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RESUMEN.

La GnRH participa activamente en el eje hipotalamo-hipéfisis-gbnada, ya que es la
encargada de la secrecion y liberacion de las hormonas gonadotropinas (GtHs: LH y
FSH). A la fecha se han secuenciado 24 isoformas, la variante aislada originalmente en
pollo (cGnRH-Il) o sistema Il (GNRH 2), estd presente en todos los vertebrados a
excepcion de los peces agnatos.

Este sistema, se postula que fue el primero en desarrollarse durante la evolucién de los
vertebrados ejerciendo todas las funciones motoras y neuroendocrinas en los organismos,
sin embargo, estas fueron remplazadas por los sistemas del nervio terminal (GnRH 3) y
del cerebro anterior (GnRH 1).

En todos los organismos estudiados la cGnRH-II se localiza en el tegmentum del cerebro,
medio teniendo una funcién de neurotransmisora y/o neuromoduladora. En algunas
especies se encuentra ademas en otras areas, como, en el hipotdlamo, donde, participa
en la secrecion de las hormonas gonadotropinas y de la hormona de crecimiento.

La cGnRH-II al momento de ejercer su efecto en las células gonadotropas y somatotropas
de la hipdfisis utiliza receptores localizados en la membrana celular. Los receptores para
GnRH pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), los
cuales estan constituidos por un dominio extracelular N-terminal, un gran dominio
transmembranal y un dominio citoplasmatico C-terminal. EI dominio NHy-terminal es
seguido por 7 dominios transmembranales a-hélice necesarios para anclar al receptor en
la membrana celular, estos dominios estan interconectados por tres asas extracelulares y
tres asas intracelulares.

Los receptores se clasifican en tres tipos: tipo |, tipo Il y tipo Ill. El tipo | es altamente
sensible a la isoforma de mamifero (MGnRH), mientras el receptor tipo Il muestra una
clara preferencia por la cGnRH-II, siendo este su receptor afin. Todos los receptores en
teledsteos tienen una preferencia a la isoforma de pollo, seguido por la isoforma de

salmén y después por la tercera isoforma si es que existe.



INTRODUCCION.

Uno de los retos que tuvieron los primeros organismos multicelulares fue la comunicacién
intercelular para poder actuar como un organismo y no sélo como un agregado de células
individuales. Conforme se refinaron los mecanismos de esta comunicacion, es posible que
surgieran de manera casi simultanea la diferenciacion celular y con ella la adquisicién de
un grupo de funciones especificas para grupos determinados de células. Una parte de
dichas funciones, fue desarrollar sistemas que coordinaran la actividad integral del
organismo, promoviendo respuestas tanto a estimulos externos como internos.

Asi, aparecieron células que se especializaron en el control y la comunicacion, basadas
en el uso de sustancias que migran de una célula a otra y evocan respuestas particulares.
A dichas sustancias se les denomina de manera genérica mensajeros, y como ejemplos
tenemos a los neurotransmisores, las hormonas y factores de crecimiento.

La naturaleza quimica de los mensajeros es heterogénea, pues encontramos sustancias
como el oxido nitroso (NO); aminas biégenas como la dopamina, la histamina y la
serotonina; péptidos como la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la
somatostatina (SRIF o SS); proteinas como la hormona luteinizante (LH), la hormona de
crecimiento (GH) y la insulina. También pueden encontrarse mensajeros de naturaleza
lipidica como los esteroides (glucocorticoides, mineralocorticoides, esteroides sexuales y
la vitamina D), o de otros tipos de grasas como las prostaglandinas, las prostaciclinas y
otras.

En general, los mensajeros utilizan receptores que median sus efectos en las células
blanco.

Los receptores pueden encontrarse en la membrana celular y activar un sistema de
mensajeros intracelulares, denominados segundos mensajeros, que son los encargados
de promover las respuestas de las células diana.

De este tipo de receptores podemos mencionar a la superfamilia de receptores acoplados
a proteinas G (GPCR) que se caracterizan por que poseen un extremo amino terminal
extracelular, siete dominios transmembranales, tres asas extracelulares, tres asas
intracelulares y el extremo carboxilo terminal intracelular. También, entre los receptores
ubicados en la membrana, se encuentra otra categoria que se le llama receptores
tirosincinasas (RTK), los cuales tienen un domino extracelular en el cual se reconoce al
mensajero, un domino transmembranal y un dominio intracelular que posee actividad de
cinasa y es autocatalitico. La caracteristica de esta region es la presencia de residuos del

aminoacido tirosina que son las partes aceptoras de los grupos fosfato.



Ademas de estos receptores de membrana, se presenta otro grupo cuyos miembros se
conocen como receptores serin-treonin cinasa, que tienen una morfologia similar a los
RTKSs, pero en su parte intracelular las fosforilaciones se realizan sobre residuos de los
aminoécidos serina o treonina.

Otra via es que los mensajeros intercelulares pueden activar directamente canales i6nicos
presentes en la membrana celular.

Ademas, algunos mensajeros utilizan moléculas que se encuentran en el interior de la
célula, por lo cual se dice que se sirven de receptores intracelulares. Estos tienen una
ubicacion citoplasmica o nuclear, y en términos generales, actian directamente sobre el
genoma.

La mayoria de los mensajeros utilizan receptores de membrana o receptores
intracelulares.

La reproduccién, como un evento esencial para las especies, no ha sido ajena al uso de
mensajeros que coordinen el proceso, y en ello, participan de manera muy clara el
sistema nervioso, en especial el hipotalamo, la hipdfisis, las génadas y sus conductos
asociados. La participaciéon de hormonas y factores paracrinos regulan la gametogénesis
y otros fendmenos reproductivos. Entre estos mensajeros se destaca la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), que ademas de jugar un importante papel en la
reproduccion, posee otras funciones, y es producida también en otras regiones del
organismo.

A lo largo de la evolucion, la GnRH ha variado ligeramente en su secuencia de
amino&cidos, generando lo que se denominan isoformas. Actualmente, se proponen

nuevos criterios de clasificacion de dichas isoformas y de sus receptores.



JUSTIFICACION.

Entre los mensajeros, un grupo de moléculas que ha llamado poderosamente la atencion,
es una hormona que originalmente se descubrié en el hipotdlamo y se le llama hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), nombre que le fue dado por su capacidad de
estimular la liberacion de gonadotropinas de la hipdfisis, vinculandose estrechamente por
este hecho, con los fenémenos reproductivos.

Con el desarrollo de la investigacion se ha determinado una distribucion de GnRH mas
alld de areas hipotalamicas, con otras funciones ademas del papel neurohormonal
originalmente descrito.

A la fecha, se han descrito 24 isoformas de la hormona formando una familia. Ahora bien
al momento de hablar de las GnRHs nos referimos a estas como una sola y no como un
conjunto es debido desde su descubrimiento década de los 50’s, se hace hincapié a la
gue tiene la funcién de liberacion de las gonadotropinas y ademas no se pensaba que

existiera mas de una isoforma.

También se han descrito varios subtipos de receptores de membrana que median sus
efectos. El conocimiento acerca de la estructura de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y de su receptor GhRHR, al igual de las relaciones que existen
entre ellos son esenciales para el entendimiento de su papel y funciébn en el eje
hipotalamo-hipéfisis-gbnada (HHG) y en la fisiologia reproductiva. Por estas razones nos
resulta importante el realizar un trabajo en el cual se resuman los principales hallazgos de

la isoforma aislada originalmente del encéfalo de pollo (cGnRH-II) y su receptor afin.

OBJETIVO: Realizar un andlisis con la informacion existente acerca de la cGnRH-Il 'y

su receptor afin para la elaboracion de un escrito.



METODOLOGIA.

Se realizara una bisqueda de informacién en revistas de mayor impacto en las areas de
endocrinologia, fisiologia, bioquimica y biologia molecular, con la finalidad de reunir
informacion de importancia acerca de la hormona liberadora de gonadotropinas en
especial de la isoforma de pollo o cGnRH-1l y de su receptor afin a dicha hormona, en
estudios hechos en especies de vertebrados y con mayor énfasis en peces teledsteos.



Capitulo 1. Generalidades de la GnRH.

Isoformas de GnRHs y Nomenclatura.

Factores ambientales como: temperatura, fotoperiodo, variaciones en la osmolaridad, son
percibidos por el organismo a través de receptores, los cuales comunican dichas
variaciones al sistema nervioso central y posteriormente, al eje endocrino reproductivo.
Esta informacion es procesada y enviada a diferentes partes del sistema nervioso,
especialmente, a algunos nucleos del hipotalamo, donde se modifica la produccion y la
liberacion de hormonas, entre las cuales se encuentra la GnRH, la cual es un decapéptido
que estimula la secrecion de las hormonas gonadotropinas (GtH) (Kah y col, 1993;
Cardenas, 1996). Originalmente, se le conocia con el nombre de hormona secretora de la
hormona luteinizante (LHRH), referida por su efecto en la estimulacion de la secrecion de
la LH (Dubois, y col., 2002).

Sin embargo, la GnRH no es una unica molécula, ya que pertenece a una familia de
decapéptidos que mantienen una elevada conservacion en los diversos grupos y a la
fecha, se han reportado 24 isoformas (Gorbman y Sower, 2003) cada una de ellas, ha
sido nombrada acorde con la especie de la cual fueron primeramente aisladas (cuadro 1).
Su estructura primaria fue predicha en la década de los 50’s, pero no fue aislada hasta los
afos 70’s, determinandose en mamiferos, la primera isoforma de GhnRH (mGnRH; Matsuo
y col., 1971). Desde su descubrimiento en 1971, se han caracterizado y secuenciado 14
isoformas distintas de GnRH en el cerebro de vertebrados, 9 en protocordados y una en
invertebrados. (Adams y col., 2003). Especificamente en vertebrados, se han descrito:
dos en cicléstomos, denominandose GnRH de lamprea | y GnRH de lamprea lll (IGnRH-
y IGnRH-IIl; respectivamente, Sower y col., 1993). En condroictios, (dfGnRH; Lovejoy y
col., 1992); seis GnRHs en peces teledsteos, en salmoén (sGnRH, Sherwood y col., 1983),
en el pez gato (cfGnRH, Ngamvongchon y col., 1992), en la dorada (sbGnRH, Powell y
col.,, 1994), en el arenque (hrGnRH, Carosfeld y col., 2000) y en medaka (mdGnRH,
Okubo y col., 2000), en el pez blanco (wfGnRH, Adams y col., 2002); una en rana
(rGnRH, Yoo y col., 2000); dos isoformas de GnRH en aves, ambas descritas en el pollo
(cGnRH-I, King y Millar, 1982; cGnRH-Il, Miyamoto y col., 1984); y dos en mamiferos, que
se manifiestan en el cerdo (MGnRH, Matsuo y col., 1971; Burgus y col., 1972) y en el
cobayo (gpGnRH, Jiménez-Lifdn y col., 1997). En protocordados, se han descrito 9
isoformas de GnRH en tunicados, tGnRH-I, II, 1, IV, V, VI, VII, VIIl y IX (Powell y col.,

1996; Adams, 2003). Recientemente, en un invertebrado, el pulpo, también se ha aislado



y caracterizado una molécula de 12 aminoacidos con estructura y funciones similares a la
GnRH (oGnRH, Iwakoshi y col., 2002).

Por otra parte, existe una variante de la isoforma mGnRH que se origina del mismo gen y
es producida por postraducciéon enzimatica. Esta variante se identifica como hidroxiprolina
mGnRH ([Hyp] GnRH), y fue encontrada en ratas, hamsters y en ranas (Montaner y col
2001).

En todos los cordados, estructuralmente la GnRH esta formada por 10 aminoacidos,
teniendo un residuo piroglutamico en su extremo amino terminal (pGlu) y una glicina
amidada en su extremo carboxilo terminal (Gly-NH2) (Peter y col, 1990). La longitud del
decapéptido y cinco aminoacidos de la molécula se han conservado, ello abarca ambos
extremos de la molécula, que han permanecido estables en todas las isoformas
encontradas en vertebrados incluyendo la de humano. La conservacion de su estructura
refleja la importancia de esta hormona para el éxito reproductivo y por lo tanto, para la
supervivencia de las especies (lkemoto y Park, 2005). La conservacion de los extremos
son importantes para la bioactividad y conformacion del péptido, particularmente lo
relacionado con la union al receptor, resistencia a la degradacion enzimatica y los eventos
requeridos con la secrecion de gonadotropinas (Gorbman y Sower, 2003). La posicién 8
en la cadena de aminoacidos es la que presenta mas variabilidad seguida por la posicién
6, 5y 7. La considerable variacién en la posicion 8 sugiriere que cualquier residuo es
tolerado en esta posicion (Millar, 2005).

Con el descubrimientos de las diferentes isoformas, se han propuesto nomenclaturas en
donde se ha utilizado la informacién obtenida de la estructura primaria. Una de estas
nomenclaturas, utiliza como isoforma base o estandar a la mGnRH y todas las demas
variantes son nombradas de acuerdo a la alteracion y la posicion en la cadena de
aminoacidos, por ejemplo cGnRH-II es nombrada [His®, Trp’, Tyr®] GnRH. Recientemente,
han surgido terminologias alternas, en donde se propone que, GnRH1 se nombra a la
variante presente, principalmente, en el area hipotalamica; GnRH2 para la forma
mesencefalica (cGnRH-Il) y GnRH3 en el caso de la existencia de una tercera forma
(generalmente presente en el cerebro de peces teledsteos, sGnRH) (Fernald y White,
1999). Sin embargo, esta nomenclatura no distingue diferentes variantes encontradas en
el hipotalamo de varias especies. Otra nomenclatura se basa en la localizacion y funcién
de las isoformas, en este caso MB-GnRH (cerebro medio GnRH) corresponde a cGnRH-
II; VF-GnRH (cerebro ventral anterior GnRH) la cual es la forma hipofisiotrépica especie-
especifica y TN-GnRH (nervio terminal GnRH) para sGnRH (Dubois y col., 2002).



Isoforma IX
GnRH

mGnRH i Pro Gly-NH2
gpGnRH
cGnRH-I
rGnRH
sbGnRH
sGnRH
mdGnRH
cfGnRH
hrGnRH
wfGnRH
dfGnRH
cGnRH-II
IGnRH-III
IGNRH-I
tGnRH-I
tGnRH-II
tGnRH-III
tGnRH-IV
tGnRH-V
tGnRH-VI
tGnRH-VII
tGnRH-VIII
tGnRH-1X
oGnRH

Cuadro 1. Estructura de las isoformas de GnRH en vertebrados e invertebrados. Estas son las 24 formas

conocidas: 14 en vertebrados y 10 en invertebrados (modificado de Somoza y col., 2002; Gorbman y Sower,
2003; Lethimonier y col., 2004, Tsai, 2005; Guilgur y col., 2006).

De todas las variantes estructurales de GnRH, la isoforma cGnRH-Il o GnRH 2, esta
universalmente presente en todos los vertebrados desde los peces hasta humanos, a
excepcion de los peces agnatos (cuadro 2) y no tiene modificacién en su estructura. Esta
isoforma fue aislada del cerebro del pollo por Miyamoto y col. (1984). La estructura ha
permanecido sin cambios en los ultimos 500 millones de anos. Esta marcada
conservacion indica una importante funcion para el organismo (Sealfon y col, 1997; Yu y
col, 1997; Millar, 2003).



Condricties:
Hydrolagus colliei

Dasyatis sabina
Squalus acanthias

Osteicties:
Calamoicthys calabaricus
Lepisosteus spepatula
Acipenser trasmontanus
Acipenser gueldenstaedti
Patondon buchholzi
Gnathonemus petersii
Chitala chitala
Osteoglossum bicirrhosum
Scleropages jardin
Anguilla anguilla
Clupea harengus
Clarias macrocephalus
Clarias gariepinus
Coregonus clupeaformis
Oncorhynchus keta
Oncorhynchus mikiis
Oncorhynchus nerka
Oncorhynchus massou
Carassius auratus
Gnathopogon caerulescens
Brachydanio rerio
Rutilus rutilus
Chanos chanos
Prochilodus lineatus
Piaractus mesopotamicus
Mugil cephalus
Poecilia latipina
Xiphophorus maculates
Xiphophorus helleir
Odontesthes bonariensis
Odontesthes hatchery
Oryzias latipes
Synbranchus marmoratus
Sebastes rastrelliger
Sparus aurata
Centropomus undecimalis
Haplocromis burtoni
Oreochromis mossambicus
Oreochromis niloticus
Lepomis gibbosus
Pagrus major
Pagrus pagrus
Acanthopagrus schlegeli
Opleganthus fasciatus
Morone saxatilis
Micropogonias furnieri
Dicentrarchus labrax

Pseudochaenichthys georgianus

Chaenocephalus aceratus
Notothenia rossi
Scophthalmus maximus
Verasper moseri
Neoceratodus forsteri
Protopterus annectens
Lepidosiren paradoxa

Amphibia:
Taricha granulosa
Ambystoma graciele
Xenopus laevis
Rana catesbiana
Rana esculenta
Rana pipiens
Rana ridibunda
Hyla regilla
Pachymedusa dacnicolor

Reptilia:
Pseudemys sripta
Trachemys scripta
Anolis carolinensis
Cordylis nigra
Podarcis sicula
Calcides ocellatus
Tupinambis merinae
Thamnophis sirtalis perientalis
Alligator missisippiensis

Aves:
Gallus gallus
Melleagris gallopavo
Coturnix japonica
Sturnus vulgaris
Melospiza melodia
Strutio camelus

Mammalia:
Tachyglossus aculeatus
Monodelphis domestica
Trichosurus vulpecula
Macropus eugenii
Isoodon macrorurus
Dasyurus veverrinus
Suncus murinus
Tupaia glis belangeri
Chrysochoris asiatica
Mesocritus auratus
Hydrochaeris hydrochaeris
Macaca speciosa
Macaca mulata
Homo sapiens

Cuadro 2. Especies en donde se encuentra

distribuida la isoforma cGnRH-II
Somoza y col., 2002).

(modificado de




Origen Embrioldgico de los Sistemas de GnRH.

Tomando en cuenta datos anatdomicos, embriolégicos, junto con estudios bioquimicos y
moleculares se ha propuesto la creacién de sistemas para dar una explicacion del origen
de las neuronas que sintetizan las diferentes isoformas de GnRH (neuronas-GnRH) en el
cerebro (Muske, 1997).

Estos grupos celulares o sistemas difieren en su localizacion y distribucion (Fernald y
White, 1999). Ademas, se pueden nombrar con base a su localizacion, por ejemplo: la
isoforma hipotalamica es conocida como GnRH 1, la isoforma del cerebro medio es GhRH
2 y la isoforma del nervio terminal (TN) es GnRH 3 (Fig. 1) (Wierman y col., 2004,
Whitlock, 2005).

Cerebro de Pez. Cerebro de Raton. meseceralo
Mesencefalo 7 N
Bulbo  Telencefalo / b
Offatorio Telencefalo ' H ST
b~
\x\,r"'"_ | "'[:"h Y My - /.-
Bulbo /\ T Nl
) “-_—ﬁ'-. Offatorio| ¥ | Romboencefalo
Fibras del Romboencefalo £y T 4
Nervio Olfatorio Fibras del Nervio Diencefalo

Diencefalo

Olfatorio

Fig. 1. Esquemas donde se observan la distribucion y localizaciéon de la GnRH 1, GhRH 2 y GnRH 3 en el

cerebro de pez y de raton (modificado de Whitlock, 2005).
Las células del sistema GnRH 3 o nervio terminal septo-predptico, tienen su origen

embriolégico en la cresta neural de la regidn craneal y expresan diferentes variantes de
acuerdo con la especie, por ejemplo, mGnRH en muchos mamiferos, cGnRH-I en aves y
sGnRH en salmoénidos (Sherwood y col., 1997). En este sistema, la mayor parte de la
GnRH se encuentra localizada desde el nervio terminal (TN) hasta la parte anterior del
hipotalamo. Algunas neuronas-GnRH han sido también encontradas en el bulbo olfativo a
lo largo del nervio terminal y en el hipocampo en mamiferos (Gonzales-Martinez y col.,
2001).



Al segundo sistema (GnRH2), también se le conoce como sistema cGnRH-II debido a que
esta es la Unica isoforma que aqui se expresa. En todos los gnatostomados esta presente
en un grupo de neuronas-GnRH localizadas en el diencéfalo posterior y en la parte rostral
del mesencéfalo, y estas se diferencian tempranamente de un primordio germinativo del
cerebro medio (Gonzalez-Martinez y col., 2001; Gopinath y col., 2004).

En peces 6seos la distribucion es mas compleja, ya que frecuentemente expresan tres
isoformas y se encuentran localizadas en areas muy especificas de cerebro (Stefano y
col., 2000). En estas especies, cGnRH-Il es expresada por neuronas-GnRH del cerebro
medio, sGnRH esta localizada en el ganglio del nervio terminal (TNG) y una GnRH
especie-especifica, la cual corresponde al sistema GnRH 1 y esta presente generalmente
en el area preoptica y en el hipotalamo (Dubois y col., 2002). Las neuronas-GnRH de este
sistema se originan de la regién del precursor que da origen a la placa de la hipofisis
anterior y posteriormente migran a su posicion original (Lethimonier y col., 2004).

En el cerebro de primates existen evidencias de una tercera isoforma. Las neuronas-
GnRH que expresan mGnRH se encuentran en la region olfativa, en el area predptica, en
el hipotalamo y alrededor del ventriculo lateral (Sherwood, 1997), la cGnRH-Il se
encuentra en el cerebro medio (Leischeid y col., 1997) y una tercera forma que aun no ha
sido identificada en el area preoptica (Quanbech y col., 1997).

Las neuronas-GnRH, son derivados de un grupo de células progenitoras localizadas en el
compartimiento nasal (VNO) y migran a lo lago del sistema olfativo a través del septo

nasal y la placa cribriforme (CP) a sus destinos en el cerebro anterior (CP) (Fig. 2).

Fig. 2. Ruta migratoria
(flecha) que siguen las
neuronas-GnRH desde el
compartimiento nasal
(VNO) hasta sus destinos
en el cerebro anterior (BF).
(modificato de Tobet, y col.,
2001).




A lo largo de la ruta migratoria muchos factores son importantes para el desarrollo.
Algunas clases de moléculas han empezado hacer estudiadas por su influencia potencial
en la proceso de migracion. Estas se pueden clasificar en dos tipos: las relacionadas con
la comunicacion en la superficie celular (receptores de membrana, moléculas de
adhesion, moléculas de la matriz extracelular (ECM), etc) y las relacionadas con la
comunicacion celular a distancia  (neurotransmisores, peptidos, moléculas
quimioatrayentes o repelentes) (Tobet y col., 2001).

Las moléculas asociadas con las interacciones en la superficie celular podemos encontrar
a los glicoconjugados con cadenas de carbohidratos que contienen una galactosa
terminal, los cuales son expresados temporalmente y espacialmente en las fibras
olfatorias y guian a las neuronas-GnRH en el proceso de migracion (Bless y col., 2000).
De las moléculas asociadas con la comunicacion celular a distancia, se ha observado que
el acido gamma-aminobutirico (GABA) esta asociado con los patrones de migraciéon de
las neuronas-GnRH ya que influye directamente en la posicion y organizacién de estas
(Tobet y col., 1996). Recientes datos sugieren que la molécula netrin-1 también juega un
papel en guiar los axones que dirigen a las neuronas-GnRH durante el desarrollo

embrionario (Schwarting y col., 2001).

Sintesis de GnRH.

La hormona liberadora de gonadotropinas es sintetizada por células neurosecretoras
mediante un proceso enzimatico y empaquetadas en granulos de almacenamiento. En
mamiferos, aves, reptiles y anfibios, la hormona es secretada dentro de sistema portal por
terminales nerviosas de la eminencia media y llegan a la parte anterior de la glandula
hipofisiaria. En peces la secrecion es via directa, ya que fibras neurosecretoras inervan
directamente a las células gonadotropas de la hipofisis anterior (Chang y Jobin, 1994).

La GnRH se sintetiza en forma de un precursor que recibe el nombre de prepro-GnRH.
Por el analisis de su estructura (Fig. 3), se deduce que tras la escisién del péptido sefal,
el residuo de acido glutamico del la porcién amino terminal de la GnRH se ciclisa para
producir acido piroglutamico. Entonces, la GnRH se separa del GAP al escindirse en la
secuencia de los aminoacidos dibasicos del sitio de procesamiento (Lys-Arg) mediante la
accion de endopeptidasas y la carboxipeptidasa E. El grupo carboxilo terminal de la
molécula (Gly-Gly) se modifica por accion de la a-peptidil-glicina monooxigenasa, que
amida al grupo carboxilo terminal (Gly-NH,) del dacapéptido ya activo. A continuacién, la

GnRH y el GAP se almacenan en granulos de secrecién hasta su uso. Se ha sugerido



que el GAP esta involucrado en la regulacién de prolactina (Wetsel y col., 1991; Wetsel y
Srinivasan, 2002).

Sitio de
Procesamiento

Péptide Seiial :

Gnl Péptide Asociado (GAP)
1aa 86 aa

Fig. 3. Estructura de la preprohormona para la isoforma de pollo (cGnRH-Il) (modificado de Kuo y col., 2005).

El gen que codifica para la prepro-GnRH-II consiste de un exén 5’ sin traducir y tres
exones codificantes, con el péptido codificado dentro del exén 2. En el humano, se
observaron e identificaron multiples elementos reguladores dentro del exén 1, incluyendo,
2 sitios de unién E-box con funcién de estimular la transcripcion del gen. El péptido sefal
contiene un centro hidrofébico. Este centro esta precedido por un residuo cargado
positivamente (Lys o Arg). El sitio de procesamiento seguido del decapéptido para GnRH
esta completamente conservado. El extremo C-terminal consiste de un sitio aminoacido
dibasico (Lys-Arg, Arg-Arg, Lys-Lys o Arg-Lys), el cual, representa tipicamente un sitio

unién enzimatica para el procesamiento (Yu y col., 1997).

Distribucion Taxondmica de GnRHs.

Tomando en consideracion la distribucion taxondémica de las variantes de GnRH en
tetrapodos, dos isoformas han sido identificadas en areas del sistema nervioso central:
cGNRH- Il en areas del cerebro medio y una isoforma secretora en el cerebro anterior, en
mamiferos, estas variantes puede ser mGnRH, [Hyp %] mGnRH (isoforma hidroxilada) o
gpGnRH; en aves y reptiles esta representada por cGnRH-I y finalmente en anfibios por
mGnRH o rGnRH (Montaner y col, 2001; Muske, 1997; Yoo y col., 2000).

Los mismos patrones de distribucion se observan en especies de teledsteos donde la
variante hipofisiotropica esta representada por mGnRH en anguiliformes, mGnRH o
sGnRH en osteoglosiformes, sGnRH en salmoniformes y cipriniformes; y cfGnRH en
siluriformes (Okubo y col, 1999, Okubo y Aida, 2001; Dubois y col., 2001). En especies en
las cuales se han identificado 3 isoformas, se ha observado que expresan cGnRH-II,
sGnRH y una tercera forma, la cual, se considera como la variante-especifica, que puede

ser: hrGnRH en clupeiformes, wfGnRH en salmoniformes, pgGnRH en anteriniformes,



sibranquiformes, beloniformes y ciprinidontiformes; y sbGnRH en charaniformes,
perciformes, pleuronectiformes y tetradontiformes (Somoza y col., 2002; Lethimonier y
col., 2004; Sherwood y Adams, 2005).

Aspectos evolutivos de GnRH.

Dubois y col. (2002) hacen una propuesta evolutiva para las diferentes isoformas de
GnRH. Esta toma en cuenta los siguientes aspectos: la presencia de algunas isoformas
moleculares de GnRH dentro de una misma especie, su distribucion filogenética y los
descubrimientos de nuevas isoformas. Con estos criterios se construyé una propuesta de
un arbol evolutivo. Primeramente, al considerar la distribucion filogenética de las
isoformas y la comparaciéon de los precursores de la hormona, el modelo da como
resultado dos linajes principales: el linaje de cGnRH Il y el linaje de mamiferos. cGnRH I
es la isoforma que apareci6 en la evolucion temprana de los vertebrados y representa el
linaje mas conservado. Adicionalmente, se propone que un segundo linaje puede incluir a
la mGnRH, la ¢cGnRH I, la gpGnRH, la rGnRH y las diferentes isoformas existentes en
peces. La presencia de 2 o mas isoformas de GnRH dentro de una especie sugiere que,
ambos linajes son, probablemente derivados de la duplicacién genética en la evolucién
temprana de vertebrados. La estructura similar en los genes para GnRH es una evidencia
importante de la hipotesis de duplicacién del gen. El lugar que pudieran ocupar las
GnRHs de lamprea y procordados, no es claro en este modelo. La cGnRH Il esta
probablemente precedida por la isoforma de tunicados y lamprea, por lo cual, la IGnRH I
es el ancestro putativo de la cGnRH Il. La dfGnRH posiblemente deriva del linaje de
cGnRH Il, ya que estas isoformas difieren solamente en un aminoacido. De igual manera,
las variantes sbGnRH y mdGnRH y aquellas existentes en vertebrados superiores como:
rGnRH, cGnRH | y gpGnRH, se encuentran estrechamente relacionadas con mGnRH, por
lo que, se ha postulado el mismo origen. Sin embargo, cuando consideramos la
localizacion y funcién de las diferentes isoformas dentro de los Osteictios, tenemos que
hrGnRH, sGnRH, sbGnRH y mdGnRH pueden ser localizadas en el cerebro ventral
anterior y tienen una funcién hipofisiotrépica similar a las otras GnRHs en el linaje de
mGnRH. Si comparamos los genes de los precursores para GnRH, el resultado es que
los genes para la sGnRH se pueden situar como un grupo separado. La ubicacién de esta
variante de la hormona en el TN y una funcién diferente, han permitido el proponer un

linaje separado para salmén que surgid durante la evolucién de los teledsteos (Fig. 4).
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Fig. 4. Arbol hipotético evolutivo. Los tres linajes estan discernidos: el linaje de la isoforma de cGnRH II, el
linaje de la isoforma de mamifero y el linaje de la isoforma de salmén. Las lineas punteadas indican un origen
incierto. Abreviaciones: forma ancestral (A); cGnRH Il (cll); dfGnRH (df); IGNRH (L); mGnRH (m); tGnRH (t)
(modificado de Dubois y col., 2002).



Capitulo 2. Funcion y localizacion.

Funciones de la GnRH.

GnRH es un neuropeptido con un papel clave en el control de la reproduccion en todos los
vertebrados y es esencial para la gametogénesis y la esteroidogénesis gonadal (Counis y
col., 2005). También es un elemento clave en el eje Hipotdlamo-Hipd&fisis-Génada. La
funcién mejor conocida es la sintesis y secrecion de las hormonas gonadotropinas (GtH:
FSH y LH) en la glandula hipofisiaria de vertebrados desde lampreas hasta humanos
(Sower y Kawauchi, 2001). Esta accién pudo haber co-evolucionado con el desarrollo de
la glandula hipofisiaria (Peter y col., 1990).

Debido a que la GnRH cuenta con una amplia distribucion en los tejidos de vertebrados,
se ha propuesto que cumple diversas funciones, incluyendo la neuroendocrina (ej. en la
secrecion de la hormona de crecimiento, por parte de las células somatotropas de la
hipdfisis), paracrina (ej. en placenta y gébnadas), autocrina (ej. células del sistema inmune,
células de cancer de préstata) y neurotransmisor y/o neuromodulador (ej. para la
regulaciéon del comportamiento reproductivo y la maduracion sexual en vertebrados-
modula la recepcion quimiosensorial de feromonas y otros olores) (Dellovade y col., 1998;
Millar, 2003; Wirsig-Wiechmann, 2001).

En teledsteos, algunos reportes indican que la hormona esta involucrada en el control, de
la hormona de crecimiento in vivo e in vitro (Li y col.,, 2002), de la prolactina en
Oreochromis mossambicus (Weber y col.,, 1997), la somatolactina en Oncorhynchus
mykiss (Karizawa y col., 1997) y en Oncorhynchus nerka (Taniyama y col., 2000) de
ambas hormonas en Odontesthes bonariensis (Stefano col., 1999) y de la hormona
tiroidea en Channa gachauy en Cirrhinus mrigala (Roy y col., 2000).

En las especies que tienen dos sistemas, se sabe que la isoforma especie-especifica, la
cual predomina en el hipotalamo, es relacionada con el control de la funcion de la
hipdfisis, en cambio la isoforma cGnRH-II es expresada por neuronas del cerebro medio y
puede jugar un papel como neurotransmisor y/o neuromodulador. Se ha sugerido que
cGnRH-Il es secretada con el comportamiento reproductivo en peces (Ogawa y col., 2004;
Okuzawa y col., 2003), en mamiferos (Kauffman y Rissman, 2004; Rissman, 1996) y aves
(Sharp y col., 1990).

También cGnRH-II esta involucrada en la regulacion de la funcidn de la hipdfisis en
algunas especies de teledsteos. Esta hormona fue identificada como segunda o tercera
isoforma en la hipdfisis, de tilapia (Weber y col., 1997) y de arenque (Carolsfeld y col.,

2000), induciendo una buena actividad de la secrecion de gonadotropinas (Mylonas y



Zohar, 2001). Sin embargo, la funcién de la isoforma en el ciclo sexual es controversial.
Las concentraciones de la cGnRH-Il en el cerebro de peces, permanece constante
durante el ciclo sexual en algunas especies como en Sebastes rastrelliger (Collins y col.,
2001).

cGnRH-Il tiene una alta expresion en el hipotalamo de primates (Latimer y col., 2000), en
la especie Macaca mulatta la hormona participa en la secrecion de LH y FSH (Lescheid y
col., 1997; Urbanski y col., 1999).

La presencia de fibras y terminales de cGnRH-Il cerca de neuronas motoras en el cordon
espinal de elasmobranquios y anfibios indican que puede influir en el comportamiento

reproductivo (Forlano y col., 2000).

Evolucion de la funcion.

Trabajos en donde se aislan isoformas de GnRH de las génadas en varias especies de
vertebrados, sugieren que la regulacion paracrina de estos 6rganos fue una funcién
primaria en el transcurso de la evolucion y el papel neuroendocrino en la regulacion en la
hipdfisis fue una funcidén posterior en el transcurso del desarrollo evolutivo (Adams y col.,
2003). Los peptidos de GnRH, originalmente pudieron haber estado implicados en la
comunicacion celular de la reproduccidn sexual de organismos unicelulares vy
multicelulares. Después, la GnRH fue reclutada por células nerviosas para la expresion de
sefales internas y externas en la activacién de la reproduccién, inicialmente por las
células germinales y posteriormente via activacion de las células gonadotropas de la
hipdfisis. Adicionalmente, se presenté la utilizaciéon de GnRH, en la sensibilizacion del
epitelio olfatorio a feromonas en peces cartilaginosos y en la activacion de neuronas del
sistema nervioso central (SNC) que afectan en el comportamiento sexual. Mientras el
péptido ha sido utilizado como un regulador en varios niveles del sistema reproductivo:
hipotalamo, gbénadas, seno, utero y placenta. La aparente plasticidad del péptido como
regulador se observa en tejidos no reproductivos como la glandula adrenal, el sistema
inmunolégico, la retina y el pancreas (King y Millar, 1995).

Se postula que este sistema Il o cGnRH-II fue el primero en desarrollarse durante la
evolucion de los vertebrados. Este sistema originalmente ejercia todas las funciones
sensoriales, motoras y neuroendocrinas en vertebrados, pero durante el curso de la
evolucién, el numero de neuronas en el cerebro medio supuestamente disminuyo y las
funciones sensoriales y neuroendocrinas fueron remplazadas por los sistemas del nervio

terminal y del cerebro anterior.



Localizacion de la GnRH.

El cerebro en embriones de vertebrados se desarrolla en cuatro grandes regiones,
conocidas como: telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo. En el
subsecuente desarrollo a la forma adulta, estas regiones se diferencian en un mayor
numero de componentes. El telencéfalo se diferencia en los bulbos y Iébulos olfativos y el
hemisferio cerebral. El diencéfalo origina tres regiones: el epitdlamo que se encuentra en
situacion dorsal, el tdlamo que tiene una posicién central y el hipotalamo se presenta
ubicacién ventral. La mayor parte del diencéfalo se diferencia en talamo. El mesencéfalo
da origen al techo éptico o Tegtum éptico y otras estructuras del cerebro medio. Por su

parte, el romboencéfalo se diferencia en el cerebelo y la médula (Norris, 1997, Fig. 5).
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Fig. 5. Areas en las que se divide el cerebro de vertebrados adultos (Moficado de Norris, 1997).

La distribucion diferencial de las isoformas en el cerebro se demostré primeramente con la
combinacion de la técnica de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) y el analisis de
radioimmunoensayo (RIA), pero recientemente se ha utilizado la hibridacién in situ y la
immunohistoquimica (Yu y col., 1997). Con la utilizacion de estas técnicas se ha
observado que cGnRH-Il se encuentra localizada en el tegumentum del cerebro medio de
varias especies de vertebrados (Dubois, y col., 2002).

En teledsteos, cuerpos y fibras celulares dieron positivo a cGnRH-Il, fueron encontradas
en el tegumentum rostral del cerebro medio y en neuronas motoras del nervio oculomotor.

Estos cuerpos celulares pueden pertenecer a el nucleus medial longitudinal faciculus



(nMLF). Muchos de los cuerpos celulares fueron fusiformes, bipolares y largos (alrededor
de 30 um de diametro) en las especies: Haplochromis burtoni (White y col., 1995),
Spaurus aurata (Fig. 6a)(Gothilf y col., 1996), Pagrus major (Okuzawa y col., 1997),
Oreochromis mossambicus (Parhar, 1997), Orzias latipes (Parhar y col.,, 1998a),

Orechromis niloticus (Parhar y col., 1998b), Odontotesthes bonariensis (Fig. 6b)(Stefano y
col., 2000).
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Fig. 6.Distribucion de las isoformas de GnRH (cGnRH-Il, flecha) en el cerebro de (a)Spaurus aurata
(modificado de Gothilf y col., 1996) y (b)Odontotesthes bonariensis (modificado de Stefano y col., 2000).



En Carassius auratus, cuerpos celulares para cGnRH-Il fueron observados en las
siguientes areas: en el ganglio del nervio terminal, en el tracto olfatorio medio, en el
telencefalo ventral, en el nucleus preopticus parvicellularis anterioris y el hipotalamus
ventrolaterial y adicidén a estas areas también fueron observadas en el tegmentum rostral
del cerebro medio (Fig. 7). En esta especie la distribucion de fibras para cGnRH-II fue
basicamente similar a aquellas fibras de sGnRH. Ademas, el nimero de fibras de estas

dos isoforma en la hipdfisis no tienen diferencias significativas (Kim y col., 1995).

Fig. 7. Distribucion de cuerpos celulares de cGnRH-II (puntos) y fibras immunoreactivas para la isoforma
(modificado de Kim, y col., 1995).



En la especie Lates niloticus, fibras immunoreactivas para cGnRH-II (¢cGnRH-II ir) fueron
encontradas en muchas regiones del cerebro (Fig. 8). Células que expresan cGnRH-II
fueron detectadas en el tracto éptico, esta area contiene un gran poblacién de cuerpos
celulares. También fueron observados cuerpos celulares en el nervio optico (ON) (Fig. 9).
Muchas fibras fueron evidentes en el bulbo olfatorio las cuales corrian caudal y

ventralmente, y llegaron hasta la superficie ventral del hipotalamo (Mousa y Mousa, 2002).

(B) cGnRH-II

Fig. 8. Distribucion de cGnRH-Il en varias areas del cerebro incluyendo el en tracto éptico (modificado de
Mousa y Mousa, 2002).

Fig. 9. Corte sagital a través del nervio éptico (ON), en donde se muestran células cGnRH-II-ir (modificado de
Mousa y Mousa, 2002).



Capitulo 3. Biologia molecular de la GnRH.

La estructura de las multiples isoformas de GnRH se han obtenido mediante el analisis

realizado a la secuencia del gen y del cDNA por métodos de biologia molecular.

Estructura del gen.

El gen consiste de cuatro exones separados por tres intrones entre cada uno de ellos. El
exon 1 contienes la regidn 5’ sin traducir y se registra la presencia de cajas TATA y CAAT,
las cuales son importantes en la trascripcion del gen por la RNA polimerasa (Serwood y
col.,, 1993). En el exon 2 se codifica para el péptido sefal, el decapéptido, el sitio de
procesamiento (Gly-Lys-Arg) y parte del GAP (especificamente para el GAP 1-9 en el gen
de cGnRH-II). En el exon 3 se encuentran la parte media y final del GAP. En el exon 4 se
encuentra la regién 3’ sin traducir (Fig. 10)(Fernald y White, 1999).

Un papel que se le ha atribuido al GAP es el de auxiliar en el plegamiento del péptido para
facilitar posteriormente los sitios de ruptura, coadyuvando de esta manera a la
maduracién de la molécula (Cardenas, 1997).

Algunos estudio sugieren que el GAP inhibe la secrecion de prolactina y estimula la
liberaciéon de gonadotropinas, actualmente se considera que la funcién del GAP se limita a
péptido de apoyo, y ha proporcionar la estructura secundaria adecuada para el
procesamiento correcto del precursor de GnRH (Serwood y col., 1994). La longitud del
GAP es de 49 aminoacidos en especies como el pez dorado.

Se desconocen cuales son los factores que regulan la expresion del gen para GnRH,
aunque algunos experimentos sefialan que las hormonas esteroides se encuentran entre
los compuestos que pueden afectar la expresion de este (Okuzawa y col., 2003; Trudeau
y col, 1992).
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Fig. 10. Esquema de la estructura del gen (modificado de Fernald y White, 1999).

Evolucion del gen.

Los genes para GnRH estan presentes en todos los vertebrados y su origen evolutivo es
antiguo, homodlogos han sido encontrados en el pulpo y en un procordado (Hoffman,
2006). El gen aparentemente ha experimentado duplicacion dando como resultado una
proteina adicional en la region codificante la cual esta involucrada en la produccion de una
segunda forma del péptido. Aunque todos los vertebrados poseen multiples formas de
GnRH, es dificil determinar cuando exactamente esta duplicacion se llevo a cabo. La
similitud entre los genes de mamiferos y peces sugieren que derivan de un ancestro
comun, observandose que un cambio minimo de solo 2 aminoacidos en la estructura son
necesarios para convertir a mGnRH en sGnRH. Otra forma que deriva de la duplicacion
de su gen es cGNRH-II. Por otra parte en salménidos que poseen tres tipos de isoformas
la duplicacion ocurrio a nivel de contenido cromosomatico dando como resultado

organismos tetraploides (Sherwood y col. 1993).



Estructura del DNA complementario (cCDNA).

En vertebrados, los cDNAs conservan la misma estructura tripartita, los cuales contienen
regiones 5’ y 3’ sin traducir y la secuencia codificante 6 llamada también marco de lectura,
la cual esta formada por el péptido senal (SP), el decapéptido (GnRH) y el péptido
asociado (GAP), el cual esta conectado al decapéptido por un sitio de procesamiento
(Gly-Lys-Arg). En peces teledsteos el cDNA para la isoforma cGnRH-II se ha aislado de
Clarias gariepinus (Bogerd y col., 1994), Sparus aurata (Gothilf y col., 1996; No. de
acceso en el Gene Bank U30325.1), en Carassius auratus se han aislado dos cDNAs
(cDNA 1, Lin y Peter, 1996; No. de acceso en el Gene Bank U30386.1; cDNA 2, Lin y
Peter, 1997; No. de acceso en el Gene Bank U40567.1, ver anexo), Rutilus rutilus
(Pelington y col., 1997), Oryzias latipes (Okubo y col., 2000; No. de acceso en el Gene
Bank AB041330.1, ver anexo), Scleropages jardini (Okubo y Aida, 2001; No. de acceso en
el Gene Bank AB047326.1), Verasper moseri (Amano y col., 2002), Danio rerio (Steven y
col., 2003; No. de acceso en el Gene Bank NM_181439.3, ver anexo), Cyprinus carpio
(No. de acceso en el Gene Bank AY189961.1, ver anexo), Monopterus albus (No. de
acceso en el Gene Bank AY786183.1, ver anexo), Anguilla japonica (No. de acceso en el
Gene Bank AB026990.1, ver anexo), Oncorhynchus mykiss (No. de acceso en el Gene
Bank F125973.1, ver anexo) y en Coregonus clupeaformis (Vickers y col., 2004).

En Carassius auratus el cDNA 1 tiene un tamafo de 682-bp, la region 5’ sin traducir de
146-bp, la regiéon codificante 258-bp y la regién 3’ sin traducir de 275-bp incluyendo una
sefal de poliadenilacion y una cola poli A, también tiene un codén de paro (TGA) (Liny
Peter, 1996). Por otra parte el cDNA 2 tiene una longitud de 631-bp, la region & sin
traducir de 118-bp, la regién codificante 258-bp y la regiéon 3’ sin traducir 252-bp. Existe
una similitud del 79.7% en las secuencias de nucleétidos entre los dos cDNA, entre las
regiones 5 sin traducir tiene una similitud del 65.3%, del 91.2% entre las regiones

codificantes y del 76.3% entre las regiones 3’ sin traducir (Fig. 11)(Lin y Peter, 1997).
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Fig. 11. Estructura de los cDNAs de Carassius auratus (modificado de Lin y Peter, 1997).



Rutilus rutilus tiene un cDNA de 658-bp de longitud con una regién codificante de 255-bp
y un sitio de translacién en la posicién —72 a —70. El péptido senal, el cual incluye una
porcién alta de amino acidos hidrofobicos que van de la posicion —79 a la —1, la region
codificante va de la posicion 1-30 y la region Gly-Lys-Arg van de la posicion 30-39. El
péptido asociado va de 40-186 y la sefial de poliadenilacién (AATAAA) es encontrada an
la posicion 366-371. La secuencia en esta especie tiene un 79.9% de similitud con
Carassius auratus (Pelington y col., 1997).

En la especie Verasper monseri, la longitud es de 680-bp incluyendo la cola poli-A. La
region 3’ sin traducir va de la posicién 95-433 y la region 5’sin traducir de —158 ala —223,
la region codificante de la 1 ala 255. El péptido sefial esta compuesto de 23 aminoacidos
y el GAP de 49 aa (Amano y col., 2002).

En Danio rerio, el tamafio del cDNA es de 659-bp y presenta un 77% de similitud con el
cDNA 1 de Carassius auratus. La region 5’ y 3’ sin traducir existe una similitud del 65% y
68% respectivamente entre estas dos especies. Por otra parte, hay una similitud del 82%
con respecto al segundo cDNA 2 de pez dorado y un 77% con Rutilus rutilus (Steven y
col., 2003).



Capitulo 4. Receptor para GnRH.

Los eventos que llevan a cabo la sintesis y secrecién de gonadotropinas por parte de la
hipdfisis son mediados por los receptores para la GnRH conocidos como “GnRHR”. El
conocimiento de su estructura, la interaccion y su relacién con las diferentes isoformas de
GnRH asi como con los analogos son esenciales para el entendimiento de muchos
eventos como la fisiologia del proceso reproductivo. En pocos afios se ha demostrado que
paralelo a la expresién de multiples ligandos también se expresan multiples receptores
(Guilgur y col., 2006; lkemoto y Park, 2005). Los cuales los podemos clasificar en 3 tipos
llamados como tipo |, tipo Il y tipo Ill. Entre los tres tipos, los GnRHRs en peces
pertenecen al tipo | y tipo Il (Millar, 2004). En mamiferos, el tipo | y el tipo Il tienen
selectividad a distintos ligandos. El tipo | es altamente sensible a la mGnRH, mientras el
receptor tipo Il muestra una clara preferencia por la cGnRH-Il. Todos los tipos de
receptores en teledsteos tienen una preferencia a la isoforma de pollo, seguido por la

isoforma de salmon y después la tercera isoforma si es que existe (Ando y Urano, 2005).

Distribucion de los Receptores.

La distribucion de los receptores para la GnRH en el sistema nervioso central y glandula
hipofisiaria es evidente en todos los organismos. En algunos casos particulares como en
Clarias gariepinus y Rana catesbeiana, dos tipos de receptores han sido encontrados.
(Guilgur y col., 2006; Morgan y Millar, 2004). En Oreochromis niloticus se han encontrado
tres tipos (Soga y col., 2005)

Un aspecto de importancia ha sido, el determinar la expresién de los receptores en los
diferentes tipos celulares de la hipdfisis, en donde claramente se observa que las células
gonadotropas no son el blanco exclusivo de las GnRHs. En Astatotilapia burtoni (Chen y
Fernald, 2006) y en Orechromis niloticus receptores son coexpresados, con frecuencia en
células lactotropas, somatotropas, tirotropas, melanotropas, corticotropas vy
somatolactinas (Parhar y col., 2005). Los receptores en Carassius auratus son altamente
expresados en las células gonadotropas a diferencia de las somatotropas en donde se
expresan en menor cantidad (llling y col., 1999).

En muchos vertebrados se ha observado la expresién de receptores en las génadas:
como en humanos, ratones y peces teledsteos (Fujii y col., 2004; Ikemoto y Park, 2005).
En Clarias gariepinus, solo uno de los receptores muestra expresion en las génadas,
particularmente en el ovario presentando diferencias a lo largo del ciclo reproductivo de la

especie (Boger y col., 2002).



La presencia de receptores en las génadas también ha sido confirmada por estudios de
union, sugiriendo un efecto directo de GnRH sobre la produccion de esteroides sexuales y
en la gametogénesis (Pati y Habibi, 1993).

La expresion de GnRHRs en tejido no relacionado al eje reproductivo es de especial
interés en particular en aquello relacionado a la osmoregulacién y la visidon. En
Dicentrarchus labrax por ejemplo el receptor tipo | es expresado en las agallas y en el
rindbn (Moncaut, y col., 2005). En Astatotilapia burtoni se observa la expresién de los

receptores tipo | y Il en la retina (Grens y col., 2005)

Estructura del receptor.

Los receptores para GnRH pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a la
proteina G (GPCRs). Los miembros de GPCRs muestran en general tres dominios
funcionales que incluyen: un dominio extracelular N-terminal (30-40 aa), un gran dominio
transmembranal (280-290 aa) y un corto dominio citoplasmatico C-terminal (30-50 aa). El
dominio NH,-terminal es seguido por 7 dominios transmembranales a-helice (TM), que
son necesarios para anclar al receptor en la membrana celular, estos dominios estan
interconectados por tres asas extracelulares (EL) y tres asas intracelulares (IL). El
receptor en peces muestra un residuo Asp en el segundo dominio transmembranal, que
en mamiferos es convertido por un residuo Asn. Los dominios extracelulares y la region
superficial de los TMs estan usualmente implicadas en la union del ligando, en este caso
en particular a la GnRH. Los TMs también participan en el cambio conformacional
asociado con la transduccion de la senal (activacion del receptor), mientras que los
dominios intracelulares estan involucrados tanto con la transduccién como con la
regulacion del receptor. La parte final de la molécula, la region carboxilo terminal
localizada en el citoplasma y es poco conservado, contiene sitios de glicosilaciéon que son
requeridos para la expresiéon del receptor (Lethimioner y col., 2004; Levavi-Sivan y Avitan,
2005; Mc Ardle y col., 2002) (Fig 12).

En 1992 el primer GnRHR fue clonado de una linea celular de gonadotropas, las células
aT3-1 y desde entonces las secuencias de cDNA de otras especies de vertebrados y no

vertebrados han sido clonados y caracterizados (Reinhart y col, 1992).
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Fig. 12. Estructura del receptor para GnRH (modificado de Millar y col., 2004).

Diferencias entre el receptor tipo | y el tipo Il

La diferencia mas notoria entre los receptores tipo | y tipo Il es la conservacién de una
cola de 56 residuos en el receptor tipo Il ya que en el receptor tipo | esta se encuentra
completamente ausente. La secuencia de la cola no es conservada entre los mamiferos y
los anfibios. Sin embargo el dominio de la cola se codifica en el exén 3, una forma
ancestral del gen para el receptor tipo | fue interrumpida antes de un evento de
eliminaciéon que llevo a la subsecuente perdida del dominio de la cola. Otra importante
diferencia entre estos tipo de receptores ocurre en los dominios extracelulares,
trasmembranales y en las asas citoplasmaticas. También se observa una diferencia con
respecto de la distribucién de las carga eléctrica, observado en sus respectivos dominios
extracelulares. En el receptor tipo Il, el dominio N-terminal es 2 residuos mas largo y la
carga es mas negativa que en el receptor tipo |I. La asa extracelular 1 (EL-1) exhibe
propiedades de carga similar en los dos tipo de receptores, pero la EL-2 esta cargada
mas positivamente en el receptor tipo Il. La EL-3 esta cargada menos negativamente en el
receptor tipo Il en comparaciéon con el receptor tipo |I. Ademas, EL-2 y EL-3 son mas

cortos en el receptor tipo Il que en el tipo I. (Pawson, 2003).



Relacion Filogenética de los Receptores.

Analizando el dominio extracelular 3 (EL3) se propone que todos los receptores en
vertebrados podian ser agrupados en 2 tipos generales: el tipo | de los cuales tiene el
subtipo 1A y IB, agrupando a los receptores para GnRH de la hipdfisis de mamiferos
incluyendo a los receptores de tatrapodos y de teledsteos. Los tipo Il solo incluye a los
receptores de tetrapodos (Troskie, 1998). Sin embargo, con el descubrimiento de
receptores en varias especies, las relaciones filogeneticas han sido re-evaluadas
sugiriendo que todos los grupos de receptores se encuentran en tres tipos generales (I, Il
y lll). Esta propuesta fue basada sobre varios criterios por ejemplo: organizacion del gen,
existencia de una cola C-terminal y la relacién del arbol clado-filogenetico de los ligandos,
considerando que el modelo del arbol carece de una filogenia clara, el soporte estructura-
funcién, se han propuesto dos tipos de modelos, los cuales incluyen al receptor de
mamiferos tipo | y Il. Dentro de cada tipo, eventos especificos de duplicacion (en algunos
casos mas de uno) ocurrieron en la evolucién temprana de diferentes taxas como en
anfibios y en peces (Millar, 2004).

El analisis de la estructura primaria muestran que las diferencias en el tamafo de la cola
C-terminal la cual es una de las caracteristicas generales de este tipo de receptores. El
receptor tipo | de todos los vertebrados tienen una cola pequefia de entre 36 y 56
aminoacidos, con el caso extremo del receptor tipo | de mamiferos que completamente
perdié la parte de la cola. En contraste el receptor tipo Il tiene una cola terminal de 54 a
79 aminoacidos de longitud, de esta forma, desde un punto de vista evolutivo, la perdida
de esta region es una tendencia, con implicacién en el mecanismo de traduccion. La
presencia de la cola C-terminal en el receptor de C. intestinalis es un indicativo que el
receptor ancestral tenia una cola C-terminal y que su ausencia en mamiferos es solo una

caracteristica derivada (Guilgur y col., 2006).



Vias de transduccion.

Al momento de la union del péptido (GnRH) con el receptor (GnRHR), se activan dos vias
de transduccion para cada proceso de secrecién ya sea para las GtHs y la GH, las cuales
tienen requerimientos diferentes (Ruf y Sealfon, 2004). En el pez dorado, la sGnRH y la
cGnRH-Il actuan como neurohormonas hipofisiotropicas, uniéndose a la misma clase de
receptores y activando las diferentes vias de transduccion (Chang y col., 2000).

La via de transduccién clasica utilizada por el GnRHR en las células gonadotropas para
la estimulacion de las gonadotropinas (GtHs) es mediada por la via de segundos
mensajeros. Cuando las células son expuestas a GnRH, esta estabiliza un cambio
conformacional en el receptor que promueve la activacion de las proteinas G
heterotrimericas (Gq11, Gs, Giro) (Gavi y col., 2006). La principal proteina G que es activada
por la hormona es una de la subclase Gy1. La fosfolipasa Cp (PKCP) es activada por la
proteina Ggq1 y produce dos segundos mensajeros, el inositol 1,4,5-trifosfato
[Ins(1,4,5)P3] y el diacilglicerol (DAG). El inositol 1,4,5-trifosfato [Ins(1,4,5)P3] se cataliza
de la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4-5-bifosfato. El Ins(1,4,5)P3 induce la liberacién de
calcio [Ca?]i de depdsitos intracelulares (presumiblemente provenientes del reticulo
endoplasmico), mientras el DAG activa a la proteina cinasa C (PKC). Esta, a su vez
permite que canales de calcio sensibles a voltaje (VSCC) se abran promoviendo la
entrada de calcio extracelular [Ca?'].. El incremento de calcio intracelular estimula la
liberacion de GtHs (Ishizaki y col., 2004). En este sistema, cGnRH-Il es capaz de
aumentar las concentraciones de calcio intracelular [Ca?']i. Para ello, parece activar los
canales de calcio sensibles a voltaje (VSCC) de tipo L. Este canal puede estar
relacionado con alguna proteina G de la membrana. Otra posible via por la cual parece
favorecerse la secrecién de gonadotropinas (GtHs), es a través del aumento en los
niveles de acido araquidonico (AA) mediado por la fosfolipasa A2 (PLA2) (Chang vy col.,
1996; Chang y col., 2000; Dobkin-Bekman y col., 2006; Klausen y col., 2001; Ruf y
Sealfon, 2004) (Fig. 13).
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Fig. 13. Representacion de la via de traduccion para las gonadotropinas (modificado de Chang y col., 1996;
Chang y col., 2000)

Por otra parte para la secrecion de la hormona de crecimiento (GH). GnRH activa una via
similar a la utilizada para la liberacién de las GtHs. Con la activaciéon de la proteina cinasa
C (PKC) que estimula la entrada de calcio extracelular [Ca®'], a través de canales de
calcio sensibles a voltaje (VSCC). El incremento de calcio intracelular interactua
posiblemente con la PKC para incrementar la secrecion de GH. La CaM cinasa Il esta
también involucrada en la etapa de proteina cinasa C (PKC). La proteina cinasa C (PKC),
los canales de calcio sensibles a voltaje (VSCC), el calcio extracelular [CA*'le y
calmodulina (CaM) estan involucrados para la estimulacion de la hormona de crecimiento
(GH). A pesar del papel de los canales de sodio (Na*) estos no han sido caracterizados
en las células somatotropas del pez dorado, resultados preliminares sugieren que Na*/H"
también participan en la secrecion de la hormona de crecimiento (GH). (Chang y col,

1996; Changy col., 2000; Klausen y col., 2001) (Fig. 14).



Fig. 14. Representacion de la via de traduccidn para la hormona de crecimiento (modificado de Chang y col.,
1996; Chang y col., 2000)



Discusion.

Desde su descubrimiento la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) ha sido una
hormona que generd una gran expectativa por su papel como hormona clave en el control
de las funciones reproductivas y su potencial de aprovechamiento (Limonta y col., 2003).
La biologia de la hormona ha abierto diversos campos de investigacion y en los ultimos 15
afos la generacidon y cumulo de conocimientos se ha incrementado de manera
exponencial, especialmente en temas referentes a la estructura genética, la regulacion de
la trascripcion, las distintas isoformas y variantes, la distribucion en areas fuera y dentro
del encéfalo en diversas etapas del desarrollo de los vertebrados, las diversas funciones
con las que es vinculada, asi como su presencia en diversos organismos invertebrados y
vertebrados y mas recientemente en diversos aspectos de la biologia molecular de la
hormona.

Por este nuevo bagaje de conocimientos se han hecho revisiones en las cuales se
reportan nuevos enfoques acerca del origen, evolucion, distribucion, regulacion y
funciones de las variantes de las GnRHs. Los cuales se tomaron en consideracion para la
elaboracion del presente trabajo el cual es una revision de la variante de pollo (cGnRH-II)
o sistema 2 (GnRH 2), sin embargo, para entender aspectos de este sistema se tuvo que
mencionar a las otras isoformas y sistemas ya que dichos grupos conservan una relacion
entre si.

Primeramente, la GnRH forma parte de una familia de isoformas que a la fecha suman 24
miembros y se han aislado de organismos vertebrados e invertebrados siendo el grupo de
los peces en el que se han obtenido mas isoformas (Gorbman y Sower, 2003; Lethimonier
y col., 2004, Tsai, 2005; Guilgur y col., 2006). Estas conservan la misma estructura
decapeptidica basica siendo los extremos los sitios mas conservados (Gorbman y Sower,
2003), las diferencias se encuentran a nivel de la cadena de aminoacidos y pueden ser de
una a cinco posiciones diferentes. Tomando a la isoforma de mamifero como base la
cGnRH-Il cambia un Tyr por un His en la posicidon 5, en la posiciéon 7 se cambia una Leu
por un Trp y en la 8 cambia un Arg por un Tyr, con estos cambios una forma de nombrar a
la isoforma de pollo puede ser [His5,Trp7,Tyr8]-GnRH.

Otra propuesta para nombrar a las isoformas que ha ido cobrando fuerza entre los
estudiosos de este decapéptido, es de acuerdo a su localizacion y funcién en el encéfalo,
este criterio las renombra de la siguiente manera en sistema de la GnRH 1, sistema de la

GnRH 2 y sistema de la GnRH 3 (Dubois y col., 2002). Se ha observado que en los



organismos tetrapodos se expresan de dos a tres sistemas en areas del sistema nervioso
central. La GnRH 1 es a la que se le ha dado la funcion hipofisiotropica encargada de la
secrecién de las gonadotropinas y se encuentra localizada en el cerebro anterior. En este
grupo encontramos principalmente a las isoformas, sGnRH, mGnRH, wfGnRH, mdGnRH,
hgGnRH, cfGnRH y sbGnRH en peces, anfibios, reptiles, mamiferos y humanos
(Yamamoto, 2003). El sistema GnRH 2 es expresado en el cerebro medio jugando el
papel de neurotransmisor y/o neuromedulador. También es el mas conservado
encontrandolo en todos los vertebrados a excepcion de los peces agnatos, se postula que
este sistema fue el primero en desarrollarse durante la evolucion de los vertebrados vy
ejercia todas las funciones sesoriales, motoras y neuroendocrinas en los organismos,
pero durante el transcurso de la evolucion este fue remplazado por los sistemas del nervio
terminal (GnRH 3) y del cerebro anterior (GnRH 1) (Ogawa y col., 2004). El ultimo de los
sistemas corresponde al GnRH 3, este se localiza en el nervio terminal y hasta la fecha en
peces se tienen descritas hrGnRH, wfGnRH, pgGnRH y sbGnRH (Somoza y col., 2002).
Sin embargo, este sistema ha sido descrito recientemente y comienza a investigarse por
lo que deberan transcurrir algunos afnos para que se sigan acumulando evidencias en las
diversas especies y pueda constatar si existe o no las mismas funciones o la existencia de
otras isoformas de acuerdo a la especie en cuestién.

En términos evolutivos, de los tres sistemas manejados el primer y tercer sistema
presentan variaciones con la presencia de distintas isoformas actuantes. Sugiriendo que
el sistema 2 no han podido ser remplazados por otra variante de una mejor manera. La
conservacion de la estructura molecular tanto a nivel de su secuencia genética como la
del péptido ha hecho suponer que la hormona ha recibido una fuerte presion selectiva
para poder mantenerse con pocas variaciones que alteren de manera fundamental su
estructura. Analizando la estructura del gen de todas las isoformas se reafirma la idea de
la alta presion selectiva ya que el numero tanto de intrones y exones es igual. También la
estructura de la preprohormona guarda mucha similitud. Sin embargo la secuencia ha
sufrido mayores cambios es el GAP. En teleésteos en la cGnRH-Il su GAP tiene una
longitud de 49 aminoacidos, las isoformas sGnRH y sbGnRH sus GAPs tienen una
longitud mas larga ya que son 58 y 64 aa. respectivamente vy el de la cfGnRH es mas
chico midiendo 46 aa (Kuo y col., 2005; Yu y col., y col, 1997). Estas variaciones en el
tamafo no afectan la funcion primaria de la molécula haciendo pensar que esta regién

puede ser la menos importante.



Para las distintas isoformas, quizas lo que menos ha variado son los mecanismos de
transcripcion. En las cuales se tiene que los tipos de receptores se han conservado a
través de la evolucion con sus ligandos a pesar de las variaciones de la hormona. Como
ya se menciond en el presente trabajo los receptores se pueden dividir en tres tipos tipo |,
II'y 111, siendo el tipo Il afin a la cGnRH-II. Entre el receptor tipo | y Il existen diferencias a
nivel estructural. En el tipo Il tiene una cola de 56 residuos de longitud, esta se encuentra
ausente en el tipo Il. También se observa una diferencia con respecto a la distribucion de
las cargas eléctricas, el tipo Il en su dominio N-terminal es 2 residuos mas largo y la carga
se vuelve mas negativa que en el tipo | (Pawson, 2003).

El receptor al momento de unirse con el péptido activa la via de transcripcion para la
secrecion y liberacion de gonadotropinas en la células gonadotropas de la hipdfisis. En
estudios in vivo e in vitro, se ha observado que la cGnRH-Il puede estimular la activaciéon
de esta via a pesar de que esta no es la isoforma hipofisiotropica. También puede activar
la via de transcripcion para la secreciéon de la hormona de crecimiento en las células
somatotropas de la hipdfisis. Tanto en las células gonadotropas como en las
somatotropas el receptor se encuentra acoplado a proteinas de tipo G que activan una
cascada de segundos mensajeros siendo similares en ambas vias la diferencia radica que

en la secrecion de las GtHs se activa el metabolito de la lipoxigenasa.



CONCLUSIONES.

La importancia de GnRH en el proceso reproductivo es reflejado por la existencia
de una gran cantidad de informacién en diferentes campos de estudio.

La variante de pollo o cGnRH-II conserva la misma estructura primaria desde
peces hasta mamiferos incluyendo al humano.

La localizacion de cGnRH-II en el tegmentum del cerebro medio indica que tiene
una funcién neuromoduladora, sin embargo en estudio in vitro e in vivo indican un
papel estimultorio en la secrecion y liberacion de las hormonas gonadotropinas y la
hormona de crecimiento.

El receptor Il tiene una alta afinidad para cGnRH-Il siendo este su receptor afin.
Las caracteristicas de este receptor son las mismas que los receptores acoplados

a las proteinas G.



ABREVIATURAS.
A Adenina.
aa Aminoacido.
ALA Alanina.
ARG Arginina.
ASN Asparagina.
ASP Acido Aspatrtico.
CYS Cisteina.
PHE Fenilalanina.
GLY Glicina.
GLU Acido Glutamico.
GLN Glutamina.
HIS Histidina.
ILE Isoleucina.
LEU Leucina.
LYS Lisina.
MET Metionina.
PRO Prolina.
SER Serina.
TYR Tirosina.
THR Treonina.
TRP Tript6fano.
VAL Valina.
AA Acido araquidénico.
bp Par de bases.
C Cerebelum (Fig. 6b; 7).
C Citosina.
[Ca*le Calcio extracelular.
[Ca®']i Calcio intracelular.
CaM Calmodulina.
CC Corpus cerebelli
cDNA Acido desoxiribonucleico complementario.
cGnRH-ir Fibras immunoreactivas para cGnRH-Il.
DAG Diacilglicerol.
DNA Acido desoxiribonucleico.
EL Asa extracelular.
G Guanina.
GAP Péptido asociado a la GnRH.
GH Hormona de crecimiento.
Gly-NH; Glicina amidada en el extremo carboxilo terminal.
GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas.
cGnRH-I Isoforma de pollo I.
cGnRH-II Isoforma de pollo Il
cfGnRH Isoforma de pez gato.
dfGnRH Isoforma de condrictios.
gpGnRH Isoforma de cobayo.
hrGnRH Isoforma de arenque.
IGnRH-I Isoforma de lamprea I.
IGnRH-I11I Isoforma de lamprea lll.
MGnRH Isofoma de mamifero.
mdGnRH Isoforma de medaka.



oGnRH Isoforma de pulpo.
rGnRH Isofroma de rana.
sGnRH Isoforma de salmén.
sbGnRH Isofroma de dorada.
tGnRH-I Isoforma de tunicado I.
tGnRH-II Isoforma de tunicado II.
tGnRH-1II Isoforma de tunicado lIl.
tGnRH-1V Isoforma de tunicado IV.
tGnRH-V Isoforma de tunicado V.
tGnRH-VI Isoforma de tunicado VI.
tGnRH-VII Isoforma de tunicado VII.
tGnRH-VIII Isoforma de tunicado VIII.
tGnRH-IX Isoforma de tunicado IX.
wfGnRH Isoforma de pez blanco.
GnRH1 Nombre de la isoforma localizada en el area hipotalamica.
GnRH2 Nombre de la isoforma localizada en el area mesencefalica.
GnRH3 Nombre de la isoforma localizada nervio terminal.
GnRH-R Receptor para la hormona liberadora de gonadotropinas.
GPCR Receptores acoplados a proteinas G.
GtH Hormona gonadotropina.
HC Horizontal commissure.
HHG Eje hipotalamo hipdfisis gonada.
[His® Trp’, Tyr®]-GnRH Isoforma de pollo nombrada de acuerdo a la alteracién y la
posicion en la cadena de aminoacidos.
HPLC Cromatografia liquida de alta presion.
[Hyp]-GnRH Variante hidroxilada de la isoforma de mamifero.
IL Asa intracelular.
Ins(1,4,5)P3 Inositoll,4,5-trifosfato.
LH Hormona luteinizante.
LHRH Hormona secretora de la hormona luteinizante.
LI lobus interior hypotalami.
M Medulla oblongata.
MO Medulla oblongata.
Mt Nucleus tenia.
MT Tegumentum del cerebro medio.
Na* lones sodio.
NH Nucleus habenularis.
NLTP Nucleus lateralis tuberis pars posterior.
nMLF Nucleus medial longitudinal faciculus.
NO Oxido nitroso.
NPP Nucleus preopticus periventricularis.
NPOpc Nucleus preopticus pars paevocellularis.
NVL Nucleus ventrolateralis thalami.
OB Bulbo olfatorio.
OC Quiasma o6ptico.
OLF Nervio olfatorio.
OLT Tracto olfatorio.
ON Nervio oOptico.
OpN Optic nerve.
OT Optic tectum.
Otec Techo optico.



OVLT Organum vasculosum laminae terminalis
P Hipofisis.

PC Posterior commissure.

pGlu Residuo piroglutamico en el extremo amino terminal.
Pit Hipofisis.

PKC Proteina cinasa C.

PKCpB Fosfolipasa Cp.

PLA2 Fosfolipasa A2.

RIA Analisis de radioimmunoensayos.

RL Recessus lateralis.

RNA Acido ribonucleico.

RP Recessus posteriois.

RTK Receptor tirosincinasa.

SNC Sistema nervioso central.

SP Péptido seiial.

SRIF 6 SS Somatostatina.

SV Saccus vasculosus.

T Telencephalon (Fig. 6a).

T Timina.

Tel Telencéfalo.

TL Torus longitudinalis.

TNG Ganglio del nervio terminal.

TNgc Células del ganglio del nervio terminal.
TM Dominio transmembranal o-hélice.

VC Valvula cerebelli.

VL Vagal lobe.

VSCC Canales de calcio sensibles a voltaje tipo L



ANEXO.

Danio rerio NM_181439.3.
AGAGAATGAGTGGCAGAAGTATCTCAGAGGCTCTGTGATTTTACTCAACCGCCCACTT
CAGGAAAAAGAGAACATTTCAGGATTACCAACACCAGGACTGCGGTAGAGGAGCTAC
AGCAGAAGATACCTCAAGAGGAGACGTGCCAAAATATTAGACTGAAGTGATGGTGCT
GGTCTGCAGGCTGCTGTTGGTCGTGGGGCTGATGCTGTGTCTGAGTGCTCAGTTGA
GCAGCGCTCAGCACTGGTCTCACGGCTGGTATCCTGGAGGAAAGAGAGAGATAGAC
CTCTACGACACCTCAGAGGTTTCAGAGGAAGTGAAGCTCTGCGAGGCAGGAAAATGC
AGTTACCTGAGACCGCAGGGAAGAAACATCCTCAAGACAATACTGCTGGATGCCCTC
ATTCGTGATTTCCAAAAGAGAAAGTGACACCAAGCTGATGCTTCAGCCTGTGTCCAAA
GAAACATCTTTTCCAGCAAGCACATTTGGCCTGCCTTTTCATTCCAAACTGTATATATT
GTGTTATTCCTGTGACTTTATTTCTTTCATTTTGTATGTGTATGTTTAGTTCTGTTCTCA
TATTCATTGTGAGTAAATCGACTGCCGGCACCGTGTACCCATTTGCAGCAGTTCCTAC
AATAAAGGCTTTATTTTGGTATTTTG

Cyprinus carpio AY189961.1
GGATTACCAAGACCAGGACTGCACAGTAGAGGAGAATATCCTTCAGGAAAAGACGGG
CCAAAAGATACAAGTTATGGTGCACATCTGCAGGCTGTTTGTGGTGATGGGGATGTT
GCTGTGTCTAAGTGCCCAGTTTGCCAGCTCTCAGCACTGGTCTCATGGCTGGTACCC
TGGAGGAAAAAGAGAGATAGACGTTTACGATACCTCAGAGGTTTCAGAGGAAATTAAA
CTCTGTGAGGCAGGAAAATGCAGCTACCTGAGACCCCAGGGAAGAAACATTCTGAAG
ACAATACTGCTGGATGCCCTCATACGGGATTTCCAAAAGAGAAAGTGACACCAAGAG
ACGCAACAGCCTGTGTCCAAAGAAAAATCCTTTCCAGCAAACACATTAGGCCTGCATT
TCCATCCAAATTATACATATAATTATTTTGTTATTCTGTGATTTGTTTTTGTTTTTTGTAT
GTGTTGTATTTGTTCTTTTCTCATATCCACTGTGAGTGAACCTATACTGCCAGCACTAT
GTAACCATTTGCAGCAGTTCCTACAATAAAGGCTTTATTTTGCTAAAAAAAAAAAA

Monopterus albus AY786183.1
AGAGAATCTTTACAGTAAAACACCTGTGAAACCGTGAGATACCTTTAGAACTGGTCTA
CTGAGGGAAAAGCAGAGTGGACTTCTGGAGAGACGTTAAGGGACACCAGTGCCAAA
AAAGTTGAGTTTAGACTAAGATTTCCTAAAGCAGGTCAAACAGCAGGTGGAAATATGA
TTCGGCTGGTCTTGCTGCTGGGGCTCCTTCTATGTGTGGGGGTTCAGCTGTCCGGCG
CCCAGCACTGGTCCCATGGCTGGTATCCTGGTGGCAAGAGGGAGCTGGACTCTTTC
CCCACATCAGAGATTTCAGGGGAGATTAATCTGTGTGAGGCAGGGGAATGCAGCTAC
CTGAGACCCCAGAGGAGGAGCATACTCAGAAGCATTCTTTTGAATGTATTAGCCAGA
GAGCTCCAGAAGAGGAAGTGACAGCTTTCCACCCTACACTGCTTTTCTTCCTAGTGAC
CCTCTTTATCATGGCATGAATCAACTTCATGCCGATCCTCTGATCTTGTGCATTTGTTC
AGTAAAACTGTTTTCCATGGTTTCTCTTTGTGGCGCAGAAATATTGAAGTTACAATATC
TCATAATAAAGTATCTATTTTGATACTAAAAAAAAAAAAAAA

Anguilla japonica AB026990.1
GACTTTACTAGCCAAAGAATCTCAGAGCTCTGACATCCACACAGCGACTCTGAAATCT
GCTCAAACTGAAGAAACGCTTTCAGTGCCGACATAGGAGAACAGGAGACGTGGAGAC
AAAGCAGGAGCCAAAAAAACAGAACTGACAGAAGAACTGACAAAATTGGACAGACAG
GAGAGCTCTTCAAGGAACATCCAATTGTATTTTATTGCATCCATCTTTAGCTGTGATGG
TGAACACCGGCAGGCTGGTGCTGATTTTGGGGGTGCTGCTGTGTTTGGGGGCGCAG
CTCTCCCTGTGTCAGCACTGGTCCCACGGCTGGTACCCCGGGGGAAAGAGGGAGCT
GGACTCCCTCAGCACCGCCGAGGTATTGGAAGAGATAAAGCTCTGCGATGGGGGAG
AATGCAGCTACTTGAGACCCCAGCGGAAAAGCCTCTTAAAAAACATTCTGCTGGACG
CCCTCGCCCGGGAGTTCCAGAGGAAGAGGAAGTGACATCACCCGGCTGTTCTTCCTT



CACATAGCAACTGTATCCAGATGGACAAGTCAGTCTTCCCTGGAACGACTGGGACCA
AATGGATTGGCAACAGCCTTGCAGTTAAATCAGTCTCCTATGACTCGCTCTACCATTA
TTTACTGAAGCAACTTTAATTTCCTCTTGTATTATGCTCCATTCTTCTCATGGTCTCATG
GTCTGTTTCCTAATTTTATTTGCTCTTATATTCTGATTGCATTCCTTATACATTCTCAGA
ATTGTCAGACTCTCTCTCTGTCTCTCTCTCTCTCTTTCATATTGTCTTTCTGTGAAAACC
CTCCTTCAGCTGACACACACTGCAACTCTATATTACTGTAACATGTTGTCATTCCGTAT
TTAATAAAAGTATTTATTTTGTTACATAC

Scleropages jardini AB047326.1
GTTAATCAGTAATACATTTTTTGTCTTAAACCAGTTAACTACAACATTCTTTCAGCTGAT
TTATTTTTAGTGCGATTGTGTTAAAATATTCACACTGATTCACTTAGTCTCAAGAAGCAT
TCGTCCTGTGCAGGGCTGGACTGGTCTGGAGCATATCTCAGAAGCACAGGGTGCTA
GGCTAGGCTGGGTACACTGCAGATAATATGCAAAATCATTGCAGCATAATCATCACTT
ATAATAAAACACAAAAGTACATAGTGAGCCATTAGAATTAAATTTAGGAATTGCTGCCC
TACTTTTAGTTCATATTTTGCCGGTACCTTCAACATACTGTAATGCTCTTAAATAATTTA
TACATCTCTTTTGTGGAATTTGCTTTCCATAAATTTACTTTATAATGTGATGTCCTTATT
TACTGATCACTACTCACTACCATATTTTTCAAAAAACTCATCATTTTACAAGACACTTTT
CTTCCAATAACAGCTTGTCCTTCTGAAGTTTTCTTCCCAGCTGTGGTGATGGTGTGTG
TAGGCAGGCTGACACTGCTTCTTGGGATACTTCTGTGCTCGGGGGCACAGCTCTCCT
GCTCCCAGCACTGGTCCCATGGCTGGTACCCTGGTGGGAAGAGGGAGCTGAACTCG
CTTACTGCCTCCGAGGTTTCAGGGAAGATTAAACTATGTGAGGACAGAAAATGCAGCT
ACCTGAGACCTCAGCAAAAAAACATCTTAACCATTCTGGTGGATGCTTCGACAAGAGA
GTTTCGGGGAAAGAGGAAGTGACAGGACTGACCTGCTGTTTTGTTGTCACATTCTTCT
CTCATTGCTTTAGTGGCCTCCATGGACAATTTTTACCCACTTTATGCTTCTTCACTTCA
GATTGTTACCAATAATACAAGTGATGTTTTCTCGATATCATACTCTATGCACACTTACTT
TGCTTACAGATTTCTTAAATCTTGTTTCTCTTAGAAACTGCGACAACAAATGGTAGTCA
CCACTTCAGTAAATAACGGTAACATGTTATAGCCGTTTCTTTAATAAAGGTGGGTAATT
TGT

Carassius auratus U30386.1
GACAGAGAATGAGTGGCAGACGTATCTCAGAAGCTCACTGAACCGTTGACTTGAGGG
AGAGGAGACCATATCAGGATTACCAAGACCAGGACTTCACAGTAGAGGAGAAGATCC
TTCAGGAAAAGACTTGCCAAAAGATACAAGTTATGGTGCACATCTGCAGGCTGTTTGT
GGTGATGGGGATGTTGCTGTGTCTAAGTGCCCAGTTTGCCAGCTCTCAGCACTGGTC
TCATGGCTGGTATCCTGGAGGAAAGAGAGAGATAGACGTTTACGATTCCTCAGAGGT
TTCAGGGGAAATTAAACTCTGTGAGGCAGGAAAATGCAGCTACCTGAGACCCCAGGG
AAGAAACATTCTGAAGACAATACTGCTGGATGCCATCATACGGGATTCCCAAAAGAGA
AAATGACACCAAGATGACGCAACAGCCTGTGTCCAAAGAAAAATCATTTCCAGCAAAC
ACATTAGGAGTGCATTTCCATCCAAATTATATATATATAATTATTTTGTAAATCTGTGAA
TTTTATGTTTTTTTTTTTTTTTATATATGTTTTGCAAATCGTTCTGTTCTCAAATTCATTGT
GAGTGAACCTATACTGCTAGCACTATGTAACAATTTGCAGCAGTTCCTACAATAAAGC
TTTATTTTGGTATTTTGG

Carassius auratus U40567.1
GGAGAGAATGAGCTCAGAAGCTCACTGAACCATTCACTTGAGGGAAACAAGATCATA
TCAGGGTTACCAAGACTTCACAGTCGAGGAACTACTGCAGAAGACCCTTCAGATACA
AGTTATGGTGCACATCTGCAGGCTGTTTGTGGTGATGGGGATGCTGATGTTTCTAAGT
GTCCAGTTTGCCAGCTCTCAGCACTGGTCTCATGGCTGGTACCCTGGAGGAAAGAGA
GAGATAGACGTTTACGATCCTTCAGAGGTTTCAGAAGAAATCAAACTCTGTAATGCAG
GGAAATGCAGCTTCCTGATACCCCAGGGAAGAAACATTCTGAAGACAATACTGCTGG
ACGCCCTCACACGGGATTTCCAGAAGAGAAAGTGACACCGAGATGACGCATCAGCCC



ATGTCCAAAGAAACATCATTTCCAGCAAACACATTAGGCCTGCATTTGCATCCAAGTT
ATCCTGTGATATTTTATTTATTTATATATTTATTTATTTTTGTATATGTTCTGTATTTTTGT
TCTCGTCTCAAAGCCATTGTGAGTTAGTCTATACTGCCAGCACTATGTAACCGTTTGC
AGCAGTTCCTACAATAAAGACTTTATTTTGGT

Oryzias latipes AB041330.1
CATGAAACTGTGAGAAACAGTAAAACACTTTAGCACCTGATCGACTTGACGAAAAGCT
TCTGCTGTTTCTGAGATTTTTGTAGTTGCATCACTGAGTTGTTTGAGACTGTAACCACT
CAGACTAAGGTAATGTCTCGGCTGGTTCTACTGCTGGGGGTGCTCTTGTATGTGGGG
GCTCAGCTATCCCAGGCTCAGCACTGGTCCCATGGTTGGTACCCCGGAGGGAAGAG
GGAGCTAGACTCCTTTGAGGTTTCAGAAGAGATGAAGCTTTGTGAGACTGGGGAATG
CAGCTACATGAGACCTCAGAGGAGGAGTTTCCTTAGAAATATTGTTCTGGATGCCTTG
GCCAGAGAGCTCCAAAAAAGGAAGTGACCCTTCACCTGTCATGCTGCTTTTCTACACT
GCGACTCTCTTCCTTGGTATTTTTGTTTGGGAGCAACCCTGTGATCTTTCGTCTTTTTT
TGTTTTTTTTTAGCATTGCAATATTGTTCTGTTGCAAAAGAAGTGTCTATTTTGGATAAC
TTTATACTTTGTCATTTTAGGATCATCTAAGCACAATGTTTCTGTCCTGTTTTTCCACTT
GAGTTCATTGTTTAAGTTGCTTTGGTGATTAAAAACATGGAGGAAAAC

Oncorhynchus mykiss AF125973.1
ATCGAACTAAGGGTCTAAGATCCAGTGATGGTGAGTGTGGCTAGACTGGTGTTTATG
CTGGGGCTGCTGCTGTGTCTGGGAGCCCAGCTGTCTTCCTCCCAGCACTGGTCCCAT
GGCTGGTACCCTGGAGGCAAGAGGGAGCTGGACTCATTTACCACCTCTGAGATTTCA
GAGGAGATTAAACTCTGTGAGGCAGGAGAATGCAGCTACCTGAGACCCCAGCGAAG
GAACATCCTTAAAAACGTTATTTTGGATGCCCTGGCCAGAGAATTTCAGAAGCGAAAA
TAACCTTAGACAACCTATCAACCGTGGCTGATTTAAATCCTTCCTTGTCTCTGTCTGTT
TCCTTCATGACCTCTATTCTAATCTCATGTGATTTGGTCCAATTTTGTGGTTCATCCAC
TTTGATAATCATATAGCATCACTCTTTACCATTGCATTCTCCTTCTGTCCCCTTTTTGCT
GCTGTAGACTATCAATTACAGATGCAACATCGTGCACATGCCATTTCCTTTAATAAAGT
ATCTATTTTGTTATT

Sparus aurata U30325.1
TTCGCCACGAGGTGAGATACTTTGAGCGACTGAAGGACAAGCAGTGGGAGCTTCTGG
CAGGACCCCTGGACAGGTGCAGAGACAAAGTTGTGAGAATTGCGAACAAGGTGGGA
ATATCATGTGTGTATCTCGGCTGGTTTTGCTGCTCGGGCTGCTTCTATGTGTGGGGG
CTCAGCTGTCCAACGGCCAGCACTGGTCCCACGGTTGGTACCCCGGAGGCAAGAGG
GAACTGGACTCTTTTGGCACATCAGAGATTTCAGAGGAGATTAAGCTGTGTGAGGCA
GGGGAATGCAGCTACTTGACACCCCAGAGGAGGAGTGTGCTGAGGAATATCTTGTTG
GATGCTTTAGCAAGAGAGCTCCAGAAGAGGAAGTGACAGCTTTTCACTTCCAGCTGC
TTTTCTATCTATAGTGACTCTCCTCTTCTTCACTATCCTGGTCTTGGTTGTGGAACAAT
TTCATGTTGATCCTGTGGTTTTGACTATTTGTTACATTTGTCAGTAAATGTGTTTTCCAG
TGTTACATGGACTTCCCCCAGTGTAACAATGTCCCACAATAAAATATCTATTTTGAA
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