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Resumen

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es una molécula clave en la
reproduccion, actuando en el sistema nervioso central (SNC) como una
hormona neuroendocrina en la liberacion de las gonadotropinas y también se
ha propuesto que puede tener un papel paracrino-autocrino fuera del SNC. En
las gbnadas se ha reportado que estimula la gametogénesis y
esteroidogénesis. En el presente estudio, se localizé la isoforma de salmén
(sGnRH) en gonadas de Chirostoma humboldtianum, por inmunohistoquimica.
Se observdé inmunoreaccion, en etapas tempranas e intermedias de la
ovogénesis, especialmente, en ovocitos previtelogénicos y en foliculos
vitelogénicos tempranos en ceélulas de la granulosa y teca. En testiculo, la
presencia de sGnRH se encontr6 en fases iniciales de la gametogénesis.
Especificamente, en espermatogonias y espermatocitos primarios. En Ch.
humboldtianum, la presencia de sGnRH parece participar en los eventos
tempranos de la ovogénesis, debido a que no se encontré el péptido durante
las dltimas fases del desarrollo del ovocito, mientras que en testiculo, podria

estar vinculada con el inicio de la meiosis.



1. Introduccién

1.1 Aspectos generales

En peces teledsteos, los sucesos reproductivos implican la accién de un gran
namero de eventos complejos. Estos, son regulados por el eje hipotalamo —
hipdfisis - gonada (Fernandez — Fernandez et al.,, 2006; Kuo et al.,2005;
Amano, et al., 2002; Kobayashi,et al.,1997 ). Para que la reproduccion tenga
éxito, es preciso que haya una sincronizacion de los reproductores entre si, y
de éstos con las variaciones de los factores ambientales. Esta sincronizacion
permitird que los individuos maduren simultaneamente y en el momento mas
idoneo, garantizar una mayor supervivencia de la progenie (Carrillo y Zanuy,
1993). Esta sincronizacion de los individuos con los factores ambientales
resulta de gran importancia en el ciclo reproductivo de los peces teledsteos,
que presentan cambios ciclicos en sus niveles hormonales y viven en un medio
que experimenta marcadas variaciones estacionales en factores tales como la
luz, la temperatura, el oxigeno disuelto, la salinidad, el pH, la disponibilidad de
nutrientes, etc. asi, cada individuo debe disponer de un sistema que reciba la
informacion procedente, tanto del exterior como del interior del organismo, que
las integre y determine el establecimiento de un estado endocrino idéneo, que
regule a su vez, todos los eventos fisiologicos que conduciran a la
reproduccion. Estas complejas funciones se llevan a cabo a través de multiples
interacciones, entre los 6rganos del cerebro - hipdfisis- gonada (Kah et al.

,1993).



Estos factores actuaran para que en el momento adecuado se pueda estimular
a través de sefiales a las neuronas que se encuentran en el hipotalamo,
principalmente donde se sintetiza y se libera GnRH, y asi iniciar la cascada de
respuestas del eje reproductivo (Onuma et al., 2005). GnRH constituye el
principal factor cerebral implicado en la estimulacion de la produccion y
secrecion de las gonadotropinas hipofisarias; se sintetiza especialmente en las
células neurosecretoras del area predptica (POA) e hipotalamo, llegando a la
hipofisis e induciendo la liberacion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y a
la hormona luteinizante (LH) (Sherwood et al., 1993). Ambas hormonas viajan
por el torrente sanguineo hacia las gbnadas donde inducen la gametogénesis,
y modulan la producciéon de hormonas esteroides sexuales (Yu,et al.,1997). La
funcion de ambas gonadotropinas es diferente. En las hembras, la LH estimula
fundamentalmente la ovogénesis, la ovulacion y la formacién del cuerpo lateo,
asi como la sintesis de progesterona; mientras que en machos, participa en la
secrecion de andrégenos. La FSH, en hembras, induce el crecimiento y
maduracion de los foliculos ovéaricos y en machos, la espermatogénesis.
(Enomoto y Kyun 2004; Millar,2005; Kaiser et al., 1997).

La familia de las GnRHs, se ha expandido, y actualmente incluye 28 isoformas
(Sower et al., 2009). En 1983, se aislé en encéfalos de hembra de salmon
(Onchorhynchus keta), la primera molécula de GnRH en teledsteos, a la cual se
le asignd el nombre de sGnRH, de acuerdo a la nomenclatura convencional en
la cual se antepone a las siglas de la hormona, la inicial de la especie en la que
se encontré (Sherwood et al., 1983). En O. keta y otros salménidos, la sGnRH
se localiza principalmente en los nervios olfativos, bulbos olfatorios, el nervio

terminal, el telencéfalo ventral, el area preodptica y el hipotdlamo. Ademas, se



ha demostrado la existencia de esta isoforma en extensiones axonales en la
hipdfisis (Amano, et al.,1991; Kim,et al.,1995). De acuerdo con la localizacion
de la sGnRH, reportada para varias especies de teledsteos, en especial, para
algunos salmonidos y ciprinidos, se ha establecido que cuando se encuentra
en la porcion ventral del cerebro anterior, en donde estan el telencéfalo
ventral, area predptica y el hipotalamo, su papel es clave en el control de la
reproduccion funcionando como lo que se ha denominado como sistema
GnRHL1. En otros teleésteos como los perciformes, originalmente se describié
en el nervio terminal y el bulbo olfativo (White et al., 1995), y se le hombré
como sistema GnRH3, si bien en estudios posteriores, se ha encontrado que
existe una sobreposicibn entre sistema GnRH3 en el area preodptica e
hipotalamo con el sistema GnRH1 (Gonzalez- Martinez et al., 2002), por lo
cual, al menos para este grupo se comienza a aceptar que ambos sistemas
participan en la regulacion de la reproduccién a nivel de adenohipdfisis (Zohar
et al., 2009)

Ademas de los sistemas GnRH1 y 3, se presenta en el cerebro medio de todos
los vertebrados otra isoforma, la GnRH de pollo Il (cGnRH-II) a la cual se le
atribuye que puede ser neuromodulador/neurotransmisor aunque su papel esta
muy poco documentado.

De manera adicional, se acepta que la GnRH desempefa funciones
paracrinas/autocrinas, en especial, en los 6rganos fuera del sistema nervioso
en que se ha detectado. En mamiferos la GnRH ha sido encontrada en epitelio
olfativo asi como en goénadas,(Millar, 2005). De forma particular en gonadas se
ha descrito que estimula la gametogenesis, la esteroidogénesis y la apoptosis.

(Ishizaki et al.,, 2004; Millar, 2004;Seaflon et al.,1997; Kabayashi et



al.,1997;Givens et al.,2004; Amano et al.,1995; Whitlock et al.,1995). Ademas
la GNRH, en gonadas también tiene un papel clave en la apoptosis, la cual se
caracteriza por cambios bioquimicos y morfologicos, asi como la condensacién
de la cromatina, fragmentacién del DNA y la formacion de cuerpos apoptoticos
(Kerr, et al., 1972). Se han realizado estudios en testiculo maduro de pez
dorado, donde se ha demostrado que dos isoformas de GnRH, (SGnRH y
cGnRH-II), presentes en cerebro y gonadas, incrementa la fragmentacién de

DNA, induciendo apoptosis.



1.2 Antecedentes

Uzbekova et al., 2001, analizaron la expresion de sGnRH-1 y sGNRH- 2, en
gonadas de hembra y macho de trucha arcoiris, en diferentes estadios de la
gametogénesis. Por medio de Northern blot demostraron que el mRNA de
sGnRH-2, fué la mas abundante en testiculo y ovario. En testiculo mRNA de
sGnRH, es altamente expresado antes del inicio de la espermatogénesis
(testiculos de organismo inmaduros) y desaparece en el estadio Il y Il
(espermatogénesis temprana), hay un incremento progresivo hasta el estadio
IV al VI (espermatogénesis media y final). En ovario, la expresion del mRNA de
sGnRH es alta en ovocitos previtelogénicos y en vitelogénesis temprana, pero
hubo una disminucién durante la vitelogénesis tardia. La disminucién de la
expresion de mRNA de sGnRH, durante el periodo de proliferacién
espermatogonial en testiculo, y un incremento durante la meiosis que ocurre
en testiculo y ovario, esto sugiere que sGnRH tiene un efecto antiproliferativo y
estimula la meiosis durante la gametogenesis. Orgulloso

Andreu-Vieyra y Habibi, en 2000. Realizaron estudios, donde se demuestra
que la GnRH, también juega un papel paracrino en el control de la apoptosis
en el testiculo de pez dorado. Esto concuerdan con lo reportado por Pati y
Habibi, en el 2000, en donde la GnRH también juega un papel regulador,
autocrino / paracrino en ovarios de mamiferos y peces.

En foliculos ovaricos de pez dorado se han encontrado receptores a GnRH, los
que presentan selectividad diferencial a distintos ligandos, como son: sGnRH y
cGnRH —Il, que pueden inhibir o estimular el desarrollo (Pati y Habibi, 2002).

Uzbekova, et al., 2002, También realizaron estudios de dos isoformas de



GnRH, las cuales se han identificado en: salmén (sGnRH) y pollo Il (cGnRH).
En este estudio la expresion temporal de los genes de sGnRH-1, sGnRH- 2,
cGnRH-Il y rtGnRH, se estudiaron en ovario de trucha arcoiris, durante el ciclo
reproductivo de acuerdo al estadio del desarrollo folicular. Utilizando RT-PCR y
southernblot, la transcripcion de sGnRH-1, sGnRH-2, cGnRH-Il y rtGnRH,
fueron detectadas en ovario temprano de 55-65 dias pos fertilizacién y durante
la vitelogénesis, si bien decrece conforme avanza el fenédmeno. El mensajero
de cGnRH-II fué detectado sélo en ovocitos previtelogénicos. Considerando
que en las génadas de la trucha se detectan diferentes mRNA por proceso de
splicing diferencial de sGnRH-1 sGnRH-2, y que no queda claro el significado
funcional de ello, es posible que la expresion y la localizaciéon de sGnRH,
cGnRH y rtGnRH, dependa del estadio, lo cual sugiere que el péptido de
GnRH, quiza tenga diferentes papeles en la regulacién del desarrollo folicular
en ovario. Estos estudios concuerdan con lo reportado por Soverchia, et al.,
2007. donde estudiaron el nivel del mRNA de varias isoformas de sGnRH, en
machos y hembras, en diferentes areas en goénadas y los resultados han
reportado que la transcripcion del mRNA de sGnRH, cGnRH-Il y sbGmRH, se
expresa localmente durante la diferenciacion gonadal de la dorada Sparus
aurata, La expresion del mRNA de estas tres isoformas de GnRH se detectd
en las gonadas que se encontraban cambiando de testiculos a ovarios, con lo
cual se plante6 que la transcripcion enddégena de GnRH podria estar
relacionada con la diferenciacion gonadal, en particular con la apoptosis en la
degeneracion testicular.

Andreu-Vieyra et al., 2005, demostraron que en testiculo de Carassius auratus ,

GnRH induce apoptosis, durante una etapa tardia en la espermatogenesis,



mediada por un incremento elevado por las proteinas fas y la fasL, que activan
alas caspasas 3y8.

En otros estudios, se analizé la expresion en génadas de los mRNA de sGnRH
-1 y sGnRH-2 en trucha arcoiris, durante diferentes estadios de Ila
gametogenesis. A través de Northern blot se encontr6 que el mRNA de
sGnRH-2 fué el que mas se expreso en testiculo y ovario. (Andre-Vieyra et al.,

2005).



1.2.1 Sintesis de la GnRH

La hormona liberadora de gonadotropinas se sintetiza en forma de un precursor
que recibe el nombre de prepo-GnRh. Ademds, los genes de las distintas
formas de GnRH presentan una estructura muy conservada a lo largo de la
filogenia (Adelman et al.,1986; Gothilf et al.,1996). Todos estos genes
contienen informacién que codifica para la sintesis de un péptido sefial, el
propio decapéptido de GnRH, un tripéptido de procesamiento (CAS) y un
péptido asociado a cada GnRH, denominado GAP (Figura 1). Del andlisis de su
estructura y del estudio de su funcion, se ha deducido que tras la escision del
péptido sefal, el residuo de &cido glutamico del aminoécido terminal de la
GnRH se cicla para producir acido piroglutamico. Entonces la GnRH se, separa
del GAP al escindirse de los aminoacidos dibasicos del sitio de procesamiento
(Lys*®-Arg™) mediante la accién de endopetidasas y la carboxipeptidasas. El
grupocarboxilo terminal de la molécula (Gly'°-Gly'') se modifica por accién de
la o-peptidil-glicina monooxigenasa, que amida al grupo carboxilo terminal
(Gly*°-NH2) del decapéptido ya activo. A continuacién, la GnRH y el GAP se
almacenan en granulos de secrecién hasta ser secretados (Wetsel et al.,
1991). Algunos estudios sugieren que el GAP inhibe la secrecion de prolactina
(Nicolics te al., 1985) y estimula la liberacion de gonadotropinas (Millar et al.,
1986). Actualmente se considera que la funcion del GAP se limita a péptido de
apoyo, y a proporcionar la estructura secundaria adecuada para el

procesamiento correcto del precursor de GnRH (Sherwood et al., 1994).



Péptido senal GnRH CAS GAP

5 3

Fig. 1. Organizacion del cDNA del precursor de GnRH. Este precursor esta constituido por un péptido
sefial, el decapéptido GnRH, un péptido de procesamiento (CAS), y un péptido asociado a la GnRH

(GAP).

1.2.2 Expresion del receptor de GnRH en génadas de pez

La hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) desencadena sus
acciones autocrinas/ paracrinas, tras unirse a su receptor (GnRHR), esta
acoplado a proteinas G que tiene 7 dominios transmembranales, el cuél se
encuentra en la membrana de la célula blanco, activando un sistema de
segundos mensajeros al interior de la célula. Las vias activadas por los

receptores de GnRH son la via del inositol trifosfato (IP3) y la via de cCAMP.

1.2.3 Mecanismo de acciéon de GnRH en ovario

La interaccion de la GnRH con su receptor desencadena una cascada de
reacciones intracelulares que se inicia con la activacion de la proteina G, y
conduce a la produccion de cAMP, como segundo mensajero (Figura 2),
también se han sugerido el mecanismos de accion que implican a los lipidos de
membrana IP3 asi como los canales de Ca®*. Las gonadotropinas acttian sobre
receptores presentes en las células de la teca, y estimula en ellas la produccion

de testosterona. Esta accion parece implicar la activacion del adenilato ciclasa



y la via del cAMP, como segundo mensajero. Las células de la teca carecen de
esta actividad aromatasa por lo tanto no pueden transformar la testosterona en
E,, sin embargo, esta actividad si esta presente en células de la granulosa, que
son capaces de producir E; a partir de testosterona suministrada por células de
la teca. El E; producido por las células de la granulosa es transportado por la
circulacién al higado, donde estimula la sintesis y secrecion de vitelogenina.
Esta vitelogenina es transportada al ovocito e incorporada por micropinocitosis,
y es responsable del enorme crecimiento del ovocito durante la fase

vitelogénica.

GnRH

Receptar
GnRHR
Célula de la Granulosa

ATP Receptor
= T e -— UU’U de FSH
CREE ca2+4 / {Fshn

FKC a— Membrana basal
Arumatasa__;PEstrégenos — =
IF3 A
. = —— L~ \aﬂaf? Gy /
< - &y o0 7 ‘\'
- cad l ?
%ﬂ

./
=2 =0 I

Fig. 2.- Posible papel local de GnRH en tejido reproductivo. GnRH afecta la proliferacion de células. En el
foliculo, FSH dependiente, las células de la granulosa se unen a GnRH. Este péptido puede modular, las

concentraciones de AMPc en diferenciacion de células de la granulosa.



Se ha visto que en pez dorado, GnRH esta involucrada en la apoptosis o
muerte celular programada, estd caracterizada por cambios bioquimicos vy
morfoldgicos, incluyendo la condensacion de la cromatina, la fragmentacion de
ADN vy la formaciébn de cuerpos apoptoéticos (Hacker, 2000), La apoptosis
involucra la activacion secuencial de la cascada de caspasas, a través de las
enzimas, cisteina y la asparlatina, que estan presentes en las células
zimogenas. (Enarie et al., 1998). En particular, la caspasa 3, se ha visto que es
responsable de activar al ADN. La induccion de la apoptosis puede ser
mediada por una via de receptores independientes, donde participan factores
mitocondriales. Fas, es uno de estos receptores, el cual se ha visto que
participa en la induccién de la apoptosis en ovario. La activacion de Fas por
este ligando (Fas ligando (fas L)), induce la activacion de la cascada de

caspasa y por ultimo la fragmentacion de ADN y la muerte celular (Figura 3).
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Fig.-3 Mecanismo propuesto, de la participacion de GnRH en la apoptosis en tejido ovarico, de pez
dorado. En ovarios ovulatory, GnRH interactia con su receptor, activando la via de MAPK, la cual
incrementa a Fas y fas ligando (fas L), la proteina se fosforila, detiene la meiosis, provocando el
rompimiento de la vesicula germinal (GVBD). Un incremento de la Fas/fas L y la interaccion de la
caspasa 8, la cual esta asociada con fas y pro-caspasa-3, que, en turno puede activar una nucleasa
responsable de la fragmentacion de ADN. La activacion de la caspasa-8, posiblemente pueda realizar
cambios, en la membrana mitocondrial, causando la liberacion de factores mitocondriales, como el
citocromo c (cyt c) y al factor activador apoptotico 1 (Apaf-1). Estos factores son requeridos para la
activacion de la caspasa 9, posteriormente, esta activa ala caspasa -3, ampliando la sefial apoptotica. En
relacion con los niveles de la familia de proteinas Bcl 2, quizds contribuyen a la liberacién de factores
mitocondriales. En este caso, el incremento de la proteina Bax equivalente al balance con proteinas anti-

apoptoticas Bcl2 y Bcl-xL, incrementando la liberacion de cyt ¢ y apaf-1.

1.2.4 Mecanismo de accion de GnRH en testiculo

En testiculo, GnRH se expresa en células germinales e intersticiales. GnRH
incrementa los niveles de AMPc extracelular e intracelular, en diferentes tipos

celulares testiculares especificos, con potencias desiguales. GhRH también



participa durante la espermatogénesis testicular (Figura 4). Los receptores
GnRHR han sido descritos en células de Leydig, donde activa al &cido
araquidonico (AA), probablemente via fosfolipasa A, (PLA), y los metabolitos
de este acido parecen estar implicados en la esteroidogénesis inducida por la
LH. y la transduccién de sefiales acopladas a canales de Ca+ a través de una

proteina G.
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Fig. 4.- Posible papel local de GhnRH como un regulador autocrino y paracrino de la actividad gonadal
masculina. FSH y LH regulan la actividad sobretodo de los tubulos seminiferos y células de Leydig
respectivamente. GnRH intratesticular se ata al receptor GnRHR y activa los sistemas de segundos

mensajeros que afectan la esteroidogénesis.



1.3 Posicion taxondmicay filogenia de Chirostoma humboldtianum
La familia Atherinopsidae (Figura. 5) en la cual esta incluido el género
Chirostoma, cuenta con numerosas especies, unas, habitantes costeras de

todos los mares tropicales y templados, otras, limitadas a las aguas dulces.

La familia se considera primariamente marina, se agrupa a los Atherinidos
como peces vicarios de agua dulce, por ser de estirpe marina pero que
actualmente han conquistado las aguas dulces (Castro, 1978). La invasibn mas
grande de esta familia en aguas dulces se dio en aquellas &reas que tenian
poca abundancia de peces dulceacuicolas, como sucedid6 en Australia,

Madagascar, Islas Indopacificas, México y América Central (Barbour,1966)
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Fig. 5. Relaciones filogenéticas entre géneros de la familia Atherinopsidae ( Dyer y Chernoff, 1996).



En Meéxico, el género representativo de la familia Atherinopsidae es
Chirostoma, que incluye a los charales y pescados blancos (Aguilar y
Navarrete, 1996-1997), entre los que destaca Chirostoma humboldtianum
(Figura.6 ), especie endémica del Altiplano Mexicano, que en la actualidad se
encuentra amenazada por la reduccién de sus poblaciones y la degradacion de

su habitat naturales (Figueroa-Lucero et al.,2004).

Fig. 6. Chirostoma humboldtianum



1.4 Descripciéon anatomica e histologica del testiculo de Chirostoma

humboldtianum

Uria et al.,, 1998, describieron la anatomia, e histologia del testiculo de
Chirostoma humboldtianum en diversas etapas del desarrollo gonadal y

establecieron la escala de madurez correspondiente.

Los testiculos de esta especie, como en otros teledsteos, son drganos pares,
de aspecto lanceolado, color blanco ligeramente cremoso, estan cubiertos por
una tunica albuginea; se encuentran localizados en la region dorsal de la
cavidad abdominal, conforme se desarrollan, cubren al tubo digestivo y llegan a

ocupar la mayor parte de la cavidad abdominal.

En C. humboltianum la tunica albuginea esta formada por tejido conjuntivo
denso e irregular, fibras de colagena, fibroblastos y células pigmentarias,
aunque en menor proporcion que en los mamiferos. El testiculo tiene I6bulos,
éstos ultimos, presentan numerosos tubulos ciegos dispuestos radialmente en
relacion con los conductos de salida o eferentes, éstos se unen posteriormente
al conducto principal, en conjunto forman el elemento tubular. La longitud de los

tubulos depende del estadio de madurez gonadica.

Los tubulos en C. humboltianum estan formados por diferentes quiste, cuyo
desarrollo es asincronico; dentro de cada cisto el desarrollo de las células
gametogénicas es sincrénico. Los cistos estan delimitados por las células de

Sertoli, las cuales se encuentran rodeando a las células del linaje gamético,



formando los quistes espermaticos, son mas evidentes en la region de la
corteza  del 6rgano y en los cuales se incluyen espermatogonias,
espermatocitos primarios y espermatocitos secundarios. Las células de Sertoli

exhiben una forma aplanada.

Las células de Leydig tienen una forma poliédrica y se encuentran
fundamentalmente en la parte central del 6rgano. Estas células presentan
abundantes vacuolas citoplasmaticas, las cuales podrian ser precursoras de las
hormonas esteroides; tiene un citoplasma acidoéfilo, nacleo de posicion central

con su cromatina difusa. (Cardenas y Barrera, 1998)

1.4.1Caracteristicas morfoldgicas de las células del quiste testicular

Espermatogonias. En promedio miden 7 um se localizan en cistos proximos a
lo que Cormack (1988) llama lamina llGcida de la membrana basal, en la parte
distal de los tdbulos, esto confirma que este testiculo es de tipo
espermatogonial restringido. Las espermatogonias son las células mas
grandes, tiene citoplasma escaso y acidofilo, presenta un nucleo grande
localizado en posicion central, con la cromatina poco condensada y nucléolo
prominente. En esta especie las espermatogonias se presentan en todos los

estadios de madurez gonadica.

Espermatocitos Primarios. Son células de 3.5um en promedio, el nucleo
presenta la cromatina de aspecto reticular, el citoplasma es basofilo. Se

localizan en quistes a continuacion de los que presentan espermatogonias y



hasta el tercio medio del tubulo. Los testiculos con menor desarrollo gonadico
presentan mayor cantidad de espermatocitos primarios. A medida que el

desarrollo celular continua se forman los espermatocitos secundarios.

Espermatocitos Secundarios. Son células que miden en promedio 2.8 um, el
ndcleo es de forma poliédrica; su cromatina esta muy condensada y el

citoplasma es acidofilo.

Espermatides. Se encuentran en cistos localizados hacia el tercio proximal de
los tubulos, son células que miden en promedio 2.1 um, el nucleo redondeado y
pequefio estd desplazado hacia un extremo de la célula, el cotiplasma es

aciddfilo y escaso.

Espermatozoides. Dentro del cisto los espermatozoides forman grupos
compactos, en algunos casos se les observa con la cabeza dirigida hacia la
parte ciega del tabulo, en otros, las cabezas se orientan hacia el conducto
eferente, como si realizara un giro de 180°. El nucleo del espermatozoide es

exceéntrico, la cabeza mide en promedio 1.4 um, el flagelo es acidofilo.

1.4.2 Escala histolégica de madurez gonadica del testiculo de

Chirostoma humboldtianum.

Estadio I, proliferacion espermatogonial o juvenil. El testiculo rodeado por la
tunica albuginea esta constituido por los tubulos que presentan un solo tipo

celular, las espermatogonias son grandes con el nucleo y nucléolo conspicuo.



Grier et, al (1981) describen que en este estadio las células de Sertoli
empiezan a rodear a las espermatogonias. Los conductos eferentes presentan

epitelio cubico simple y el calibre de éstos es minimo y sin espermatozoides.

Estadio Il, Espermatogénesis temprana. Los I6bulos estdn ocupados en la
mayor parte por los tubulos, hacia el extremo distal de éstos los cistos
presentan espermatogonias, en la parte media se observa a loe espermatocitos
primarios y secundarios, los cuales predominan en esta etapa; en la parte

proximal se encuentran escasas espermatides y espermatozoides.

Estadio Ill, espermatogénesis Tardia. Dos tercios de los l6bulos estan
ocupados por los tubulos, éstos en la parte distal presentan cistos con
espermatogonias, en el tercio medio tienen espermatocitos y en el proximal
esperméatides y espermatozoides. El calibre de los conductos eferentes es
mayor y ocupa un tercio del l6bulo; se incrementa el numero de

espermatozoides en los conductos.

Estadio IV, Madurez Funcional o Espermatogénesis. Los tabulos estan mas
reducidos que en el estadio anterior, en la parte distal presentan algunos cistos
con espermatogonias, continuacion algunos cistos contiene espermatocitos y
espermatides, pero la mayoria se observa con espermatozoides. El diametro
de los conductos eferentes aumenta considerablemente y presenta abundantes

espermatozoides.



Estadio V, Expulsion. Los tubulos ocupan menos de un tercio del I6bulo, los
cistos escasos, contienen espermatogonias, espermatocitos, espermatides y
espermatozoides. Los conductos eferentes se encuentran llenos de

espermatozoides.

1.4.3 Descripcion anatdmica e histologica del ovario de Chirostoma

humboldtianum

Cardenas et al,.2008, realizaron un estudio de la estructura y ultraestructura del
ovario de C. humboldtianum, establecieron que el ovario es un organo par y
elongado, el cual est& localizado a lo largo de la pared abdominal. En la parte
posterior, el ovario contiene un conducto corto. Los ovarios inmaduros son de
color blanco, con pequefios puntos oscuros, conforme maduran, aparecen mas
melanoforos, los cuales recubren toda la superficie; y como consecuencia, la
gonada cambia a un color negro. Esta pigmentacién, permanece por el resto
de la vida de la hembra. La pared del ovario tiene musculo liso. Las hembras
jovenes, tiene pocas células, mismas que proliferan causando el
engrosamiento de la capa. Los ovarios son asincronicos durante su desarrollo,
internamente se distinguen lamelas, especialmente, durante el crecimiento
primario en peces jovenes. El proceso completo de la ovogénesis, esta dividido
en V estadios: ovogénesis temprana (formacion de un nuevo ovocito Yy
foliculos), crecimiento del ovocito cortical primario, estadio lipido, vitelogénesis

y maduracion.



Ovocito temprano, (miden de 10 a 25 pm). En el ovario de adultos, las
ovogonias son poco visibles porque estan encerradas por células epiteliales.
Los ovocitos en meiosis, poseen pequefios grupos de células foliculares, un
nacleo esférico con un solo nucléolo y poco citoplasma con ribosomas,
mitocondrias y reticulo endoplasmatico. Las células foliculares comienzan a

rodear al ovocito durante el inicio de la meiosis.

Crecimiento primario del ovocito, (miden de 25 a 270 um). La primera fase
del crecimiento del ovocito, comienza con el retraso de la meiosis. En este
momento, el ndcleo es esférico y se encuentra en posicion central.
Inicialmente, los nucledlos se encuentran dispersos por todo el ndcleoplasma,
pero pronto toman una ubicacién mas periférica cerca de la cubierta nuclear.
Existe un importante flujo de material del nucleo al citoplasma. El ovocito
muestra una alta basofilia en el citoplasma y presenta pocas estructuras, entre
ellas se puede citar al reticulo endoplasmatico que es facilmente distinguible.
La basofilia es por la gran cantidad de ribosomas libres que dan una
apariencia granular al citoplasma. También, los grupos de mitocondrias estan
presentes; estos organelos son redondeados con numerosas crestas. El
desarrollo del ovocito continia y su tamafio va aumentando, disminuye la
basofilia y hay mas organelos membranosos como el reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) y el aparato de Golgi. En este momento las mitocondrias estan
distribuidas por todo el citoplasma incluyendo la region periférica del ovocito.
En la fase final de este estadio, el corion (envoltura vitelina y/o zona radiada),
comienza a formar una de sus capas (ZI). Algunas microvellosidades del

ovocito pueden ser encontradas alcanzando el espacio extracelular cercano a



las células foliculares (granulosa) que rodean al ovocito. En el sistema del
foliculo joven, las células de la granulosa tienen pocas mitocondrias y reticulo
endoplasmatico. Al final de esta fase, se presentan cambios morfol6gicos
haciendo que estas células sean menos planas. En la parte exterior del corion,
los filamentos comienzan a distinguirse. Durante el resto de la ovogénesis, los
filamentos contindan su desarrollo, incrementando su diametro y envolviendo el

ovocito. Su funcién es unir el embrién con el sustrato.

Crecimiento secundario del ovocito, (mide de 270 a 380 um). Este estadio
comienza cuando se forman alveolos corticales y vesiculas lipidicas. Las
vacuolas lipidicas, son homogéneas, moderadamente electrodensas y tiene
una superficie interna lisa. La acumulacién de lipidos continla durante la
vitelogénesis. Los alvéolos corticales se localizan en la periferia del ovocito. El
citoplasma contiene ribosomas libres, reticulo endopldsmatico rugoso y
mitocondrias. En el interior del nucleo la cromatina se aprecia un tanto
descondensada y los nucledlos contindan cercanos a la envoltura nuclear. Las
microvellosidades del ovocito, se extienden por todo el corion, alrededor de las
células de la granulosa. Durante este estadio las células de la granulosa
cambian completamente su morfologia, forman filamentos que alcanzan la
periferia del ovocito. Las células foliculares desarrollan vacuolas en el interior

del citoplasma.

Vitelogénesis, (mide de 380 a 650 um ). Este estadio esta caracterizado por
un incremento sustancial en el tamafo del ovocito, causado por la

incorporacion de vitelo al citoplasma que se distingue en forma de plaquetas



vitelinas. El corion comienza a engrosarse por adicién de capas protéicas (Z2y
Z3), la capa interna tiene una apariencia geométrica ordenada. Las
microvellosidades pasan por los poros del corion llegando al frente de las
células de la granulosa. Estas células incrementan su talla y tienen

agrupaciones de mitocondrias y abundante reticulo endoplasmatico rugoso.

Maduracién, (miden de 650 a 1150 um). El crecimiento del ovocito continta y
el principal evento de este estadio es la reanudacion de la meiosis. Comienza
con la migracion del nucleo al polo animal del ovocito. Después la vesicula
germinal se rompe. Las proteinas del vitelo sufren una desorganizacion,
probablemente por la hidrélisis de sus componentes, resultando una masa
irregular, que ocupa un area mayor en el centro del ovocito. Los lipidos
acumulados durante la vitelogénesis se asocian y forman varias gotas
distinguibles en el hemisferio animal. Todos estos eventos son seguidos por la

hidratacion del ovocito.



2 Justificacion

La produccion del charal ha venido disminuyendo en
los afos recientes (Navarrete y Chazaro 1992), de tal
manera que resulta de gran relevancia el
conocimiento de la alimentacion, reproduccion y
crecimiento del género, en particular de la especie
Chirostoma humboldtianum que es el charal con un
importante valor comercial, ademas de ser una
especie endémica del Altiplano mexicano que en la
actualidad se encuentra amenazada por la reduccion
de sus poblaciones y la degradacion de su habitat
natural. Por ello, en el presente estudio se propone
conocer la distribucion de sGnRH en gonadas de
C.humboldtianum, con lo cual se pretende sentar las
bases para posteriores estudios de la biologia
reproductiva de la especie, contribuyendo a
establecer principios mas consistentes para la
realizacion de cultivos comerciales de este grupo de
peces de gran importancia economica en México.



3. Objetivos

Objetivo General:

Establecer la distribucién de la Isoforma de salmon
de GnRH (sGnRH) en las gonadas de Chirostoma
humboldtianum

Objetivos Particulares:

Determinar la distribucion de la Isoforma de salmon
de GnRH (sGnRH), en le testiculo de Chirostoma
humboldtianum

Determinar la distribucién de la Isoforma de salmoén de
GnRH (sGnRH), en el ovario de Chirostoma
humboldtianum



4. Materiales y Métodos

Fase de campo

4.1 Obtencion del tejido

Los charales (Chirostoma humboldtianum), se colectaron en la laguna de
Zacapu, Michoacan, en los meses de enero- abril y septiembre- noviembre, que
fundamentalmente corresponden a las etapas de recrudescencia y madurez.
La razén de haber obtenido el material biolégico en estos meses fue que se
presentd una veda de mayo a agosto. Una vez obtenido los organismos se
anestesiaron con MS 222 y fueron sacrificados por medio de un corte
transversal, en la porcidon ventral. Se extrajeron las gdénadas, las cuales se
fijaron en parafolmaldehido al 2% y acido picrico, en amortiguador de fosfatos

(Sterfanini et al, 1976).

Fase de laboratorio

4.2 Procesamiento del tejido.

Los tejidos obtenidos fueron deshidratados en alcoholes a concentraciones
crecientes (70% a 100 %). Se continuo con un aclarado e infiltracién en
parafina para ser incluidos en paraplast. Se realizaron cortes histolégicos, en
un microtomo rotatorio. Los ovarios se cortaron a 7y, mientras que los
testiculos a 4. Los cortes, se desparafinaron con Xilol | y Il, por cinco minutos
en cada uno. Posteriormente se hidrataron con un tren de alcoholes de
manera decreciente (100% a 70%) en un intervalo de un minuto. Finalmente,

se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica. Que a continuaciéon se describe.



4.3 Inmunohistoquimica.

Una vez hidratado el tejido éste se permeabilizd6 con metanol a - 20°C, durante
5 minutos. Posteriormente, se lavdé con PBS (0.1 M, pH 7.4) y se procedié a
inactivar la peroxidasa endogena con etanol acido. Los cortes se lavaron tres
veces con el mismo amortiguador e inmediatamente después, se bloquearon
los sitios inespecificos con suero bovino al 1% con PBS (0.1 M, pH 7.4) a
temperatura ambiente, durante media hora. Una vez bloqueados los sitios
inespecificos se incubd con un anticuerpo de anti sGnRH en una dilucion
1:5000p a 4° C durante toda la noche. Cumplido el tiempo se lavé con PBS (0.1
M, pH 7.4) y se procedié a incubar con un anticuerpo de chivo anti-lgG de
conejo en una dilucion 5:1000u, por 2 horas a temperatura ambiente. Al
término de la incubacién, se lavé con PBS (0.1 M, pH 7.4) y se procedio a
revelar, utilizando una solucidn sustrato con 20 mg de diaminobecidina (DAB),
(500p de peroxido de hidrogeno al 30% + 967 ml de agua, pH 7.4). Se
observd la reaccion en un intervalo de 1 a 20 min. Se procedié a lavar
nuevamente con PBS (1:3 M, pH 7.4). Después, se contratifié con hematoxilina
de Mayer y se deshidrat6 mediante concentraciones crecientes de alcohol
(70%, 80%, 90%, 96% y 100%), y Xilol | y I, posteriormente se realizé el
montaje con resina sintética de Entellan y las laminillas se observaron en un

microscopio Nikon.



4.4 Controles

Se realizaron tres controles, para corroborar que la inmunoreaccion fuera
especifica para sGnRH, el primero se realizé sin inactivar la peroxidasa
endogena, agregando el sustrato, el cual tuvo una reaccion negativa. El
segundo ensayo se realiz6 inactivando la peroxidasa, agregando el sustrato sin
los anticuerpos en la que se observo una reaccion negativa. El tercer ensayo
se realizd sin bloquear los sitios inespecificos sin primer anticuerpo (sGnRH) y
con el segundo anticuerpo (anti IgG de chivo anticonejo), diluidos en PBS, en el
cual también se observd una reaccion negativa, a todos los controles se les
siguioé con el mismo procedimiento de la técnica inmunohistoquimica (Taylor y
Burns., 1974. Elson, 1995) para observar la reaccién que estos presentaban,

las muestras se observaron a microscopio.



5. Resultados
En este estudio, se investigo la presencia de la isoforma de sGnRH, en gbénadas
de Chirostoma humboldtianum. Las muestras corresponden a los meses de
septiembre- noviembre y enero- abril, que fundamentalmente corresponden a las
etapas de recrudescencia y madurez. La reaccion inmunopositiva fue localizada
en etapas tempranas e intermedias de la ovogénesis, desde ovogonias, ovocitos
primarios previtelogénicos hasta etapa de vitelogénesis avanzada. En fases
posteriores del desarrollo de los ovocitos, no se detecté inmunoreaccion. En
testiculo, la presencia de sGnRH se encontré durante las fases iniciales de la
gametogenesis. Especialmente, en espermatogonias y fundamentalmente, en
espermatocitos primarios (Figura. 7), no encontrando presencia de la hormona en
espermatocitos secundarios, espermatides ni espermatozoides. Tampoco fue
evidente que las células de Leydig y de Sertoli contuvieran sGnRH. Los resultados
obtenidos en testiculo son similares a otras especies en las que GnRH se ha
asociado con la estimulacion de la proliferacion y diferenciacion en la

espermatogénesis.

Fig. 7. Corte transversal de testiculo de Chirostoma humboldtianum, se observa inmunoreaccién, en

espermatogonias y espermatocitos primarios 100X.



Fig. 8. Corte transversal de testiculo de Chirostoma humboldtianum . A. Se muestra espermatogonias (esg) y

células de Leyding (cl) 40X, no presentaron reaccion a sGnRH. B. Se observa un aumento a 100X, de la figura 8

(A), donde se observan células de Leydig (cl), las cuales no presentan reaccion a sGnRH.

Fig. 9.- Corte transversal de testiculo de Chirostoma humboltianum. A. no se observa reaccidon en

espermatogonias (esg) 40X. B. muestra un aumento de 4X, donde se puede observar pigmento (p), no existe

reaccion a sGnRH.



En ovario parece participar en el desarrollo temprano y durante la vitelogénesis,
ya que la reaccion inmunopositiva fue localizada en etapas tempranas e
intermedias de la ovogénesis, especialmente en células de la granulosa y en
células de la teca de ovocitos vitelogénicos tempranos asi como en ovocitos

previtelogenicos (Figura 9 Ay B).

\Ovocrto

vitelogénico

Fig. 10. Corte transversal de ovario de Chirostoma humboldtianum, se observa inmunoreaccon (A) en células

de la granulosa y en células de la teca 100X. La inmunoreaccion también se observd en  ovocitos

previtelogénicos (flechas, Fig.B) 40X.

Fig.11. Se observa, corte transversal de ovario de Chirostoma humboltianum, A reaccion negativa a sGnRH
en células de la teca (ct) y granulosa (cg) 100X. Fig. B, no mostré reaccién en ovocito previtelogénico (op) y

en ovocito vitelogenico (ov) 10X.



Las muestras controles (Figura 12*13), presentaron inmunoreaccion negativa,
esto indica que las reacciones observadas en los cortes en los que se realizo la

técnica inmunohistoquimica, en efecto expresan a sGnRH.

ov
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Fig. 12 Controles realizados 40X para ovario (A) y testiculo (B) de Chirostoma humboldtianum. Ovario

vitelogenico (ov), ovario previtelogenico (op), pigmento (p).

Fig. 13. Controles realizados de ovario (A) 4X y testiculo (B) 100X de Chirostoma humboldtianum. Ovario

vitelogenico (ov), ovario previtelogenico (op), Espermatogonias (esp).



Ovocito - s - . - - -
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VITELOGENESIS Células de
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Ovocito - - - - - - -
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Células de +++ ++ + +++ +++ + +
la teca

Tabla 1.- Se presentan los meses en los que se realizaron las colectas de los ovarios de Chirostoma humboldtianum, los estadios y las células en las que se observé una

reaccion positiva a sGnRH. +++ Reaccién abundante, ++ reaccion moderada, + poca reaccion.



Espermatogonias
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+++

+++

++

Espermatocitos
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+++
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Espermatocitos
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Espermatides

Espermatozoides




Tabla 2.- se presentan los meses en los que se realizaron las colectas de los testiculos de Chirostoma Humboldtianum y las células en las que se observé una

reaccion positiva a sGnRH. +++ Reaccion abundante, ++ reaccion moderada, + poca reaccion



6. Discusion

En el presente trabajo se describe por primera vez la presencia de la isoforma
de sGnRH en las gbnadas de Chirostoma humboldtianum. En otras especies
de teledsteos la presencia de GnRH en la génada ha sido asociada con
diversos procesos. En ovarios de salmonidos, especificamente, de trucha
arcoiris, Uzbekoba et al., (2001; 2002) han reportado la presencia del mRNA de
sGnRH en foliculos previtelogénicos y durante la vitelogénesis temprana,
mientras que otro reporte para la misma especie (Gray et al., 2002) refiere una
expresion intermitente de la GnRH en el ovario durante la etapa adulta del pez,
pero el péptido no se pudo detectar ni por radioinmunoanalisis y por
cromatografia liquida de alta resolucion, por lo que no es claro, si el mMRNA no
es traducido, o bien el péptido formado es rapidamente utilizado y degradado, o
alguna otra posibilidad . Estos resultados sugieren que la GnRH juega un papel
en previtelogéneis, vitelogénesis temprana, mientras que durante la fase
adulta aunque parece participar en la ovogénesis de la trucha, posiblemente en
la reactivacién de la meiosis como en otras especies, es dificil de concluir por
las metodologias usadas por Gray et al., (2002). En el ovario de Sparus aurata
y Carassius auratus, se ha reportado que la presencia de GnRH ayuda a la
reiniciacion de la meiosis, por lo que, se ha sugerido que al menos para estas
especies, participa en la maduracién final del ovocito (Nabissi et al., 2000;
Habibi et al., 1998). Evidentemente, para ejercer sus efectos es necesaria la
presencia de receptores a GnRH (GnRHR) en las goénadas. Usando como
modelo de estudio al pez dorado, Carassius auratus, el mecanismo que

parecen utilizar los GhnRHR es través de la activacién de la proteinquinasa C



(PKC) y la produccién del acido araquidodnico, ello para la estimulacion de la
esteroidogénesis y la reactivacion de la meiosis (Pati y Habibi 2002). A la fecha
no es posible descartar que en las gbnadas pueda haber también la produccion
de adenosin monofosfato ciclico (cCAMP) como sucede en la hipdfisis de
algunas especies de teledsteos (Levavi-Sivan y Avitan 2005). En especies
taxondmicamente cercanas a Ch. humboldtianum como O. bonairenses,
trabajos en los que han detectado en el ovario la expresion de las diferentes
isoformas de GnRH presente en la especie (sGnRH, pjGnRH y cGnRH-II)
concluyen que las isoformas sGnRH y pjGnRH son las mas importantes por su
expresion en dicho 6rgano, en particular los niveles de expresién aumentan
durante las etapas de recrudescencia y madurez (Guilgur et al., 2009).
Desafortunadamente, en este estudio no se trabajo testiculo, por lo cual no

existe referente para comparar con dicha especie.

En Ch. humboldtianum, debido a las etapas en las cuales se detecté sGnRH la
hormona parece participar en los eventos tempranos de la ovogénesis, debido
a que se encontro el péptido durante las fases tempranas del desarrollo en
ovocitos previtelogénicos y vitelogénesis temprana. Como se menciond
anteriormente, esto es similar a lo reportado para especies de salmonidos y el

pez dorado, asi como la dorada.

Existen varias posibilidades para el hecho de no haber detectado el péptido en
las ultimas fases de la ovogénesis, ello puede ser debido, efectivamente, a la
ausencia de la hormona, como fue reportado para el ovario de trucha arcoiris
por Gray et al., (2002). Otra posibilidad es que, aunque presente la hormona, la

concentracion que tenga no permita su deteccion por medio de la técnica



inmunohistoquimica. Existe otra tercera posibilidad, que la sGnRH se expresen
de una manera intermitente y las fechas de colecta no coincidieran con los
momentos de expresion y traduccion de la hormona, debido quiza a que los
ovarios no contuvieran ovocito en la etapa de maduracion final, es decir, de 48-
72 horas previas a la ovulacion que es cuando ocurre el reinicio el reinicio de la

meiosis.

Recientemente, se ha reportado que la expresion de la isoforma sGnRH en
concentraciones bajas y medias puede jugar papeles protectores, pero a
concentraciones elevadas puede desempefiar un papel proapotético en el
ovario de los teledsteos guiando a la degeneracion del ovocito (Habibi y
Andreu-Vieyra, 2000). En el caso de la especie trabajada en el presente
estudio, no se detectaron foliculos atrésicos, por lo cual, no fue posible
establecer la presencia de GnRH en este proceso. Un explicacién posible al
hecho de no haber encontrado cuerpos atrésicos en el ovario, es que su
presencia esta mas vinculada con un desarrollo fallido de la ovogénesis, y dado
que los ovarios no se encontraban en etapa de regresion temprana, de existir
ovocitos con condiciones deficientes de desarrollo, es poco probable que se
pusieran de manifiesto, con cambios marcados en el nucleo y activacion de

caspasas.

El testiculo es menos estudiado en estos aspectos que el ovario. En Carassius
auratus, cultivos de testiculo con medio adicionado con GnRH estimulan el
inicio de la espermatogénesis, en particular, de la meiosis (Pati y Habibi.,
1993). En el presente trabajo la deteccién de la hormona se presentd

fundamentalmente en espermatogonias y espermatocitos primarios, estos



ultimos es sabido son los que inician la meiosis. La presencia de la GnRH
parece no ser esencial para etapas intermedias de la espermatogénesis y por
estudios en otras especies, sabemos que en machos la GnRH participa en la
iniciacion de la espermatogénesis, desaparece en la etapa |l y aumenta
progresivamente hasta la etapa VI (Uzbekova et al., 2001). En otro estudio con
atun aleta azul, Thunnus thynnus, implantes de analogos de GnRH
promovieron la mitosis de espermatogonias disminuyeron la apoptosis en dicha
gonada, cuando fueron comparados con los organismos control (Corriero et al.,
2009) decremento de la expresion del mMRNA de la sGnRH durante el periodo
activo de la proliferacién espermatogonial y durante la meiosis, sugiere que es
anti- proliferativo y tiene un efecto simultaneo durante la meiosis. Los

resultados son consistentes con dichas observaciones.

De manera similar al ovario y para la misma especie (Carassius auratus), se ha
reportado que en el testiculo, la presencia de GnRH en cultivos puede
vincularse con la apoptosis en testiculo solo bajo condiciones de madurez vy
después de 24 horas de cultivo con la hormona presente en el medio (Andrew-
Vieyra et al., 2005). A este respecto cabe sefialar que en todas las colectas
realizadas en el periodo de tiempo de este trabajo, la captura de machos fue
muy baja, por lo cual el numero de muestras disponible fue menor al deseado.
Ademas, si bien se obtuvo un poco de esperma al realizar la presion abdominal
a los machos, los testiculos no parecieran estar en una condicién alrededor de
la liberacion de gametos. De tal manera, se recomienda extender el numero de
muestras y las fechas con objeto de establecer si la GnRH desarrolla algun

papel importante en la apoptosis testicular.



Es posible afirmar que se tiene presencia de sGnRH en las gonadas de
Chirostoma humboldtianum, y dado que el anticuerpo utilizado fue elaborado
contra el sGAP, sera interesante determinar si al igual que en otras tantas
especies de teledsteos como en el pez dorado, Carassisus auratus, la trucha
arcoiris, O. mykiis, la dorada, Sparus aurata, y el pejerrey argentino O.

bonairensis, por citar algunas, se presentan varias isoformas de GnRHs.



7. Conclusion

En Chirostoma humboldtianum la distribuciéon de la isoforma de salmon
(sGnRH), en las gonadas, especificamente en ovocitos previtelogénicos,
células foliculares tecales, asi como en espermatogonias y espermatocitos

primarios.
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