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SUMMARY

Human growth hormone (hGH) is a key ‘player’ in
the regulation of growth and metabolism. Several
disease conditions, mostly involving growth retardation
or GH deficiency, have been approved for recombinant
hGH replacement therapy. The focus of this review
centers on the metabolic effects of GH on carbohydrates,
lipids and proteins. Current knowledge of GH signaling
pathways and metabolic attributes of GH deficient and
GH excess (acromegaly) states are described. Mouse
models commonly used for the study of GH action also
are compared to further illustrate the metabolic role of
GH. Finally, the metabolic effects of a GH receptor
antagonist (Pegvisomant) used for the treatment of
acromegaly are mentioned.

BACKGROUND ON GH

hGH is a 22 kDa. protein (191 amino acids) secreted
by the somatotropic cells of the anterior pituitary lobe.
The pattern of secretion is pulsatile, with more
pronounced patterns in males than females!. Although
GH plays a central role in the regulation of body
growth, it displays various biological effects, such as
nitrogen retention, enhanced production of milk,
lipolysis and anti-lipogenesis, and other diabetogenic-
like effects (reviewed previously??).

To exert its action, one molecule of GH binds to two
pre-dimerized GH receptors (GHRs) on the membrane of
target cells’. Two distinct sites on the GH molecule
recognize two unique sites on each of the GHRs*>. GH
binding promotes a change in the receptor’s conformation
with subsequent activation of intracellular signaling
systems?.

The biological actions of GH are mediated through
direct signaling in cells of the target organ (direct
action), or via stimulation of expression of insulin-like
growth factor-1 (IGF-1), which is also a growth
promoting molecule (indirect action) (reviewed
previously?). This dual-effector theory of GH action was
proposed in 1985 by Green et al.%. The theory states that
GH promotes cellular differentiation directly, whereas
cell proliferation is induced by IGF-1°. Intriguingly,
attempting to discern the direct effects of GH from
those of IGF-1 is a major challenge.

CLINICAL USES APPROVED FOR ADMINISTRATION
OF RECOMBINANT HGH

Recombinant hGH may be administered in a number
of clinical scenarios, and the indications of hGH therapy
continue to expand with time. The guidelines for hGH
use in adults and children were reviewed in 2003 by the
American Association of Clinical Endocrinologists’.
Current uses of hGH, as approved by the FDA, are for
treatment of several conditions related to growth
retardation in children including GH deficiency (GHD),
chronic renal disease, Turner syndrome, Prader-Willi
syndrome, children born small for gestational age
(intrauterine growth retardation), and idiopathic short
stature. In adults, hGH administration has been approved
for GHD associated with a history of hypothalamic
pituitary disorders and, more recently, for human
immunodeficiency virus (HIV)-associated wasting’.

The benefits of the administration of hGH in adult
patients who have reached a normal adult height are
based on the various metabolic actions of GH including
(D increases in bone density, lean body mass, cardiac
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contractility, and exercise capacity; (2) decrease in
adipose tissue content; (3) recuperation of vitality”5.
Additionally, the effects of GH on cardiac performance
have been extensively studied by Colao and coworkers®
12 Heart failure can develop both in GH deficiency and
GH excess (acromegaly), however the pathogenesis in
these two settings is different: hypertension, glucose
intolerance and dyslipidemia are linked to hypertrophy
in acromegalic heart disease!®, whereas GHD is related
to endothelial dysfunction, atherosclerosis and coronary
disease, leading to ischemic cardiomyopathy?. Colao et
al.112 found a significant correlation between severity of
GHD and disturbance of cardiac performance and
dyslipidemia in GHD adults. GH replacement therapy in
GHD, and GHR antagonist (Pegvisomant, see below)
administration in acromegaly have been shown to revert
heart failure®1013,  Also, significant effects of GH
replacement therapy and Pegvisomant treatment were
found on cholesterol levels of GHD and acromegalic
patients respectively!415,

In any case of hGH administration, a clinical
endocrinologist should supervise the therapy and be on
the lookout for side effects including the development of
insulin resistance’. Further indications for hGH treatment
require additional testing to eliminate controversies
about the benefits of the treatment against safety issues’.
For instance, effects of hGH therapy administered to
healthy elderly individuals have been recently evaluated
by Liu et all® They conclude that hGH therapy in the
healthy elderly produces little benefits compared to high
rates of adverse effects’®.

THE DIABETOGENIC EFFECTS OF GH -
ANTAGONISM OF INSULIN ACTION

In 1936, Houssay!” reported that hypophysectomy
caused animals to develop hypoglycemia, often leading
to death. He also demonstrated that injection of extracts
from the anterior pituitary lobe increased insulin
resistance in normal and hypophysectomized animals!”.
Thus, the anterior pituitary lobe was suggested to
contain anti-insulin activity.

For years now, GH has been known to elicit such
diabetogenic effects!®25. In tissues that are sensitive
to both GH and insulin, GH signaling can induce
insulin resistance. Such an effect has been found to
occur in muscle2030  liver3132 and white adipose
tissue (WAT)?20,30.33.34,

Related to this diabetogenic activity of GH are
patients with active acromegaly, who show insulin
resistance and impaired glucose tolerance?. In contrast,
children with GHD have higher insulin-sensitivity and
sometimes develop fasting hypoglycemia, similar to the
animals studied by Houssay!7?>. In addition,
administration of hGH in supraphysiological doses can
induce insulin resistance similarly to that observed in

acromegaly; whereas treatment of acromegalic patients
with a GHR antagonist (Pegvisomant) can help restore
glucose tolerance and insulin sensitivity to normal
values?>3536, As opposed to insulin, which functions
post-prandially  (promoting glucose uptake and
oxidation, and lipogenesis), the metabolic action of GH
is related to fasting periods, during which this hormone
promotes lipid oxidation, protein conservation and
inhibits glucose uptake and utilization3”. Finally,
increased insulin-sensitivity is also observed in mice
carrying a deletion of the GH receptor/binding protein
gene (GHR/BP”~ mice), which are GH insensitive3.

In this article, we will describe the current
understanding of GH’s effects on carbohydrate, lipid
and protein metabolism. For this, we will refer to
clinical data as well as data obtained from different
mouse models widely used for the study of GH action.
These models include GHR/BP”~ mice that are dwarf
and have no GHRs such that GH signaling and action
are void; giant mice carrying a bovine GH transgene
(bGH mice) such that their levels of GH are
constitutively increased; and dwarf mice that express a
GHR antagonist (GHA mice), which have normal levels
of GHRs but decreased GH signaling due to competitive
inhibition by the GHA. The phenotypes of the three
mouse models with a wild type control are'® shown in
figure 1.

Errect oF GH ON CARBOHYDRATE METABOLISM

The liver, the main glycogen store in the body, is
critical for the maintenance of adequate blood glucose
levels. This organ can produce glucose through
glycogenolysis and gluconeogenesis, metabolic pathways
that are regulated by insulin. When blood glucose levels
increase (inducing the secretion of insulin by the
pancreas), insulin travels through the portal vein to the
liver, reaching this organ before any other. The inhibitory
effect of insulin on hepatic glycogenolysis and
gluconeogenesis is, therefore, crucial for the maintenance
of normal glycemia. Because the liver is also responsive
to GH action, and given that GH antagonizes insulin
activity, signaling of GH can affect glucose metabolism in
the liver, allowing glycogenolysis and gluconeogenesis to
occur in spite of high levels of insulin in the
bloodstream?%:39:40,

In skeletal muscle, insulin promotes the translocation
of the glucose transporter GLUT4 from the cytoplasm to
the plasma membrane, allowing for glucose uptake.
The presence of GH antagonizes insulin’s action, so that
glucose cannot enter the muscle cells and instead
remains in the bloodstream. Studies by Rabinowitz et
al.20 in the 1960s revealed GH diabetogenic activity
when they showed that GH reduces glucose uptake not
only in muscle but also in adipose tissue. Insulin
resistance stimulated by GH has been linked to a
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Figura 1. Phenotype of different transgenic mouse models used for the study of growth hormone (GH) action. From left to
right, mice carrying a bovine GH transgene (bGH); wild type, nontransgenic mice (NT); mice that express a GHR antagonist
transgene (GHA); and GH receptor/binding protein gene disrupted or ‘knockout’ mice (GHR/BP-/-). (Adapted from
Kopchick, JJ, Okada, S, and Coschigano, KT (2001). Lessons from growth hormone (GH) antagonist and GH receptor

‘knockout’ mice. In Targets for growth hormone and IGF-1 action, R. Bouillon, ed. (Bristol, BioScientifica Ltd.)

reduction in the activity of muscle glycogen synthase,
but insulin binding and insulin receptor kinase activity
seem to be unaffected*!. Recently, Jorgensen et al.3
have shown that GH action affects intracellular signaling
of insulin in skeletal muscle. In addition, Barbour et al.?
found that excess of GH in this tissue is related to an
increase in the regulatory subunit (p85a) o) of
phosphatidylinositol-3 (PI3) kinase, which decreases
insulin signaling and leads to insulin resistance. Similar
results were obtained in WAT by del Rincon et al.%2
Higher p85a o levels were measured in WAT in
conditions of GH excess, whereas lower p85a o were
found in GH deficiency; these data correlate respectively
with the low and high insulin sensitivity detected in
each condition®?,

Glucose and insulin levels have been evaluated in the
different mouse models used for the study of GH
action. Blood glucose levels are normal to low in
GHR/BP”~ mice, with significantly decreased fasting
glucose and insulin levels; thus, impaired GH signaling
results in increased insulin sensitivity?®43. On the
contrary, bGH mice are hyperinsulinemic with normal
fasting glycemia. Thus, overexpression of GH results in
insulin resistance®45. Finally, GHA mice display normal
levels of glucose and insulin®3.

A hypothesis that explains the effects of GH and other
hormones (e.g. insulin, cortisol) on glucose metabolism
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was proposed by Randle et al.%. They proposed that
the metabolism of glucose and fatty acids in muscle and
adipose tissue are tightly interrelated. According to their
hypothesis, which is called the glucose-fatty acid cycle
or Randle cycle, the uptake of glucose by adipose tissue
would inhibit lipolysis in that tissue, such that the flow
of fatty acids from adipose tissue to muscle would
decrease®. In a similar manner, increased fatty acid
levels in the bloodstream would decrease glucose
uptake by the muscle. In this scenario, the glucose-fatty
acid cycle would maintain adequate blood glucose
levels independently of hormonal control, but would be
sensitive to modification by hormones®. For instance,
Randle et al.#0 suggested that the effects of GH were
caused by an increase in lipolysis, which subsequently
promoted a decrease in glucose uptake in the muscle,
inducing insulin resistance. Effects of GH on glucose
metabolism may be due to the glucose-fatty acid cycle,
and to other mechanisms such as impaired glucose
phosphorylation and inhibition of glycogen synthase®.
In a recent review, Jorgensen et al.#” discussed these
and other proposed mechanisms for insulin resistance
caused by GH.

Errect OF GH ON LIPID METABOLISM
The action of insulin on adipose tissue consists of
promoting lipogenesis and preventing lipolysis by
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inhibition of hormone-sensitive lipase. Thus, insulin
promotes accumulation of triglycerides in adipocytes by
decreasing the concentration of FFA in the bloodstream.

The presence of GH inhibits lipogenesis and promotes
lipolysis (probably due to activation of hormone-sensitive
lipase®®), producing an increase of FFA and glycerol
release from adipose tissue into the bloodstream®-51,
Also, GH inhibits lipoprotein lipase activity, preventing
triglyceride uptake into the adipocytes®52. The increased
serum levels of FFA and lipids are consistent with an
insulin resistant state. In fact, pharmacological depression
of cyclic adenosine monophosphate (cAMP), which
hinders lipid mobilization by inhibiting hormone-
sensitive lipase, can reverse GH’s effects, such as glucose
intolerance and type 2 diabetes®,

Consistent with GH’s lipolytic effect, GH deficient
children are frequently obese33, and adults with GH
deficiency have higher body fat mass and lower body
lean mass than control individuals®>>. In addition,
these characteristics tend to normalize with GH
replacement therapy>3.

Regulation of lipid storage and release from adipose
tissue, however, is far from simple. White adipose tissue
was originally thought to be merely an energetic store
for the body, but is now considered a true endocrine
organ. Hormones and bioactive molecules secreted by
WAT are referred to as ‘adipokines’ and include a wide
range of compounds that have endocrine, paracrine or
autocrine activity®7-8,

Two important adipokines related to glucose and
lipid metabolism are leptin and adiponectin. These
adipokines promote insulin sensitivity in the tissues®-%
and are inhibited by GH: leptin levels decrease after
long term GH exposure®, and adiponectin secretion is
reduced by GH both in vitro and in vivo3.

Accordingly, GHR/BP”~ mice have higher adiponectin
and lower insulin levels than control mice®2. Compared
to wild type, these mice are obese, but they are also
extremely insulin sensitive (as mentioned above), which
may be due to the higher levels of adiponectin®. A
most interesting characteristic of GH action on adipose
tissue in these mice is that distinct adipose depots
appear to respond differently to the lack of GH action.
For instance, subcutaneous fat pads are significantly
larger than those of control mice, whereas intra-
abdominal fat pads are normal or smaller. These
differences among depots have been shown for other
animal models, but they seem to vary depending on the
model system used®?%4. The fact that the number of GH
receptors present in adipocytes varies among distinct
depots could explain the differences in GH’s effect
observed>'. GH’s action on adipose tissue, however,
extends further than lipid metabolism. GH also acts as a
growth factor regulating adipocyte proliferation and
differentiation®-1,

Finally, in skeletal muscle, GH produces an increase
in uptake and oxidation of FFA20, This effect seems to
take place in a second phase, after a first phase of
inhibition of glucose uptake®.

Errect oF GH ON PROTEIN METABOLISM

Effects of GH on protein metabolism are highly
anabolic® and include inhibition of protein degradation
and/or activation of protein synthesis, depending on the
tissue studied, the method of GH administration and the
physiological status of the subjects (reviewed by
Norrelund et al 37). For example, in GHD adults, both
fed and fasted, hGH promotes protein anabolism by
inhibiting oxidation of amino acids, thus promoting
protein synthesis and inhibiting protein degradation®’.
An increase in the rate of protein synthesis and nitrogen
retention has also been reported for GH in healthy
humans, and children experiencing chronic protein
catabolism (reviewed by Mauras®).

In general, GH increases lean body mass: acromegalic
and GHD patients have increased and decreased lean
body mass respectively?’. Consistently, hGH replacement
therapy in GHD children and adults helps increase lean
body mass®%. This action is analogous to that of IGF-1,
which stimulates protein synthesis and inhibits
proteolysis®’, and of postprandial insulin secretion, which
inhibits proteolysis®®. The anabolic effects of GH on
protein are most probably mediated by induction of IGF-
19, Studies of the GHR expression in skeletal muscle are
inconclusive, whereas IGF-1 receptors are known to be
present throughout the muscle fibers®.

The size of muscle fibers seems to be affected by GH
as well, as suggested by the larger and smaller size of
muscle fibers present in bGH and dwarf (GHA and
GHR/BP”") mice respectively, when compared to wild
type controls®. However, current knowledge of the
direct effects of GH on muscle fibers is relatively
limited®.

GHR ANTAGONISTS - METABOLIC EFFECTS

The discovery of a GH analog with GHR antagonistic
action has provided a novel approach for the therapy of
acromegaly. This drug, named Somavert (Pegvisomant
for injection), is a genetically modified GH that contains
several amino acid substitutions including glycine to
arginine at position 120 . We have reported that this
amino acid is crucial for GH’s biological activity”74. This
substitution affects GH’s binding site 2 that interacts with
the second receptor in the GHR dimer. Thus,
Pegvisomant binds to the GHR dimer improperly and
does not promote subsequent intracellular signaling.
This molecule acts as a GHR antagonist, competing with
endogenous GH for the available GHRs”>78,

Clinical studies have shown that Pegvisomant
successfully counteracts the metabolic problems
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associated with acromegaly, namely insulin resistance,
and restores serum IGF-1 levels3576.7980 Normalization
of glucose tolerance and improvement of insulin
sensitivity by Pegvisomant are much more efficient than
those observed when somatostatin analogues are used
for therapy in patients with acromegaly3>8!.

CONCLUSION

We have described the metabolic effects of GH on
carbohydrates, lipids and proteins as they are currently
understood. Beyond the scope of this article, however,
are other metabolic effects of GH, such as bone growth
(reviewed by Isaksson et al8?), and decreased sodium
and water excretion®, among others. The available
information on GH action has made therapeutic
administration of hGH applicable in many clinical
scenarios. Further research to distinguish the metabolic
effects of GH versus IGF-1 may provide novel strategies
for the use of GH or IGF-1 to treat other metabolic
disorders.
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RESUMEN

Las kisspeptinas fueron inicialmente identifica-
das como un grupo de péptidos estructuralmente
relacionados, codificados por el gen KiSS-1, con ca-
pacidad de inhibir la metastasis de ciertos tumores
mediante la activacion del receptor acoplado a
proteinas G, GPR54. No obstante, a finales de 2003,
sendas publicaciones demostraron que mutacio-
nes inactivantes del gen GPR54 se asocian a ausen-
cia de pubertad e hipogonadismo hipogonadotro-
pico, tanto en humanos como en roedores, lo que
puso de manifiesto el papel clave del sistema li-
gando-receptor KiSS-1/GPR54 en el control del eje
reproductor en general, y de los mecanismos de
activacion de la pubertad en particular. Estas ob-
servaciones iniciales se han visto sustanciadas en
los altimos 3 afios a través de numerosos estudios
experimentales en diversas especies (desde roe-
dores hasta humanos), que han permitido estable-
cer el papel absolutamente crucial de las kisspepti-
nas y su receptor en la regulacion de diversas
facetas de la funcion reproductora. En este trabajo
revisaremos los aspectos mas sobresalientes del
papel del sistema KiSS-1/GPR54 en el control del
eje gonadotropico, con especial atencion a la des-
cripcion de la implicacion de las kisspeptinas en la
activacion puberal del sistema reproductor y su
modulacion por factores relevantes, tales como el
estado energético y metabdlico del organismo.

Palabras clave:

KiSS-1. GPR54. GnRH. LH. FSH. Pubertad. Hipogona-
dismo.
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ABSTRACT

Kisspeptins were first identified as a family of
structurally-related peptides, encoded by the KiSS-1
gene, with ability to inhibit tumor metastasis
through binding to the G protein-coupled receptor
GPR54. However, in late 2003, two independent
publications demonstrated the presence of
inactivating mutations of GPR54 gene in patients
suffering lack of puberty onset and
hypogonadotropic hypogonadism; a phenotype
which was also observed in mice with genetic
inactivation of GPR54. These observations disclosed
the essential roles of the ligand/receptor system
KiSS-1/ GPR54 in the control of reproductive
function in general, and in the regulation of puberty
onset in particular. These contentions have been
fully substantiated during the last three years, by a
number of experimental studies in different species
(from Mouse and rats to humans), which have
defined the indispensable role of kisspeptins and
their receptor in the regulation of different aspects
of reproduction. In the present article, we will
review the most salient facets of the KiSS-1/GPR54
system in the control of the gonadotropic axis, with
special emphasis on the potential involvement of
kisspeptins in the pubertal activation of the
reproductive system and its modulation by key
regulatory factors, such as energy balance and the
metabolic status of the organism.
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KiSS-1. GPR54. GnRH. LH. FSH. Puberty. Hypogona-
dism.
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INTRODUCCION

La pubertad se define como el periodo de transicion
entre la etapa infantil y la adulta en el que se adquiere
la capacidad reproductora y tiene lugar la maduracion
de los o6rganos genitales y el desarrollo completo de
los caracteres sexuales secundarios, ademas de impor-
tantes cambios somdticos y de conductal. Este conjun-
to orquestado de cambios endocrinos y fisicos estd de-
terminado por una gran variedad de factores, desde
genéticos a ambientales, cuya interaccion dinamica es la
responsable de la cronologia de la pubertad y de sus
posibles alteraciones (pubertad precoz, retrasada o au-
sente). Habida cuenta la extraordinaria importancia de
este proceso madurativo, la fisiologia y fisiopatologia de
la pubertad han sido objeto de estudio pormenorizado,
empleando para ello diversas aproximaciones experi-
mentales y especies modelo!2.

Desde un punto de vista neuroendocrino, la puber-
tad estd caracterizada por la activacion completa del
denominado eje gonadotropico (o hipotalamo-hipofi-
so-gonadal [HHGD'3. En este eje neuroendocrino, el
decapéptido GnRH (hormona liberadora de gonadotro-
pinas), sintetizado por un nimero reducido y relativa-
mente disperso de neuronas hipotalamicas, juega un
papel jerarquico clave, siendo el principal estimulo fi-
siologico de la sintesis y liberacion de las gonadotropi-
nas hipofisarias, LH (hormona luteinizante) y FSH (hor-
mona foliculo-estimulante)3. Estas, a su vez, operan
sobre receptores especificos a nivel gonadal, siendo
los principales reguladores hormonales tanto de la ge-
neracion de gametos maduros a partir de la pubertad
(gametogénesis), como de la secrecion de esteroides y
otras hormonas gonadales (hormonogénesis)3. El con-
trol dindmico de este eje neuro-hormonal se apoya en
las acciones feedback negativas y positivas de las sena-
les hormonales procedentes de las gbnadas, asi como
de la accion reguladora de numerosos factores adicio-
nales, tanto centrales como periféricos, que actian pri-
mariamente sobre el sistema GnRH hipotalamico?.

NEUROENDOCRINOLOGIA DE LA PUBERTAD:
MECANISMOS

De acuerdo a la organizacion jerarquica del eje gona-
dotropico arriba indicada, la activacion peripuberal del
eje reproductor vendria desencadenada por un incre-
mento progresivo de la actividad neurosecretora del sis-
tema neuronal hipotalimico GnRH. De acuerdo al mo-
delo globalmente aceptado, la neurona GnRH operaria
como integrador dindmico de una gran diversidad de
sefales reguladoras (excitatorias o inhibitorias) y efector
altimo de las acciones de las mismas en términos de
control de la secrecion de gonadotropinas. A pesar del
consenso generalizado en este punto, durante las Glti-
mas décadas se han formulado diversas hipotesis acer-
ca de los mecanismos neuroendocrinos responsables
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del desencadenamiento de la pubertad en mamiferos;
hipotesis que han hecho énfasis, entre otros, en modi-
ficaciones en la sensibilidad a las acciones feedback de
los esteroides gonadales o cambios en el balance entre
senales centrales excitatorias e inhibitorias que proyec-
tan sobre las neuronas GnRH"'24, El objetivo Gltimo de
estas hipotesis es dar respuesta a una pregunta simple,
con implicaciones complejas: jcudles son los factores
desencadenantes de la pubertad?

En relacion con las sefales centrales, numerosos es-
tudios experimentales, publicados en los Gltimos 25
anos, han permitido identificar algunos de los principa-
les neurotransmisores y neuropéptidos responsables del
control sinaptico de las neuronas GnRH y de su activa-
cion durante la pubertad, que incluyen entre otros el
glutamato, la noradrenalina, el 4cido y-amino butirico
(GABA), los péptidos opioides y el neuropéptido Y
(NPY)':24, Es destacable que algunos de estos factores
llevan a cabo acciones predominantemente inhibitorias
sobre el sistema GnRH (tales como GABA vy opioides),
por lo que la activaciéon puberal de este sistema ven-
drfa definida por modificaciones en el equilibrio entre
senales centrales excitatorias e inhibitorias. Asi, la quies-
cencia funcional del eje reproductor durante el periodo
infantil estarfa producida por una inhibicién central del
sistema GnRH, que daria paso a un predominio pro-
gresivo de los circuitos excitatorios durante el periodo
peripuberal?. Por otra parte, en los Gltimos anos, ha
quedado puesto de manifiesto que el control central del
sistema neuronal GnRH no es llevado a cabo tnica-
mente por sefales trans-sindpticas (procedentes de
otras neuronas), sino que en ¢él intervienen igualmente
factores procedentes de células de la glia®. Este conjun-
to de senales reguladoras (de origen neuronal y glial) se
encontraria bajo el control de diversos factores de trans-
cripcion, cuya expresion esta igualmente regulada de
forma precisa a lo largo del desarrollo puberal®. De esta
forma, Ojeda et al han propuesto recientemente una
aproximacion holistica, relacionada con la biologia de
sistemas, para el integral analisis de los mecanismos de-
sencadenantes de la pubertad, dirigida a identificar cir-
cuitos de senales, mas que factores individuales, impli-
cados en este proceso®.

Por otra parte, ademas de las senales centrales (arri-
ba indicadas), la activacion del eje gonadotropico en la
pubertad esta condicionada por un namero considera-
ble de factores tanto enddgenos (periféricos) como am-
bientales’. De entre éstos, es especialmente relevante
el papel del estado energético del organismo, y en con-
creto de la hormona leptina, en el control funcional del
eje reproductor a lo largo del desarrollo puberal®. La
leptina es una hormona de origen adiposo que informa,
entre otros, a los centros de control de la reproduccion
del estado de los depositos grasos del organismo, sien-
do necesarios unos niveles minimos de leptina circulan-
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te, como indice de una masa grasa critica, para que se
produzca un desarrollo puberal adecuado®. Otras hor-
monas implicadas primariamente en el control del ba-
lance energético, tales como la ghrelina, podrian coo-
perar con la leptina en la integracion funcional de los
ejes reproductor, del crecimiento y metabolico durante
el periodo puberal®. Adicionalmente, la pubertad es
sensible a la accion de diversos moduladores ambien-
tales que incluyen desde cambios en los ciclos luz-os-
curidad a la accion de compuestos quimicos con activi-
dad hormonal’. En este contexto, se considera que la
pubertad es el resultado final de la interacciéon dinamica
entre factores genéticos (muy relevantes) y una serie
amplia de reguladores tanto endogenos como exoge-
nos; interaccion que determinaria en cada individuo la
cronologia (normal o patologica) del desarrollo puberal.

SiSTEMA KiSS-1/GPR54: IDENTIFICACION Y
FUNCIONES NO REPRODUCTORAS

El sistema KiSS-1/GPR54 es un sistema ligando-recep-
tor, inicialmente identificado en el contexto de la biolo-
gia del cancer. Asi, el gen KiSS-1 fue catalogado en 1996
como un gen supresor de metastasis en ciertos mela-
nomas'?. Mas adelante, en 2001, se demostré que el
producto del gen KiSS-1 es una proteina precursora de
145 aminoacidos, que por procesamiento proteolitico
resulta en la generacion de la metastina (54 aminodci-
dos), y otros péptidos de menor tamano, tales como
kisspeptina-14 y kisspeptina-13, que (junto a la kiss-
peptina-10) forman la familia de las kisspeptinas!!-13.
Desde un punto de vista estructural, estos péptidos
comparten su region C-terminal, donde presentan un
motivo caracteristico Arg-Phe-amida. Por su parte, el
gen GPR54 se clond en 1999 como un receptor huérfa-
no acoplado a proteinas G con 7 dominios transmem-
brana y cierto grado de similitud con los receptores de
galaninal®. Estudios funcionales en sistemas celulares
heterdlogos demostraron que este receptor utiliza la
ruta de los inositoles fosfato y calcio intracelular, con la
subsiguiente fosforilacion de kinasas intracelulares, tales
como ERK 1/2 y p38 kinasa!3. Estos analisis establecie-
ron igualmente que la regién de 10 aminoacidos del ex-
tremo C-terminal de las kisspeptinas (kisspeptina-10)
es suficiente para producir una maxima activacion de
GPR54 en sistemas in vitro'3.

Como se ha apuntado, el sistema KiSS-1 en general,
y la metastina en particular, fueron considerados inicial-
mente como factores de supresion de metastasis. Asi,
un nimero de publicaciones demostré la posible fun-
cion anti-metastitica de la metastina en diversos tumo-
res, tales como melanoma, cancer de mama, cancer de
tiroides y cancer de pancreas, entre otros'%, mientras
que la pérdida de expresion del gen KiSS-1 se identifico
como indice de mal pronéstico en distintas neoplasias.
Adicionalmente, se ha demostrado que los péptidos

KiSS-1 inhiben la migracién de diversas lineas tumorales
in vitro'®. A pesar de todo ello, la relevancia del sistema
KiSS-1 en el control de la metastasis tumoral es actual-
mente objeto de cierto debate.

Por otra parte, los andlisis de expresion de los genes
KiSS-1 y GPR54 en tejidos humanos y de roedores per-
mitieron sugerir sitios de localizacion prominente de los
elementos de este sistema, tales como la placenta, di-
versas areas del sistema nervioso central (incluyendo el
hipotilamo y la médula espinal), la hipofisis y el pan-
creas, entre otros'%13, Mas aun, las caracteristicas es-
tructurales de la proteina KiSS-1 (con un péptido senal
y diversos sitios de corte y amidacion) indicaban la po-
sible la generacion de productos secretados. Todo ello
permitié sugerir posibles funciones biolégicas adiciona-
les de este sistema. De entre ellas, concité especial inte-
rés el posible papel de las kisspeptinas en el control de
la fisiologia placentaria en general, y de la invasion del
trofoblasto placentario durante la nidacién en particu-
lar'; un proceso que se asemeja parcialmente a la in-
vasion tumoral durante la metastasis. Una observacion
interesante es que durante la gestacion en humanos se
produce una marcadisima elevacion de los niveles
circulantes de metastina, que puede alcanzar concentra-
ciones hasta 7.000 veces superiores a las del periodo no
gestacional’®>. No obstante, la importancia fisiologica de
este fenébmeno no ha sido atn esclarecida.

SisTema KiSS-1/GPR54
Y CONTROL DE LA FUNCION REPRODUCTORA

La implicacion del sistema KiSS-1/GPR54 en el control
de la reproduccion no fue evidenciada hasta finales del
ano 2003, momento en que de modo independiente
los grupos de de Roux!¢ y Seminara!” identificaron di-
versas deleciones y mutaciones inactivantes del gen
GPR54 en pacientes con hipogonadismo hipogonado-
tropico idiopatico (IHH). Estas observaciones sugerian
un papel crucial, previamente insospechado, de este re-
ceptor, y sus ligandos, en los mecanismos de regulacion
del eje gonadotropico. Mas aun, esta forma de hipogo-
nadismo central fue igualmente observada en ratones
genéticamente manipulados con inactivacion del gen
GPR54", lo que demostrd un alto grado de conserva-
cion del papel esencial del sistema KiSS-1/GPR54 en el
control del eje reproductor en mamiferos.

Estas observaciones iniciales en modelos animales y
humanos hicieron necesaria la caracterizacion exhaus-
tiva de los efectos y mecanismos de accion de las kiss-
peptinas sobre el sistema neuroendocrino de la repro-
duccién. Uno de los aspectos analizados en primer
lugar fue el de sus acciones sobre la secrecion de go-
nadotropinas. Asi, en los dos anos siguientes a la iden-
tificacion de su papel en el control de la reproduccion,
diversos estudios demostraron la capacidad de las kiss-
peptinas de estimular muy potentemente la secrecion
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Figura 1. Potente efecto estimulador de la kisspeptina
sobre la secrecion de LH en la rata. Se muestran valores
circulantes de LH a los 15-min tras la administracion
intracerebral de dosis crecientes de kisspeptina-10 (5 nmol,
1 nmol, 500 pmol, 100 pmol, 10 pmol, 1 pmol y 100 fmol).

de gonadotropinas en diversas especies, incluyendo la
rata, el raton, la oveja, el mono y el hombre!®. De he-
cho, se considera que las kisspeptinas son el activador
mas potente del eje gonadotrépico conocido hasta la fe-
cha (excluido el propio GnRH). A modo de ejemplo, en
la figura 1 se ilustra el potente efecto estimulador de
kisspeptina-10 sobre la secrecion de LH en la rata. El
mecanismo por el que las kisspeptinas llevan a cabo
este potente efecto estimulador implica la induccion de
la liberacion hipotalamica de GnRH, a través (muy pro-
bablemente) de un efecto directo sobre las neuronas
GnRH, que expresan el gen GPR54!0. El efecto estimu-
lador de la kisspeptina sobre la secrecion de GnRH re-
queriria de la activacion de fosfolipasa-C y la moviliza-
cion de calcio intracelular, asi como del reclutamiento
de ERK1/2 y p38 kinasas, como sugieren recientes datos
de nuestro grupo empleando modelos hipotalimicos ex
vivo'®,

Prueba adicional de la importancia fisiologica de este
sistema en el control de la secreciéon de gonadotropi-
nas es que la expresion hipotaldmica de los genes KiSS-
1y GPR54 esta bajo el control de los esteroides gona-
dales, elementos clave en el control feedback del eje
gonadotropico. Asi, la eliminacion de las hormonas go-
nadales mediante gonadectomia (que produce una
drastica elevacion de los niveles circulantes de LH y
FSH) indujo un aumento muy significativo en los nive-
les hipotalamicos de expresion de el gen KiSS-1 (y en
menor medida de GPR54); respuesta que prevenida
mediante el re-emplazamiento con andrdégenos o estro-
genos?!. Mediante hibridacion in situ, este fendmeno ha
sido recientemente localizado en el ntcleo arcuato
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(ARC) del hipotialamo'?, lo que sugiere la implicacion
de neuronas de este nicleo, que expresan KiSS-1, en la
mediacion de las acciones de retroalimentacion negati-
va de los esteroides sexuales sobre la secrecion de go-
nadotropinas. Sin embargo, en otra drea hipotalamica,
como es el area anteroventral del ntcleo periventricular
(AVPV), la respuesta de expresion del gen KiSS-1 a la
gonadectomia y el tratamiento hormonal sustitutivo es
por completo opuesta, con disminucién de los niveles
de mRNA de KiSS-1 tras la gonadectomia y aumento
tras la administracion de estrogenos?. Estas evidencias
sugieren que las neuronas KiSS-1 del AVPV participari-
an en la mediacion de los efectos feedback positivos del
estradiol y, consecuentemente, en el desencadenamien-
to de la liberacion preovulatoria de gonadotropinas,
como parecen confirmar datos experimentales publica-
dos muy recientemente?!22,

SiSTEMA KiSS-1/GPR54 Y PUBERTAD:
PAPEL FISIOLOGICO Y MECANISMOS

Otro de los aspectos de la funcion del sistema KiSS-1
-como regulador esencial de la reproduccion- que con-
citdé una mayor atencién desde un inicio (finales de
2003) fue su posible papel en los mecanismos neuroen-
docrinos de la pubertad. Tal interés qued6 de manifies-
to ya en las primeras publicaciones acerca del fenotipo
reproductor de humanos y roedores con inactivacion
del gen de GPR54 durante el desarrollo, caracterizado,
entre otros, por ausencia de pubertad!’. Mas aun, la
demostracion de la extraordinaria capacidad de las kiss-
peptinas de activar el eje gonadotropico, incluso en el
periodo prepuberall®1? reforzaron el interés por este
sistema como posible factor “desencadenante” de la pu-
bertad. En este sentido, es destacable que el desarrollo
de las neuronas GnRH, y la adquisicion de su capacidad
secretora, es muy anterior a su activacion puberal; 1a es-
timulacion eléctrica o neuroquimica puede inducir la
activacion precoz de este sistema. Todo ello indica que
son los cambios en los sistemas reguladores los que
determinan el estado de quiescencia o activacion de ge-
nerador de pulsos GnRH, y por extension del eje re-
productor?. Las evidencias acumuladas en los Gltimos 3
anos sugieren que el sistema KiSS-1 podria jugar un pa-
pel relevante en este proceso.

Ademas de los resultados de estudios en modelos de
alteracion genética (p. ej., GPR54 KO), se han obtenido
datos de expresion y funcionales que apoyan un papel
del sistema KiSS-1 en la activacion del eje gonadotropi-
co en pubertad. En términos de expresion, los analisis
llevados a cabo en la rata sugieren que los niveles hi-
potalamicos de expresion del gen KiSS-1 y de su re-
ceptor GPR54 son relativamente bajos en el periodo
prepuberal y aumentan coincidiendo con la llegada de
la pubertad!?; observaciones que han sido confirmadas
en primates, en los que se ha observado un incremen-



Tena-Sempere M. KiSS-1 y pubertad

to en la expresion hipotaldmica de los genes KiSS-1 y
GPR54 en torno a la pubertad??. Desde el punto de vis-
ta funcional, los datos de administracion de kisspeptina
en animales inmaduros refuerzan la idea de un papel
relevante del sistema KiSS-1 en la activacion puberal del
eje reproductor. Asi, la administracion sistémica de me-
tastina indujo ovulacion en ratas hembra inmaduras
(tras priming standard con gonadotropinas)®¥, mientras
que la administracion crénica de kisspeptina-10 en ratas
hembra prepuberales fue capaz de desencadenar pu-
bertad precoz, estimada por un adelanto significativo en
la edad de apertura vaginal y una marcada elevacion
del peso del atero y los niveles circulantes de LH, FSH
y estradiol®. Un fendémeno similar se ha detectado en
primates, en los que la administracion repetida de kiss-
peptina-10 en la fase juvenil tardia indujo un patrén de
liberacion de pulsos de GnRH similar al que se detecta
en la pubertad?®. Este conjunto de observaciones pare-
ce apuntar que la activacion (siquiera farmacologica) de
GPR54 es suficiente para activar los fenémenos neuro-
endocrinos que conducen a la activacion puberal del
eje gonadotropico.

Los mecanismos por los que se produce la activacion
del sistema GnRH por las kisspeptinas durante la pu-
bertad son diversos, sofisticados y altamente regulados,
reflejo de la importancia funcional de los mismos. Cua-
tro serfan los posibles procesos implicados, identifica-
dos hasta la fecha: 7) aumento del tono enddégeno de
kisspeptinas, reflejado por un incremento de la expre-
sion del gen KiSS-1 en torno a la pubertad!®33; 2) posi-
ble aumento de la expresion del receptor GPR54, de
menor magnitud que la del ligando!”?3; 3) incremento
de la sensibilidad a las acciones estimuladoras de la
kisspeptina durante la transicion puberal'®?7  que se
asociaria a un aumento de la eficacia del acoplamiento
de GPR54 a sus rutas de senalizacion?’; y 4) incremento
de los contactos sindpticos entre neuronas KiSS-1 y neu-
ronas GnRH a lo largo de la pubertad?®. Estos mecanis-
mos aparecen esquemdaticamente representados en la fi-
gura 2. En su conjunto, estas observaciones sugieren
que la activacion peripuberal del sistema hipotalamico
KiSS-1/GPR54 es un proceso polifacético y altamente
regulado, que juega un papel esencial en el desenca-
denamiento de la pubertad en mamiferos.

SisTEMA KiSS-1/GPR54 Y CONTROL
DE LA PUBERTAD POR SENALES METABOLICAS

Como ya ha sido apuntado en epigrafes previos, la
pubertad es el resultado de la interaccion dindmica entre
factores genéticos y multiples moduladores, tanto endo-
genos como ambientales. Asi, de entre los factores que
participan en la modulacion de la pubertad destacan los
relacionados con el estado energético del organismo,
que es sefalizado a través de factores hormonales tales
como la leptina®®. Considerando la estrecha relacion en-

(1) "1 Tono Kiss-1 | (3) 111 Respuesta

®

(4) 111 Proyecciones
KiSS-1 a GnRH

Hipotalamo

Pubertad Chlls

Hipdfisis

LH | FSH

ol

Gonadas

Figura 2. Esquema tentativo de los mecanismos
implicados en la activacion peripuberal de las neuronas
GnRH por el sistema KiSS-1/GPR54 bipotaldamico. Estos
incluirian: 1) aumento del tono endogeno de kisspeptinas,
reflejado por un incremento de la expresion del gen KiSS-1
en torno a la pubertad; 2) aumento de la expresion del
receptor GPR54, de menor magnitud que la del ligando; 3)
incremento de la sensibilidad a las acciones estimuladoras
de la kisspeptina durante la transicion puberal, que se
asociaria a un aumento de la eficacia del acoplamiento de
GPR54 a sus rutas de senalizacion; y 4) incremento de los
contactos sindpticos (proyecciones) entre neuronas KiSS-1
y neuronas GnRH a lo largo de la pubertad.

tre el balance energético, la masa grasa corporal y la
pubertad, nuestro grupo de investigacion ha estado par-
ticularmente interesado en evaluar 7) la posible impli-
cacion del sistema KiSS-1/ GPR54 en la mediacion de los
efectos del estado energético sobre la activacion del eje
reproductor en pubertad; y 2) el papel de la hormona
leptina en la regulacion funcional del sistema KiSS-1.
Nuestros andlisis de expresion en modelos de balance
energético negativo, caracterizados por la supresion de
la funcién reproductora y el retraso o bloqueo del de-
sarrollo puberal, pusieron de manifiesto una disminu-
ciéon de la expresion hipotalamica del gen KiSS-1, aso-
ciada a un incremento moderado de los niveles de
GPR54, fendmeno este altimo que sugiere un cierto es-
tado de sensibilizacion por disminuciéon del tono de
kisspeptina endoégeno en condiciones de insuficiencia
energética®. Por su parte, nuestros experimentos de ad-
ministracion repetida de kisspeptina a ratas inmaduras
sometidas a subnutriciéon durante la pubertad (30% de
restriccion calorica) demostraron que este protocolo es
capaz de revertir (hasta en un 60% de los casos) la au-
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sencia de apertura vaginal y de inducir (en un 100% de
los casos) potentes respuestas de secrecion de gonado-
tropinas en ratas hembras peripuberales sometidas a una
restriccion calorica®. Estos datos sugieren que el sistema
KiSS-1 operaria como un “sensor” del estado energético
del organismo, responsable de la modulacion de la acti-
vacion del eje reproductor en pubertad por factores me-
tabolicos y/o nutricionales?®. De hecho, estudios recien-
tes de nuestro grupo en modelos de alteracion
metabolica asociados a hipogonadotropismo (tales
como la diabetes experimental) confirman que situacio-
nes de déficit energético severo se asocian a la supresion
de la expresion hipotalamica del gen KiSS-131,

La pregunta que surge de las observaciones anteriores
es cudl es la senial(es) responsable de la regulacion me-
tabolica del sistema KiSS-1. Resultados recientes sugie-
ren que la leptina operaria como regulador de la ex-
presion hipotalamica del gen KiSS-1. Asi se ha
demostrado en modelos de alteracion metabdlica aso-
ciados a hipogonadotropismo (diabetes experimental
en la rata), donde la infusion intracerebral de leptina
normaliz6 los niveles de expresion del mRNA de KiSS-
131, Del mismo modo, se ha publicado recientemente
que en el raton deficiente en leptina ob/ob, la expresion
del gen KiSS-1 en el ARC esta disminuida y ésta puede
ser estimulada por la administracion exogena de lepti-
na3?. Este conjunto de datos apunta a un importante pa-
pel de la leptina en la modulacion funcional del sistema
KiSS-1 hipotaldmico, que podria constituir el mecanis-
mo por el cual la leptina lleva a cabo sus conocidas ac-
ciones positivas sobre el eje reproductor en pubertad.
No obstante, teniendo en cuenta el papel predominan-
temente permisivo (mas que estimulador) de la leptina
sobre la maduracion puberal, es previsible que otros
factores (centrales y/o periféricos) cooperen con la lep-
tina en el control metabolico del sistema KiSS-1, contri-
buyendo asi al acoplamiento funcional entre el estado
energético del organismo y la activacion del eje repro-
ductor en pubertad®,

CONCLUSIONES

En los dltimos 3 afios hemos asistido a la identifica-
cion y caracterizacion inicial del papel fisiologico del
sistema KiSS-1/GPR54 en el control del eje reproductor
en general, y de su activacion durante la pubertad en
particular. El conjunto de evidencias acumuladas hasta
la fecha permite afirmar que las kisspeptinas y su re-
ceptor juegan un papel clave en la regulacion de muy
diversas facetas de la funcion reproductora, lo que ha
conducido a postular que la identificacion del sistema
KiSS-1 es el hallazgo mis relevante producido en el am-
bito de la Neuroendocrinologia de la Reproduccion des-
de el aislamiento del propio GnRH a principios de la
década de los setenta. Entre otras funciones, los datos
disponibles indican que la activacion peripuberal del
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sistema KiSS-1/GPR54, a través de diversos mecanismos
finamente regulados (que incluyen no s6lo un aumen-
to del tono enddgeno de kisspeptina, sino también el
incremento de la sensibilidad a sus acciones estimula-
doras y de la densidad de sus proyecciones sobre neu-
ronas GnRH), constituye un evento esencial en la defi-
nicion de la cronologia de la pubertad en mamiferos.

A pesar del rapido avance de nuestro conocimiento
en esta area, aspectos relevantes de la funcion del sis-
tema KiSS-1 en el control de la pubertad permanecen
todavia parcialmente desconocidos. Asi, no ha sido atn
establecido si las kisspeptinas operarian como “desen-
cadenantes” fisiologicos (primarios) de la pubertad o
actuarian como efectores de otras senales activadoras.
En este sentido, se hace necesaria una exhaustiva ca-
racterizacion de las senales y mecanismos responsables
del control del sistema KiSS-1 hipotalamico, asi como
de sus proyecciones e interacciones con otros sistemas
centrales implicados en el control de las neuronas
GnRH. Igualmente, aunque se ha descrito que la inacti-
vacion de GPR54 se asocia a ausencia de pubertad en
humanos, se desconoce en gran medida el impacto epi-
demiolégico de mutaciones en los genes GPR54 vy,
eventualmente, KiSS-1 en formas de pubertad retrasada
o precoz en diversas poblaciones. Finamente, sera inte-
resante establecer la posible influencia de compuestos
ambientales con actividad hormonal (xeno-estrogenos)
sobre la organizacion, expresion y funcion del sistema
hipotalamico KiSS-1. Este aspecto puede ser especial-
mente relevante si tenemos en cuenta que ciertas for-
mas de precocidad en el desarrollo puberal se han aso-
ciado a cambios en los patrones de exposicion a
compuestos disruptores endocrinos’. Es previsible que,
en los proximos afos, este y otros aspectos de la fisio-
logia y fisiopatologia del sistema KiSS-1 constituyan una
de las lineas de trabajo mas activas de la Neuroendo-
crinologia contemporinea.
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