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Resumen

El PACAP es un péptido, miembro de la superfamilia secretina/ hormona liberadora de la
hormona de crecimiento/ glucagon/ péptido intestinal vasoactivo. EI PACAP produce sus
efectos biologicos al unirse por lo menos a tres tipos de receptores: PAC1-R, VPAC1-R y
VPAC2-R, todos ellos pertenecen a la familia de los receptores acoplados a proteinas G,
gue tienen como caracteristica el poseer siete dominios transmembranales. EIl PACAP y
sus receptores han sido encontrados en varias areas del sistema nervioso central y en
organos periféricos entre ellos, las gonadas. En peces, hay evidencias de que PACAP
actia como un factor hipofisiotréfico, regulando la secrecién de hormonas de la hipofisis.
En las gbénadas, se ha determinado que también aumenta el AMPc en células de la
granulosa y de Sertoli, y parece estimular la liberacion de hormonas esteroides tanto en
testiculo como en ovario. Sin embargo, hasta la fecha, los estudios son de naturaleza
fisiolégica o registran la expresiéon de PACAP, no habiendo evidencia de la presencia del
péptido en las génadas de pez. En el presente estudio se establecio la distribucion de
PACAP las en gonadas de Chirostoma humboldtianum. Los peces fueron colectados en la
laguna de Zacapu, Michoacan. Las gbénadas fueron extraidas y fijadas en
parafolmaldehido al 2% y &cido picrico, se deshidrataron con alcoholes graduales
ascendentes para su posterior inclusion en paraplast. Se realizaron cortes transversales,
los cuales fueron sometidos a la técnica de inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo
especifico para este péptido (anti-PACAP). Los cortes fueron montados y analizados al
microscopio. En el testiculo se encontré inmunorreaccion a PACAP en espermatogonias y

espermatocitos primarios, mientras que en ovario fue posible detectar una reaccion

\



positiva en células de la granulosa y de la teca, durante la etapa vitelogénica. En el
testiculo de Chirostoma, la presencia de PACAP parece estar mas vinculada con el
desarrollo temprano y la diferenciacién del linaje espermatico. Mientras que en el ovario,
nuestros resultados sugieren que PACAP pudiera estar vinculado a la esteroidogénesis,

por su presencia en las células foliculares.
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Introduccioén

1.1 Aspectos generales

El Polipéptido Activador de la Adenilato Ciclasa de la Pituitaria (PACAP) es un péptido
originalmente aislado de extractos hipotalamicos de oveja (Miyata et al.,, 1989) y es
miembro de la superfamilia secretina/ hormona liberadora de la hormona de crecimiento/
glucagén/ péptido intestinal vasoactivo (VIP). De todos los miembros de esta familia, la
secuencia de PACAP es la mas conservada filogenéticamente. (Vaudry et al.,, 2000).
Existen dos formas biolégicamente activas: una de 38 y otra de 27 aminoacidos; éstos
péptidos estan amidados en su extremo carboxilo terminal. (Miyata et al., 1989; Sherwood

et al., 2000).

La secuencia del PACAP se ha identificado en diferentes especies de vertebrados y de
algunos invertebrados, como anélidos y tunicados. El PACAP de estas especies posee un
alto grado de similitud con el PACAP del humano, teniendo una diferencia de entre unoy
cuatro aminoacidos (Sherwood et al., 2000). Este patrén de conservacién en la secuencia
de aminoacidos en las diferentes especies de animales de la escala filogenética

demuestra la importancia biolégica de este neuropéptido.

El PACAP produce sus efectos biologicos al unirse por lo menos a tres tipos de
receptores: PAC1-R, VPAC1-R y VPAC2-R, todos ellos pertenecen a la familia de los
receptores acoplados a proteinas G que tienen como caracteristica el poseer siete
dominios transmembranales (Harmar et al., 1998). El receptor tipo | de PACAP, tiene una

alta afinidad por PACAP 38 y PACAP 27, y muestra baja afinidad por VIP, mientras que



los receptores tipo Il a PACAP (VPAC1-R y VPAC2-R) tienen similar afinidad por
PACAP38, PACAP 27 y VIP (Ishihara et al., 1992, Hashimoto et al., 1993, Lutz et al.,
1993). Estos receptores estimulan la actividad de la adenilato ciclasa y ello, resulta en un
incremento de los niveles intracelulares de AMPc. PAC1-R también activa la via de la
fosfolipasa C, esto incrementa los niveles de inositol 1, 4, 5 trifosfato y eleva los niveles de

Ca’" Intracelular (Moretti et al., 2002).

El PACAP vy sus receptores han sido encontrados en varias areas del sistema nervioso
central, incluido el hipotalamo, corteza, bulbo olfativo, hipocampo, y en otros 6rganos
periféricos como, la hipofisis, el pulmén, las glandulas adrenales, el testiculo y el ovario
(Ok et al., 2003). En vertebrados inferiores, especialmente en peces, hay evidencias de
gue PACAP actua como un factor hipofisiotrépico, regulando la secrecion de hormonas de
la hipofisis (Wang et al., 2003). También, regula la vasodilatacion, la activacion de la
motilidad intestinal, incrementa la secrecidbn de insulina e histamina y estimula la

multiplicacion y diferenciacion celular (Ramirez et al., 2004).

Los mRNAs del PACAP han sido encontrados en las células germinales de la rata. En
hembras de esta especie, el PACAP estimula de manera dosis dependiente la
acumulacion de AMPc, la secrecion de estradiol y de progesterona por parte de las células
de la granulosa en cultivos ovaricos, asi como una posible induccién de la respuesta a LH
en estas mismas células. Estudios en pez cebra han demostrado que PACAP participa en

el proceso de foliculogénesis (Wang et al., 2003).

En el testiculo de rata, estimula la acumulacion de AMPc y la secrecién de lactato,

estradiol e inhibina en células de Sertoli (Arimura et al., 2003). Algunos estudios sugieren



que PACAP participa en el desarrollo testicular y puede expresarse dependiendo de la

edad del individuo (Ok., et al 2003).



1.2 Antecedentes

En 1994, Shioda, et al., demostraron en testiculo de rata madura, la presencia de PACAP
en ceélulas germinales, en espermatogonias, espermatocitos y especialmente, en las
espermatides. La presencia mas activa de PACAP se observd en las espermatides

durante el desarrollo en los estadios VIl y VIII.

Krempels, et al.,, en 1995 utilizaron el receptor VIP-2, dentro de algunas secciones
representativas de los tubulos seminiferos. Los resultados in situ, usando la polimerizacion
en cadena de la transcriptasa reversa (RT-PCR), han permitido sugerir que el PACAP

tiene efecto paracrino en el testiculo de rata a traves del receptor VIP-2.

Estudios posteriores llevados a cabo por Philip et al., en el 2000 por medio de RT-PCR
demostraron la expresion del gen de PACAP durante el ciclo espermatogénico, en
secciones aisladas de tubulos seminiferos, e identificaron intensa actividad en las
espermatides postmeidticas durante las etapas de desarrollo | y VIII, estableciendo asi, la
existencia de un promotor especializado del gen de PACAP cuya actividad se regula

durante el ciclo espermatogénico.

En el 2003 Koh et al., investigaron la expresion de PACAP en testiculo de ratas
inmaduras, los mMARNs de PACAP y sus proteinas fueron expresadas en diferentes tipos
celulares a diferentes tiempos. Lo que sugiere que PACAP contribuye para el crecimiento
y diferenciacién celular, esto soporta la idea de que PACAP actia como un factor de

crecimiento durante el desarrollo testicular.



Con estudios realizados sobre de la expresion del gen del PACAP por RT-PCR en el
ovario de rata, se demostré que las isoformas de PACAP y de su receptor (PACAP 1- R)
son expresadas en el ovario, donde podrian ejercer una accion paracrina o autocrina en

células de la granulosa (Scaldaferri et al., 1996).

Posteriormente, Koh et al., en el 2000, demostraron que el PACAP actia como
pararegulador o autorregulador a través del receptor tipo 1 en células de la granulosa y en
el cimulo de células de los foliculos preovulatorios. Todo esto, indica que el PACAP tiene
un papel importante en la preparacion de la ovulacion. Estudios mas recientes llevados a
acabo por Wang et al., en el 2003 identificaron un nuevo tipo de PACAP en el pez cebra
(zf) PACAP38-2 y observaron que PACAP, estimula la maduracion de los ovocitos, asi
como la expresion de folistatina en células ovaricas del foliculo del pez cebra. Los
resultados sugieren que PACAP es un factor ovarico que regula la accién de las

gonadotropinas.

En 2006 Vaccari et al., mostraron la expresion de los tres tipos de receptores a PACAP en
los ovarios de ratas no maduras y tratadas con gonadotropinas. En un andlisis mas
detallado en células foliculares preovulatorias, se demostr6 que PAC1-R y VPAC2-R
fueron expresados en células de la granulosa, mientras que solamente los receptores del

VIP fueron expresados en células de la teca.

En 2009, Huang et al., utilizando la técnica inmunohistoquimica y RT-PCR revelaron la
expresion de PACAP38 y el receptor Pacl-Ren una amplia gama de tejidos de tilapia
(Oreochromis mossambicus) incluyendo las goénadas, sugiriendo que PACAP puede

mediar la accion de las gonadotropinas por mecanismos autocrinos/paracrinos en este



pez. En el mismo afio Gras et al., demostraron por medio de RT-PCR que PACAP es
expresado de manera transitoria en los ovarios de la rata durante el periodo periovulatorio,
y se observo la presencia de este péptido en células de la granulosa de foliculos
periovulatorios, también se presentd reaccion en células de la teca de foliculos maduros e

inmaduros y en células glandulares e intersticiales.



1.2.1 PACAP en la zona reproductiva femenina.

PACAP puede interactuar con la red local y sistémica de factores involucrados en los
diferentes estados del desarrollo folicular y en la diferenciacion del cuerpo liteo La
coincidente expresion ovarica de PACAP y sus multiples variantes de receptor indican que
PACAP puede modular la proliferacion y diferenciacion de células ovéricas a diferentes
niveles. In vitro, PACAP estimula la proliferacion de de células germinales primordiales de
raton, los precursores embridnicos de los gametos adultos, y células somaticas gonadales
por medio de la activacion de AC via receptores PAC1. Esto indica que PACAP puede ser

un importante regulador de la funcién gonadal embrionaria. (Fig. 1)

La posibilidad que PACAP ejerza acciones autocrinas y/o paracrinas durante la produccién
periovulatoria de progesterona inducida por LH y la diferenciacion del cuerpo lateo esta
indicada por su produccion y secrecion de células de granulosa-luteina in vitro. Estas
células responden a PACAP con un rapido y dosis dependiente incremento en la
acumulacion de progesterona. Este efecto esta mediado por variantes del receptor PACL1,
que son abundantes en células ovéaricas de mamifero durante el periodo preovulatorio. La
expresion inducida por gonadotropina de mARN que codifica PACAP en células de
granulosa de foliculos esta mediada por AMPc. Ademas, la habilidad de PACAP38 para
suprimir la fragmentacion apoptotica del DNA indica que PACAP puede proteger foliculos

preovulatorios de la muerte apoptotica.
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Fig. 1.- Posible papel local de PACAP en diferentes etapas del desarrollo folicular. a) PACAP afecta la proliferacion de
células primordiales de raton. b) PACAP podria obrar reciprocamente con otros factores intraovaricos que estan
involucrados en el reclutamiento de foliculos primarios. ¢) En el foliculo antral FSH dependiente, las células de la
granulosa atan a PACAP. Este péptido puede modular la PKA, limitando las concentraciénes de AMPc en diferenciacion
de células de la granulosa. d) En la etapa preovulatoria PACAP afecta el balance entre la detencién y la maduracion

meiotica del ovocito en el foliculo preovulatorio. Modificado de Moretti et al., 2002

1.2.2 PACAP en la zona reproductiva masculina

En testiculos de mamifero, PACAP se expresa en células germinales e intersticiales. (Fig.
2) PACAP incrementan los niveles de AMPc extracelular e intracelular, en diferentes tipos

celulares testiculares especificos, con potencias desiguales.

PACAP es también un potente regulador de la espermatogénesis testicular. Receptores

Pacl han sido descritos en células de Leydig, donde PACAP activa a AC, PLCy la



transduccion de sefales acopladas a un canal de Na+ a través de una proteina G. Células
Leydig fetales de rata responden a bajas concentraciones de PACAP, que puede ser un
importante regulador fisiolégico de su funcion antes del incremento de la secrecionde LH
por la pituitaria. PACAP27 y PACAP38 incrementan la produccion de AMPc y testosterona
en células Leydig dispersas de ratas embrionicas, indicando que PACAP puede regular la

actividad temprana de células Leydig.

Receptor
PAC1T

Celulas
germinales

Membrana
basal

Celulade @ @ Expresion de PACAP
Leydig
Expresion/union del
receptor a PACAP PAC1

mjw Receptor de FSH

Fig. 2.- Posible papel local de PACAP como un regulador autocrino y paracrino de la actividad gonadal masculina. FSH y
LH regulan la actividad sobretodo de los tibulos seminiferos y células de Leydig respectivamente. PACAP intratesticular
se ata al receptor PAC1 y activa los sistemas del segundo mensajero que afectan la gametogénesis y la

esteroidogénesis. Modificado de Moretti et al., 2002



1.3 Generalidades de la especie en estudio

En México el género representativo de la familia Atherinopsidae es Chirostoma, esta
constituido por diversas especies conocidas con los nombres comunes de charal, charal
negro, boquerdn y pescado blanco (Aguilar y Navarrete, 1996 - 1997). Este género es
endémico de las aguas dulces de México, se originé de formas marinas que invadieron la

zona central del pais y por radiacion adaptativa se diferenciaron (Fig. 3).

ATHERINOPSIDAE
MENIDIINAE ATHERINOPSINAE
_MEMBRADINI _ _MENIDINI __ ATHERINOPSINI _ _ SORGENTININI

S @ p
S S S S

Fig. 3.- Relaciones filogenéticas entre géneros de la familia Atherinopsidae (Dier y Chernoff, 1996)

Las caracteristicas morfolégicas como son: el tamafo del cuerpo, la longitud de la
mandibula, los patrones de denticion y la presencia de tubos o canales en las escamas de
la linea lateral, permiten distinguir a las diversas especies (Barbour et al., 1973). C.
humboldtianum, (Fig. 4) es una de las especies con mayor area de distribucion natural y
parece haber dado origen a la mayoria de los otros miembros del grupo, (Barbour et al.,

1973). En la actualidad esta especie se encuentra amenazada por la reduccion de sus

10



poblaciones y la degradacion de su habitat natural (Figueroa- Lucero et al., 2004). Es una
especie de gran importancia cultural y econdmica, al ser utilizada durante décadas como
alimento por las poblaciones localizadas alrededor de los lagos de Patzcuaro y de
Chapala, asi como embalses del Estado de México (Aguilar y Navarrete., 1996- 1997).
Algunas especies como el Pez blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor) o el pez blanco de
Chapala (Chirostoma chapalichties) y el pez blanco o pez blanco del altiplano (Chirostoma
humboltianum) han sido ampliamente utilizados para la alimentacion humana desde

tiempos prehispanicos (Rojas y Sasso, 2005).

Fig. 4. Chirostoma humboldtianum

Dentro de las especies nativas que tienen importancia por sostener fuertes pesquerias en
los estados de Michoacan y Jalisco estan los charales y pescados blancos, los cuales
tienen un gran potencial piscicola en México. Los charales y pescados blancos gozan de
una gran aceptacion en la dieta del pueblo mexicano, sostienen importantes pesquerias y
es factible su cultivo. En general, los atherinidos mexicanos han sido poco estudiados. En

México, son pocos los estudios realizados sobre la biologia de la reproduccién y el

11



crecimiento, realizados con especies endémicas de peces. Los trabajos sobre el genero
Chirostoma han sido de taxonomia, distribucion, desarrollo embrionario, habitos

alimenticios y pesqueria (Paulo Maya et al., 2000).

1.4 Anatomia e histologia de las gonadas de Chirostoma humboldtianum.

1.4.1 Caracteristicas y proceso ovogeénico del ovario de Chirostoma humboldtianum.

Céardenas R. et al., en 2008 realiz6 un trabajo en el que describe las caracteristicas y el

proceso de ovogénesis del ovario de Chirostoma humboldtianum.

Los ovarios de Chirostoma humboldtianum, son Organos pareados y alargados,
localizados a lo largo de la pared abdominal. En la parte posterior, los ovarios contindan
en un gonoducto corto. Los ovarios ho maduros son de color blanquizco con pequefios
puntos negros debido a los melanodforos, los cuales proliferan durante el desarrollo y
cubren toda la superficie; y como consecuencia, las gonadas se observan totalmente en
obscuras. Los ovarios son de tipo asincronicos y poseen diferentes tipos celulares durante
el desarrollo. Internamente se distinguen lamelas, especialmente durante el crecimiento
primario, en peces jovenes. El proceso de la ovogénesis esta dividido en cinco estadios:
ovogénesis temprana (formacion de nuevos ovocitos y foliculos), crecimiento primario de

los ovocitos, etapa cortical y del lipido, vitelogénesis, y maduracion.

12



En el mismo trabajo se divide el desarrollo de los ovocitos en 5 etapas.

Ovogénesis temprana. (Tamafio: ~10-25 ym). En el ovario de adultos, las ovogonias son
poco visibles porque estan encerradas por las células epiteliales. Los ovocitos en meiosis,
en estadio tardio, poseen pequefios grupos de células las cuales tienen un nucleo
esférico, con un solo nucléolo, y una cantidad discreta de citoplasma con ribosomas,
mitocondrias y reticulo endoplasmico. Las células del foliculo comienzan a incluir el

ovocito durante el proceso inicial de la meiosis.

Crecimiento primario del ovocito. (Tamafio: ~25-270 pm) La primera fase de
crecimiento del ovocito comienza con la detencion de la meiosis en diploteno. En este
momento, el ndcleo es esférico y se encuentra en una posicion central. Inicialmente, los
nucleolos se encuentran dispersos por todo el nucleoplasma. Los ovocitos poseen
citoplasma altamente basdfilo y solamente pocas estructuras pueden ser distinguidas
como el reticulo endoplasmico. Conforme el desarrollo del ovocito continla y su tamafio
aumenta, la basofilia disminuye y hay un mayor desarrollo de organelos membranosos,
como el reticulo endoplasmico rugoso (RER) y el aparato de Golgi que comienzan a ser
evidentes. En las fases finales a esta etapa, el coribn comienza a formarse. Algunas
microvellosidades del ovocito pueden encontrarse alcanzando el espacio extracelular
cerca de las células foliculares (de la granulosa), que son planas y forman un anillo de una
sola capa. En los foliculos jovenes, las células de la granulosa contienen pocas
mitocondrias y reticulo endoplasmico. En el final de esta fase, sin embargo, hay cambios
en la morfologia debido al rapido crecimiento. Fuera del coridon, el crecimiento de los

filamentos empieza a distinguirse. Durante el resto de la ovogénesis, los filamentos
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contindan creciendo y se enrollan alrededor del ovocito, aumentando su didmetro. Su

funcién es atar al embrién en algin substrato.

Crecimiento secundario del ovocito. (Tamafio: ~270-380 ym). Esta etapa comienza
cuando los alvéolos corticales y las vesiculas de lipido se forman. Las vesiculas lipidicas
son homogéneas, moderadamente electrodensas y tienen una superficie interna lisa. La
acumulacion de lipidos continGa, solo durante la vitelogénesis. Los alvéolos corticales
estan situados en la corteza periférica del ovocito. Dos clases de vesiculas pueden ser
distinguidas: una con un material homogéneo y otra con nucledtidos. Dentro del ndcleo, la
cromatina es muy granular. Las microvellosidades del ovocito estan extendidas por todo
del corion alrededor de las células de la granulosa. Durante esta etapa, las células de la
granulosa cambian su morfologia totalmente. Estas células forman filamentos que rodean
a los ovocitos vecinos. Las células del foliculo tienen vacuolas en su citoplasma. Ademas,
en estas células, se observa un desarrollo importante del reticulo endoplasmico. Hay una
lamina basal fuera de las células del foliculo y, en su cara externa, estan situadas las

células planas de la teca.

Vitelogénesis (Tamafio: ~380-650 pm) Esta etapa es caracterizada por un aumento
sustancial en el tamafo del ovocito, causado por la incorporacion de materiales externos
dentro del ovoplasma. El ovocito acumula plaquetas que aumentan su tamafo segun el
desarrollo del ovocito. El corion comienza a engrosarse y se adicionan capas proteicas,
teniendo asi un arreglo geométrico con la capa mas interna. Las microvellosidades cruzan
a través de los poros del corion, y se localizan siempre apenas delante de las células de la

granulosa. Estas células aumentan su tamafio, convirtiéndose en columnares. Debido al
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aumento en el didmetro de los filamentos, en ocasiones parecen estar
pseudoestratificados. En esta etapa, algunos desmosomas estan incluso presentes entre
células de la granulosa. Las células de la teca no cambian su morfologia durante la
ovogénesis y ellas permanecen como células planas fuera de la lamina basal. Esta Ultima
es gruesa, fibrosa y tiene fibras de colageno orientadas paralelamente a la superficie

folicular.

Maduracién (Tamafio ~ 650-1150 pm). El ovocito continta creciendo y el acontecimiento
principal de esta etapa es la continuacidén de la meiosis. Esto comienza con la migracion
nuclear al polo animal del ovocito. Después de esto, la vesicula germinal se rompe; la
proteina de la yema de huevo sufre una desorganizacién, probablemente debido a la
hidrolisis de sus componentes, dando por resultado una masa irregular que ocupa la
mayor parte del area central del ovocito. Los lipidos que se acumularon durante la
vitelogénesis se ensamblan juntos y forman varias gotas distinguibles del lipido en el

hemisferio animal.

En 1998, Uria et al., describe la anatomia, morfologia e histologia del testiculo de
Chirostoma humboldtianum en diversas etapas de desarrollo gonadal y establece la escala

de madurez correspondiente.

1.4.2 Descripcion anatomica del testiculo de Chirostoma humboldtianum

Los testiculos de esta especie, como de otros teledsteos, son 6rganos pares, alargados,
compactos; se encuentran localizados en la region dorsal de la cavidad abdominal,

conforme se desarrollan cubren el tubo digestivo y llegan a ocupar la mayor parte de la
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cavidad abdominal. Anatomicamente son de aspecto lanceolado, contorno irregular,
consistencia flexible y suave, en los estadios Il y V son de color blanco ligeramente
cremoso. Ambos testiculos se unen en el extremo posterior y los productos salen por el
conducto principal al poro urogenital. Las etapas de madurez gonéadica del testiculo estan

divididas en seis estadios.

1.4.3 Caracteristicas Morfoldgicas de las células del quiste Testicular.

Espermatogonias. En promedio miden 7um, son las células mas grandes, tienen
citoplasma escaso y acidofilo, presentan un nucleo grande localizado en posicién central,
cromatina poco condensada y nucleolo prominente. En esta especie las espermatogonias

se presentan en todos los estadios de madurez gonédica.

Espermatocitos primarios. Son células de 3.5 um en promedio, el nicleo presenta la
cromatina de aspecto reticular; el citoplasma es basofilo. Se localiza en quistes a
continuacion de los que presentan espermatogonias y hasta el tercio medio del tabulo. Los
testiculos con menor desarrollo gonadico presentan mayor cantidad de espermatocitos
primarios. A medida que el desarrollo celular continta, se forman los espermatocitos

secundarios.

Espermatocitos secundarios: son células que miden en promedio 2.8 um, el nucleo es

de forma poliédrica; su cromatina estd muy condensada y el citoplasma es acidofilo.

Espermatides: se encuentran quistes localizados hacia el tercio proximal de los tubulos,
son células que miden en promedio 2.1 um, el nucleo redondeado y pequefio esta

desplazado hacia un extremo de la célula, el citoplasma es acidofilo y escaso.
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Espermatozoides: dentro del quiste los espermatozoides forman grupos compactos, en
algunos casos se les observa con la cabeza dirigida hacia la parte ciega del tdbulo, en
otros, las cabezas se orientan hacia el conducto eferente, como si realizaran un giro de
180°. El nacleo del espermatozoide se tifie intensamente, la cabeza mide en promedio 1.4

pum, la cola es aciddfila.

1.4.4 Escala histolégica de madurez gonadica del testiculo de Chirostoma

humboldtianum.

Las etapas de madurez gonadica del testiculo estan divididas en seis estadios; el estadio |
consiste en la proliferaciébn espermatogonial o juvenil, aqui las espermatogonias son
grandes y con el nacleo y nucléolo conspicuos, las células de Sertoli empiezan a rodear

las espermatogonias.

Estadio Il, espermatogénesis temprana. Hacia el extremo distal de los tubulos, los quistes
presentan espermatogonias, en la parte media se observa a los espermatocitos primarios
y secundarios; en la parte proximal se encuentran escasas espermatides y pocos

espermatozoides.

Estadio Ill, espermatogénesis tarida. En la parte distal de los tubulos presentan quistes
con espermatogonias, en el tercio medio tienen espermatocitos y en el proximal
espermatides y espermatozoides; se incrementa el nimero de espermatozoides en los

conductos.

Estadio 1V, madurez funcional o espermatogenesis. En la parte distal de los tubulos

presentan algunos quistes con espermatogonias, a continuacién algunos quistes contienen
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espermatocitos y espermatides, pero la mayoria se observa con espermatozoides.

Presenta abundantes espermatozoides.

Estadio V. Expulsion. Los quistes escasos, contienen espermatogonias, espermatocitos,
espermatides y espermatozoides. Los conductos eferentes y principales muy

desarrollados se encuentran llenos de espermatozoides.
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2. Objetivos

Objetivo general:

Establecer la distribucion de PACAP en las génadas de Chirostoma humboldtianum.

Objetivos particulares:

a) Establecer la distribucién de PACAP en el ovario de Chirostoma humboldtianum.

b) Establecer la distribucion de PACAP en el testiculo de Chirostoma humboldtianum.
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3. Materiales y Métodos.

Fase de campo

3.1 Obtencion del tejido

Las muestras de Chirostoma humboldtianum fueron colectadas en la Laguna de Zacapu,
Michoacén en los meses de septiembre — noviembre de 2008 y enero — abril de 2009 que
fundamentalmente corresponden a las etapas de recrudescencia y madurez
respectivamente. El motivo de haber obtenido el material biol6égico en estos meses es que
se present6 una veda de mayo al mes de agosto. Los peces fueron anestesiados con MS-
222 Sigma ® y se sacrificaron por decapitacién. Las gonadas fueron extraidas y
posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 2% con &cido picrico en amortiguador

de fosfatos (Stefanini et al., 1967).

Fase de laboratorio

3.2 Procesamiento del tejido.

Los tejidos obtenidos fueron deshidratados en alcoholes a concentraciones crecientes
(70%, 80%, 90%, 96% y 100%), las muestras se dejaron 30 min en cada una de dichas
concentraciones, en el ultimo porcentaje de alcohol se dejaron durante 45 minutos, una
vez deshidratados se colocaron en alcohol amilico por 24 horas. Posteriormente, los
tejidos se colocaron parafina 1y 2 por 2 horas y parafina 3 por 1 hora. Los tejidos fueron

incluidos en paraplast.
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A continuacion se realizaron cortes transversales en un micrétomo rotatorio con un grosor
de 7 y 4 micrones para ovario y testiculo, respectivamente. Antes de realizar la técnica de
inmunohistoquimica se desparafinaron durante 30 minutos a 60°C. Posteriormente se
colocaron en xilol | y Il por 5 minutos, se hidrato el tejido mediante concentraciones
descendentes de alcohol (100%, 96%, 90%, 80% y 70%) a intervalos de 1 minuto.

Finalmente, se realizo la técnica de inmunohistoquimica. Que a continuacion se describe.

3.3 Inmunohistoquimica.

Una vez hidratado el tejido éste se permeabilizé con metanol a - 20°C, durante 5 minutos.
A continuacién, se lavo con PBS (0.1M, con un pH de 7.4) y se procedio a inactivar la
peroxidasa enddgena con etanol acido durante 30 minutos. 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 (0.1M, pH 7.4) a temperatura ambiente,
durante media hora. Una vez bloqueados los sitios inespecificos se incub6 con anticuerpo
anti PACAP en una dilucién 1: 300 a 4°C en suero bovino 1% en PBS (0.1M, pH 7.4)
durante toda la noche. Cumplido el tiempo se lavé con PBS (0.1M, pH 7.4) y se procedié a
incubar con el conjugado anti IgG de chivo anti-conejo marcado con peroxidasa en una
dilucion de 5:1000 durante 2 horas a una temperatura de 4°C. El revelado se realiz6 con
20mg de DAB en 100ml de PBS con 500ml de per6xido de hidrégeno preparado de la
siguiente manera: 33 ml de peréxido de hidrogeno al 30% mas 967ml de agua, a un pH de
7.4. La reaccion tuvo lugar en un periodo de 2 a 5 minutos. Cuando la reaccion fue visible
se lavé una vez mas con PBS (0.1M, pH 7.4). Después, se contratifid con Hematoxilina de

Mayer y se deshidrat6 mediante concentraciones crecientes de alcohol (70 al 100%)
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durante dos minutos cada uno, posteriormente los tejidos fueron sumergidos en xilol 1 y I
por cinco minutos y se montd con resina sintética Entellan ® Merck. Las laminillas se

observaron en un microscopio 6ptico de marca Nikon.

Controles

Para descartar cualquier falso positivo, se realizaron tres ensayos, y de esta manera
observar que la inmunoreaccion fuera especifica para PACAP. Se realizaron tres
controles, el primero se realiz6 sin inactivar la peroxidasa endogena, agregando el
sustrato, el cual tuvo una reaccidn negativa. El segundo ensayo se realizé inactivando la
peroxidasa, agregando el sustrato sin los anticuerpos en la que se observé una reaccion
negativa. El tercer ensayo se realizdé sin bloquear los sitios inespecificos sin primer
anticuerpo (anti PACAP) y con el segundo anticuerpo (anti IgG de chivo anticonejo),
diluidos en PBS, en el cual también se observdé una reaccion negativa, a todos los
controles se les siguié con el mismo procedimiento de la técnica inmunohistogimica
(Taylor y Burns., 1974) para observar la reaccion que estos presentaban, las muestras se

observaron a microscopio.
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4. Resultados

En el presente estudio, se observdé que PACAP esta en el testiculo y en el ovario de
Chirostoma humboldtianum. Los ovarios observados son asincrénicos por lo que fue
posible distinguir etapas distintas del desarrollo de los ovocitos. En el ovario las
reacciones inmunopositivas fueron localizadas en etapa vitelogénica. Fue posible detectar
una reaccion inmunopositiva Unicamente en células de la granulosa y en células de la
teca (Fig. 5) En fases posteriores del desarrollo de los ovocitos (Fig. 6B), no se detecto

inmunoreaccion, tampoco se pudo observar

inmunoreaccion en etapas mas tempranas de la ovogénesis (Fig. 6A).

Fig. 5 -.Ovario de Chirostoma humboldtianum. Secciones transversales donde se muestra: A. Ovocito en etapa
vitelogénica (OV) 40x, el cual presenta reaccion inmunopositiva en las células foliculares (CF). B. Aumento 100x de la
seccion sefialada en la fig 5A, donde se observa reaccién inmunopositiva en células foliculares; de la teca (CT) y de la

granulosa (CG). Filamentos (FI), coriéon (C).
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Fig. 6.- Cortes transversales de ovario de Chirostoma humboldtianum. A. Se muestra un ovocito previtelogénico 40x
(OP) el cual no presenta reaccién inmunopositiva a PACAP. B. Se observa un ovocito maduro 40x (OM) que también

muestra inmunoreaccion negativa a PACAP. Filamentos (Fl), nucléolos (N), foliculo (F)

En los testiculos se encontrd inmunoreaccion positiva a PACAP durante las fases iniciales
de la gametogénesis, especialmente en espermatogonias y espermatocitos primarios (Fig.
7). No se encontr6 presencia de este péptido en espermatocitos secundarios,
espermatides ni en espermatozoides (Fig 8), tampoco fue evidente la presencia de

PACAP en células de Leydig, ni de Sertoli.

A

Espermatogonias

Fig 7.- Cortes transversales de testiculo de Chirostoma humboldtianum. A. Se observa inmunoreaccion positiva en

espermatogonias y en esparmatocitos primarios 40x. B. muestra inmunoreaccion positiva en espermatogonias 100x.
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Fig. 8.- Corte transversal de testiculo de Chirostoma humboldtianum . A. Se muestra quistes de espermatozoides los
cuales no presentan reaccién a PACAP 10x . B. Se observa un aumento 40x a de la seccién sefialada en la Fig 8A la

cual exhibe quistes con espermatozoides demostrando reaccion negativa a PACAP. Pigmento (P)

Las muestras controles (Fig. 9 y 10), presentaron inmunoreaccién negativa, esto indica
gue las reacciones observadas en los cortes en los que se realizo la técnica

inmunohistogimica, en efecto expresan a PACAP.

Fig. 9.- Controles realizados 10X de ovario (A) y testiculo (B) de Chirostoma humboldtianum. Ovario vitelogenico (OV),

ovario previtelogenico (OP), pigmento (P).
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Fig. 10.- Controles realizados 40X para ovario (A) y testiculo (B) de Chirostoma humboldtianum. Ovario vitelogenico

(OV), ovario previtelogenico (OP). Pigmento (P).
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Previtelogénesis

Recrudesencia

Septiembre

Octubre

Noviembre

Ovocito

Células de la Granulosa

Células de la Teca

Ovocito _ . _

Células de la Granulosa + + +

Células de la Teca + + +
Vitelogénesis endégena

Ovocito _ - -

Células de la Granulosa + + +

Células de la Teca + + +

Vitelogénesis exdgena

Madurez

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 PACAP. +++ Reaccion abundante, ++ reaccion moderada, + poca reaccion.
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Recrudescencia YEGI=4

Septiembre Octubre Noviembre Febrero

Espermatogodnias

Espermatocitos primarios + + +

Espermatocitos secundarios

Espermatides

Espermatozoides

Leydig

Sertoli

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 observo una reaccion

positiva a PACAP. +++ Reaccion abundante, ++ reaccion moderada, + poca reaccion,
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5. Discusion

En el presente estudio se reporta la distribucion de PACAP en génadas de Chirostoma

humboldtianum.

La importancia de la localizacién de este péptido en las gonadas de dicho pez endémico
mexicano, radica principalmente en comprender el papel que desempefia en los
acontecimientos reproductivos, apoyandonos en la comparaciéon con diferentes estudios

realizados a otras especies de teledsteos y en mamifero, especialmente en rata.

En peces, la expresion de PACAP ha sido detectada en cerebro, hipéfisis, médula espinal
tracto gastrointestinal, ovario, testiculo, higado, rifion (Wong et al., 2000) y ojo (Frandinger
y Sherwood, 2000). Diferentes estudios han promovido una fuerte evidencia de que
PACAP actia como regulador intragonadal en mamiferos; sin embargo, la informacion en
cuanto al papel de este péptido en las gbnadas de pez es muy limitada. (Harmar et al.,
1998). La presencia de PACAP y de sus receptores en el testiculo y en el ovario sugieren
gue juega un papel importante en el eje hipotdlamo- pituitaria- génada de los vertebrados,
para la regulacion de las actividades gonadales (Wang et al., 2003, Sherwood et al.,
2007). Trabajos realizados con anterioridad han demostrado que PACAP ejerce una
regulacion local de la actividad de las gonadas masculinas y femeninas en tilapia

(Oreochromis mossambicus) (Huang et al., 2009), pez cebra (Danio rerio) y en rata.

En el presente estudio, la distribucion de PACAP en el testiculo pudo observarse durante
las fases iniciales de la gametogénesis, especialmente en espermatogonias,
espermatocitos primarios; y a diferencia de los mamiferos, el péptido no pudo ser

localizado en espermatides ni en las células de Leydig, por lo que en Chirostoma, la
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presencia de PACAP parece encontrarse mas vinculada con el desarrollo temprano y la
diferenciacion del linaje espermatico. Se sabe que PACAP estimula la diferenciacion y
proliferacion celular en diferentes tipos celulares, accién ejercida al unirse a su receptor
estimulando asi la activacion de la adenilato ciclasa lo que provoca el incremento
intracelular del AMPc a través del receptor PAC1 (Moretti et al 2002). La presencia y
distribucion de PACAP en las células testiculares inmunorreactivas a dicho péptido antes
mencionadas, podria sugerirnos que en Chirostoma, PACAP puede contribuir al
crecimiento y diferenciacion celular y que también podria actuar como un factor tréfico

durante el desarrollo testicular.

El PACAP es un importante regulador de la esteroidogénesis testicular y estos mismos
receptores han sido descritos en células de Leydig. En el presente trabajo no se localizo
PACAP en dichas células y ello sugiere que la accidén del péptido no es autocrina; sin
embargo, dado que no se buscaron receptores PAC1-R en este estudio, no podemos
descartara que las céluals de Leydig no posean dichos receptores y que el PACAP
estimule la via de Adenilato ciclasa (AC) y la fosfolipasa C (PLC), provocando un aumento
en la concentracién de AMPc y el consecuente aumento de la produccién de testosterona

en células de Leydig como sucede en mamifero (Moretti et al., 2002)

En el ovario se observo inmunoreaccion positiva en etapas intermedias de la ovogénesis,
especificamente, en células de la teca y de la granulosa durante la fase vitelogénica. En
ovario, nuestros resultados son similares a los reportados para el péptido en el ovario de
mamifero, en cuanto a la presencia y la distribucion en las células foliculares, sin embargo
la expresién de este péptido en el mamifero puede darse incluso en etapas mas

tempranas de la foliculogénesis. De igual manera en mamiferos, PACAP se expresa de
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forma transitoria en células de la granulosa in vivo e in vitro y estimula la acumulacion de
AMPc y la esteroidogénesis de manera dosis-dependiente en cultivos de células de la
granulosa (Wang et al.,, 2003). Hay evidencia de que PACAP también promueve la
maduracion de los ovocitos tanto en mamiferos como en el pez cebra (Apa et al., 1997,
Wang et al., 2003). En el pez cebra, se ha comprobado que PACAP controla la
diferenciacion y proliferacion celular (Mathieu et al., 2004), desaforunadamente, esta fase

de la ovogénesis no fue identificada en este trabajo

En el ovario de rata la inducciéon de las gonadotropinas puede estimular la expresion y
secrecion de PACAP, sin embargo, su papel durante el proceso ovulatorio aun no esta
claramente establecido. (Gras et al., 1999, Koh et al., 1999). Esto sugiere que PACAP
puede estar involucrado en la modulacion de las funciones ovaricas, incluida la
esteroidogénesis, maduracion de los ovocitos y la supervivencia de las células de la
granulosa (Zhong y Kasson 1994, Gras et al.,, 1999 y Apa et al., 2002). En adicién, el
PACAP acelera la maduracion meiotica en los ovocitos e inhibe la apoptosis en los
foliculos preovulatorios (Lee et al., 1999 y Vaccari et al., 2006). En el ovario de rata se han
identificado los ARNm del PACAP y de su receptor, especificamente en las células de la
zona granulosa y latea. La mayoria de las células de la granulosa de los foliculos

preovulatorios tiene inmunorreactividad para el PACAP.

Es necesario recalcar que para nuestra especie, a la fecha no se han realizado trabajos
en los que se reporte la presencia de este péptido, por lo que es de indispensable
importancia continuar con la contribucion de conocimientos en cuanto a los procesos
reproductivos para de esta manera manguar la desaparicion de esta pez endémico

mexicano.
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6. Conclusion.

El Polipéptido Activador de la Adenilato Ciclasa de la Pituitaria (PACAP) esta presente en
las gonadas de Chirostoma humboldtianum, especificamente, en células de la teca y de la

granulosa en el ovario y en espermatogonias y espermatocitos primarios en testiculo.
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Apéndice 1

Amortiguador de formaldehido con picrato.

(Stefanini et al., 1967).

Paraformaldenido. ... ..o 20g

Acido Picrico (Solucion acuosa saturada, filtrada).............c.ooooiiiiiiii 150ml

Calentar a 60°C, afadir de 2 a 5 gotas de hidroxido de sodio acuoso 1.0M (4%), necesario
para disolver el paraformaldehido. Filtrar, enfriar y llevar a 1000ml con el siguiente

amortiguador de fosfatos.

Fosfato de sodio monobasico (NaH2PO4H20). ..., 3.31¢g

Fosfato de sodio dibasico (Na3HPO4)..........oiii e 17.89¢g

Llevar a 1000ml.

Nota: el pH es de 7.3, este fijjador es estable por mas de 12 meses a temperatura
ambiente, el picrato no precipita las proteinas en solucion neutra y las razones por las que

se improvisa la preservacion de la estructura y de la antigenicidad no se conocen.
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