cionan en concierto®. Con fines didicticos, estos genes
se pueden clasificar en tres grupos principales: 1) Genes
Subordinados, precisos para la comunicacion interce-
lular, incluyendo todos los genes que contribuyen al
control estimulador e inhibidor de las neuronas GnRH,
independientemente de que participen en la comuni-
cacion transindptica o de glia a neuronas.

Los genes subordinados podrian considerarse de for-
ma mecanica como los “Gltimos en activarse”; de acuer-
do con esto, su expresion esta regulada hipotéticamen-
te por genes en un nivel mis alto en la jerarquia de la
red. 2) Genes de segundo nivel, implicados en diversas
funciones celulares necesarias para que las neuronas y
la glia interactien de manera productiva con otras neu-
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ronas y otras células gliales que formen parte de la red,
y 3) Genes Controladores Superiores que controlan la
expresion de multitud de genes jeriquicamente por de-
bajo suyo, a nivel de transcripcion.

Mientras que la mayoria de “genes subordinados” han
sido identificados mediante el enfoque convencional de
“uno por uno”, el descubrimiento de los genes de se-
gundo nivel y controladores superiores, esta precisando
el empleo de enfoques gendmicos y proteémicos de
alto rendimiento. Con estas estrategias hemos identifi-
cado en el hipotdlamo del primate no humano, un gru-
po de genes que podrian constituir una red genética
de segundo nivel implicada en la neurorregulacion de
la pubertad femenina®*. Aunque estos genes tienen di-
versas funciones celulares, todos comparten la caracte-
ristica comun de haber sido descritos originalmente
como involucrados en la “supresion tumoral”. Un ejem-
plo destacado de miembros de este grupo es el Syn-
CAM>5, previamente descrito como “supresor tumoral
en cancer de pulmoén-17 (TSLC1)%, y que ahora se sabe
que codifica una molécula de adhesion necesaria para
la formacion de sinapsis®’. Otro ejemplo es el sistema
de senalizacion KiSS1-GPR54. Antes de que se descu-
briera su papel en el control de la pubertad, el gen
KiSS1 era conocido como supresor de metastasis tumo-
rales®®%. Dado que la expresion de otros “genes supre-
sores tumorales” en el hipotilamo aumenta al unisono
con la expresion de SynCAM, KiSS1 y GPR54 en la pu-
bertad, es plausible que SynCAM, KiSS1 y GPR54 sean
componentes de una red de genes que, en lugar de su-
primir la formacion de tumores en el hipotalamo, sirvan
para integrar la comunicacién entre neuronas y entre
éstas y la glia, en una red celular interactiva capaz de
iniciar el proceso de la pubertad.

Bien empleando PCR con cebadores degradados®, o
selecciéon de ADNcO03 hemos identificado tres genes
que, segin nuestros resultados, actdan como regulado-
res de transcripcion del proceso puberal. Uno de ellos
es el Oct-2, regulador transcripcional de la familia
“POU-domain” de genes “homeobox”%*, Oct-2 trans-ac-
tiva el gen del TGFa. en células astrogliales®; retrasando
el inicio de la pubertad cuando se impide su expresion
con oligodeoxinucleétidos “antisense”®®. El segundo
candidato es TTF-1, otro gen “homeobox”. TTF-1 es
necesario para la morfogénesis del diencéfalo®; la de-
leccion condicionada del gen TTF-1 en los subconjun-
tos de neuronas del hipotilamo donde normalmente se
expresa, resulta en retraso puberal, interrupcion del ci-
clo estrogénico, y disminucién de la capacidad repro-
ductiva®l. El tercer candidato es un gen conocido pre-
viamente como C140ORF4 (del inglés Chromosome 14
Open Reading Frame) (66), pero que ahora hemos lla-
mado EAP-1 (del inglés Enhanced At Puberty)©203. Al
igual que el TTF-1, el EAP-1 codifica una proteina nu-
clear, que se expresa en grupos de neuronas implicadas
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en la estimulacion e inhibicién de la secrecién de
GnRH, como neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas,
proencefalinérgicas y KiSS1, ademas de las propias neu-
ronas GnRH®3. Impidiendo la expresién del EAP-1 en
el hipotalamo con ARNis se retrasa la pubertad y se in-
terrumpe el ciclo estrogénico®, indicando que la activi-
dad transcripcional del EAP-1 es necesaria para el de-
sarrollo cronolégico normal de la pubertad, como
ocurre con Oct-2 y TTF-1.

Basandose en estas observaciones, se puede vislum-
brar un escenario donde una jerarquia de genes supe-
riores, representados por TTF-1, Oct-2 y EAP-1, contro-
lan el desarrollo puberal coordinando la actividad (y
por tanto las interacciones) de numerosos conjuntos de
neuronas y glia implicados en el control del desarrollo
de la red neuronal GnRH.

POSIBLES DEFECTOS EN EL CONTROL
NEURO-GLIAL QUE PODRIAN
PRODUCIR PUBERTAD PRECOZ
CENTRAL

Conforme avanza nuestro conocimiento de los meca-
nismos centrales que controlan el comienzo de la pu-
bertad, se va haciendo mas evidente que defectos a va-
rios niveles de la red neuro-glial reguladora podrian
contribuir a explicar las causas de la pubertad precoz
idiopatica de origen central en el humano. Un aumen-
to auténomo de liberacion de GnRH puede ser el re-
sultado de defectos en cualquiera de las vias de senali-
zacion empleadas por las neuronas GnRH para
responder a la multitud de senales que reciben de ori-
gen neuronal, glial y endocrino. La pubertad precoz
también puede resultar de defectos en el control transi-
naptico de la secrecion de GnRH. Por ejemplo, la hi-
perglicinemia no cetésica, anomalia metabdlica origi-
nada por una incapacidad para metabolizar la glicina,
un aminodcido que ayuda al glutamato a activar los re-
ceptores NMDA. Un paciente afecto de esta enfermedad
mostré signos de desarrollo sexual en el primer ano de
vida®”. Puesto que la glicina per sé es capaz de estimular
la secrecion pulsatil de GnRH in vitro®’, la precocidad
de la pubertad en este paciente podria haber sido cau-
sada por un exceso de estimulacion de la secrecion de
GnRH mediada por glicina/NMDA. Otro ejemplo impli-
ca un defecto en el sistema de senalizacion de kisspep-
tina/GPR; en numerosos pacientes con pubertad precoz
central idiopatica, se han descrito recientemente muta-
ciones del gen del GPR54 que aumentan la capacidad
de sefalizacion del receptor®,

También se han descrito defectos transinipticos cau-
santes de retraso puberal. Un caso bien conocido es el
sindrome de Prader-Willi (SPW)%7° que puede originar
retraso puberal, aparentemente debido a alteraciones
en la transmision GABAérgica, entre otras alteraciones.

Un defecto descrito mas recientemente, pero mucho

mas especifico del control neuroendocrino del desarro-
llo sexual, es la pérdida de funcién del GPR54 causada
por mutaciones en su gen, que resultan en hipogona-
dismo hipotalimico en humanos®”7!, y en un desarro-
llo sexual defectuoso en el ratén’72,

Por ultimo, la posibilidad de alteraciones en la comu-
nicacion glia-neuronal que aceleran la pubertad ha sido
sugerida por la presencia de TGFo en astrocitos de dos
hamartomas hipotalimicos relacionados con precocidad
sexual’3.

CONCLUSIONES

El aumento puberal de liberacion pulsatil de GnRH
estd determinado por cambios en la comunicacion
transindptica, y la activacion de las vias de senaliza-
cion entre glia y neuronas. Las neuronas que emplean
aminodcidos estimuladores e inhibidores, y el neuro-
péptido kisspeptina en la neurotransmision, son los
principales responsables de la regulacion transiniptica
de la pubertad. La glia, por otra parte, facilita la secre-
cion de GnRH por vias de comunicacion intercelular,
que se inician principalmente por miembros de las fa-
milias de factores troficos EGF y TGF-B. Un aumento
coordinado en la transmision glutamatérgica, acompa-
fnado de una disminucién del tono inhibidor GABAér-
gico, parece poner en marcha la cascada transiniptica
de eventos que llevan al aumento de liberacion de
GnRH puberal. A su vez, una via de comunicacion de
neurona a glia mediada por aminoacidos estimulado-
res, sirve para sincronizar la activacion simultinea de
comunicacion transindptica y de glia a neuronas, ne-
cesarias para el advenimiento de la madurez sexual.
Estas redes celulares parecen funcionar bajo el con-
trol de una red de genes de naturaleza jerarquica, si-
milares a aquellas que se postulan que existen en sis-
temas celulares menos complicados (por ejemplo
referencias 74, 75). Mientras que la naturaleza y la or-
ganizacion de esta red aun estd por definir, su exis-
tencia concuerda con la nocién de que el comienzo de
la pubertad es un proceso determinado mediante la
contribucién de varios genes’078,
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