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Resumen

La hormona del crecimiento (GH) pertenece a la familia de hormonas peptidicas
de la hipdfisis, en los teledsteos incluye a la prolactina (PRL) y la somatolactina
(SL). Es una hormona monomeérica, formada por alrededor de 190 aminoé&cidos y
su masa oscila entre 21 y 23 KDa, lo que la hace la mas variable entre los
vertebrados. Es una hormona fundamental para el crecimiento somatico, su
liberacion esta influenciada enddégenamente por diversos mensajeros y a nivel
exogeno por el régimen alimenticio, la temperatura y el fotoperiodo. El género
Chirostoma es endémico de México, ha sido muy apreciado para su consumo
desde la época prehispanica, su distribuciéon abarcaba toda la meseta central
mexicana. En este trabajo se determind la presencia y distribucién de las células
somatotropas productoras de la hormona del crecimiento en la hipdfisis de
Chirostoma humboldtianum. Los ejemplares fueron colectados en la laguna de
Zacapu, Michoacan, México, las hipofisis fueron removidas, se fijaron y
procesaron por la técnica histologica de rutina y se les realizd la técnica
inmunohistoquimica para la deteccion de la hormona. Las células somatétropas en
la hipdfisis se encuentran en las areas de la pars distalis proximalis y la zona que
rodea la pars nervosay se puso de manifiesto un patrén de distribucién similar a lo
reportado en otros grupos de teledsteos por medio de inmunohistoquimica y por
hibridacién in situ. Las células inmunoreactivas a GH (ir-GH) forman una capa
celular a modo de collar alrededor de la PN, lo que coincide con lo descrito para
Oreochromis niloticus y Alosa sapidissima. La distribucion de las células
somatoétropas en la hipdfisis de C. humboldtianumes la PDP vy la zona de la PDP

que rodea la PN.



1.- Introduccion
Aspectos generales

La hormona del crecimiento (GH) pertenece a la familia de hormonas peptidicas
de la hipdfisis, en los teledsteos esta familia de hormonas incluye a la prolactina
(PRL) y la somatolactina (SL). Es una hormona monomérica, formada por
alrededor de 190 aminoacidos y en ella se presentan dos puentes disulfuro que
parecen ser extremadamente importantes para su unién al receptor. La masa
oscila entre 21 y 23 KDa lo que la hace la mas variable entre los vertebrados
(Canosa et al, 2007; Waters et al., 1999).

Es fundamental para el crecimiento somético y el desarrollo ontogénico, su
liberacion esta influenciada por el régimen alimenticio, la temperatura y el
fotoperiodo (Canosa et al.,, 2007). El control de la secrecion de GH es muy
complejo, y en él participan varias neurohormonas y neurotransmisores
producidos por el hipotdlamo, algunas monoaminas, esteroides sexuales, asi

como otras hormonas que median sus efectos somaticos (Canosa et al., 2007).

El principal 6érgano blanco de la hormona del crecimiento es el higado, en donde,
como respuesta se induce la sintesis de factores de crecimiento similares a la
insulina (IGFs), de los cuales se han descrito tres moléculas, IGF-1, IGF-2 e IGF-
3, esta Ultima parece ser exclusiva de peces. Los IGFs se transportan por el
torrente sanguineo y ejercen sus efectos en los diferentes 6rganos blanco, como
el cartilago, en donde inducen la incorporacién de aminoéacidos, o el incremento de
peso y la conversion de alimentos. Ademas de la sintesis hepatica de IGFs,
sabemos que existe expresibn de RNAs mensajeros de estos factores de
crecimiento en diferentes 6rganos, siendo posible que la GH active dicha
expresion y los factores de crecimiento realicen una funcién paracrina (Wong et
al., 2006).

Entre los sitios de expresion reportados para el receptor de la hormona del
crecimiento (GH-R) en los peces encontramos: el higado, masculo, tejido adiposo,

cerebro, branquias, rifién, intestino y génadas (Canosa et al., 2007).




En los vertebrados, se ha descrito en la sangre un grupo de moléculas que se
unen a la hormona del crecimiento llamadas proteinas de unién de la GH (GHBP).
Estas proteinas acarreadoras poseen alta semejanza con el dominio extracelular
del receptor. Algunos datos experimentales sugieren que se originan de
receptores truncados y se postula que su funcidn sea la de aumentar la vida media
de la hormona en sangre, asi como regular la concentracion de GH en suero
(Waters et al., 1999; Zhang y Marchant, 1999; Butler y Le Roith, 2001).




2.-Antecedentes

Garcia-Hernandez et al, en 1996, realizaron un estudio inmunohistoquimico en
Seriola dumerilii y localizaron siete tipos de células endocrinas en la hipofisis de
dicho pez. Las células de prolactina fueron localizadas en la pars rostralis
proximalis (PRP) de la hipdfisis, las células somatoétropas se encontraron en la
pars distalis proximalis (PDP) y la pars intermedia (Pl), estas células estaban
localizadas en la parte central de la PDP y en la zona mas caudal de esta region,
otro grupo de células estaban en la periferia de la PDP y presentaban extensiones

citoplasmaticas que alcanzaban la NH.

Vissio et al.,, en 1999, localizaron células somatétropas en la hipdfisis de
Odontesthes bonariensis. Utilizando una doble inmunohistoquimica primero para
detectar la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y luego para GH, PRL y
SL, dando como resultado que las células inmunoreactivas a GH fueron
caracteristicas de la PDP, también reveld6 un grupo de células rodeando la
neurohipdfisis; la PRL fue localizada en la PRD; y en la Pl se encontraron células
inmunoreactivas a GnRH algunas de las fibras de estas células estaban muy
cercanas a células Ir-GH igual a lo encontrado en estudios de otros teledsteos lo
que demuestra una accién estimulatoria de GnRH sobre GH asi como en PRL y

posiblemente otras hormonas hipofisiarias (Figura 7).

Herrero-Turridn et al., en 2002, disefiaron oligosondas marcadas con digoxigenina
o biotina para la localizacion de células productoras de hormonas proteicas en
Sparus aurata mediante Hibridacién in situ. Entre sus resultados para SL\GH\PRL
comprobaron que no hubo reaccion cruzada entre las oligosondas. Para la
oligosonda de GH se observaron sefiales de hibridacibn en gran namero de
células de la PDP donde las células inmunoreactivas forman una capa celular a
modo de collar alrededor de la NH lo que sugiere que las células estan reguladas

por sustancias hipotalamicas.

Villaplana et al., en 2003, establecieron la localizacion de células

mamosomatotropas en hipdfisis de Sparus aurata durante diferentes estadios de




desarrollo por el método de inmunomarcaje con oro, utilizaron anti salmon-PRL y
anti tilapia-GH. En hipdfisis de peces adultos las células somatétropas rodeaban la
NH y en algunos casos se pudieron observar uniones parecidas a las uniones
sinapticas entre las células somatotropas y axones de la NH las cuales estaban
presentes también en etapas juveniles. La comunicacién es muy importante para
hacer funcionar el sistema hipotalamo-hipéfisis por lo cual no es extrafio que haya
conexiones estrechas entre la NH y células secretoras.

Kasper et al., en 2006, establecieron mediante diversas técnicas, en hipofisis de
Oreochromis niloticus, la localizacion de los miembros de las familias de hormonas
GH/PRL, POMC y hormonas glicoproteicas. La familia GH/PRL fue localizada
mediante inmunohistoquimica en las tres partes de la adenohipdfisis. Las células
inmunoreactivas a PRL se encontraron en la mayor parte de la PRD mientras que
las células inmunoreactivas a GH fueron localizadas dispuestas en cadenas
regulares a lo largo de las ramas de la PN dentro de la PDP. Las células
inmunoreactivas a GH también se encontraron rodeando las fibras nerviosas de la
PN. La importancia de la GH durante el desarrollo ontogénico de los peces se
destaca por la observacion de que la GH en la hipdfisis se expresa incluso antes
de la separacion de la adenohipdfisis en Ply PD, y que precede a la aparicion de

las células germinales primordiales y gonadotropinas.

Sciara et al., en 2006, realizaron extractos de RNA total de hipdfisis de pejerrey,
Odontesthes bonariensis, para obtener el RNA de pjGH, lo alinearon por
comparacién con secuencias establecidas de otros teledsteos, lo secuenciaron y
subieron a la base de datos de Genbank sus resultados. ElI pjGH maduro fue
utilizado para inducir la produccion de el anticuerpo en conejo, los anticuerpos
fueron utilizados para la técnica inmunohistoquimica por la cual establecieron la
localizacion de células somatétropas en la region de la pars distalis proximalis de
la hipdfisis de dicho pez, el suero anti-pjGH produjo una tincion fuerte y especifica
en la misma region que ya se ha reportado para células somatétropas de otros

teleosteos por el uso de otro antisuero.




Chen & Ge, en 2012, estudiaron mediante una doble hibridacion in situ la
localizacion de células productoras de LH, FSH y GH durante el desarrollo
ontogénico de hembras de zebra fish (Danio reiro). GH fue localizada en la PDP
de adultos, siendo mas abundante durante la diferenciacion sexual, sin embargo,
aunque fuera poco abundante, la GH fue encontrada en todas las etapas

estudiadas.




Funciones de la GH

La hormona del crecimiento es multifuncional, pues se ha descubierto que ademas
de su participacion en el crecimiento corporal, se encuentra estrechamente
relacionada con la nutricion, la condicion reproductiva de los organismos, la

osmolaridad y con los procesos de inmunidad (Canosa et al, 2007).

En la reproduccion, se ha descrito que estimula la esteroidogénesis en las
gonadas (Shing et al., 1988) potenciando la actividad de la hormona luteinizante
(LH) en foliculos vitelogénicos (Van der Kraak et al., 1990). Participa también en la
gametogénesis, habiéndose localizado receptores en ovocitos en etapa
perinucleolar, en las células de la granulosa, en células de la teca y células
somaticas que rodean los foliculos en fase vitelogénica y se encuentra involucrada
también en la vitelogenésis (Bursawa-Gerard & Delevalle-Fortier, 1992; Mosconi et
al., 2002), mientras que en testiculo, estimula la incorporacion de timidina a las

espermatogonias (Le Gac et al., 1992; Loir, 1999: Kajimura et al., 2004).

Los efectos metabdlicos de la GH incluyen la formacién de &cidos grasos y glicerol
a partir de triacilglicéridos, promoviendo la lipdlisis por medio de la enzima
triacilglicerol lipasa. La consecuencia de ello, es una disponibilidad de energéticos
para el crecimiento y otras funciones metabdlicas, también participa en el apetito y
el comportamiento social (Bjérnsson, 1997).

Por dltimo podemos mencionar que existen reportes de que la GH participa en la
inmunidad, estimula la actividad citotoxica no especifica en leucocitos, la
activacion de la actividad fagocitica (Calduch-Guiner et al., 1997), induce un
aumento de la produccion del anion superéxido como mecanismo para aniquilar
patdogenos seguido por la fagocitosis (Yada et al., 2001, 2002) asi como un

incremento en la expresiéon de la superdxido dismutasa (Yada et al., 2006).




Sustancias estimuladoras de la liberacion de GH

Hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH) y el polipéptido
activador de la adenilato ciclasa de la hipofisis (PACAP) son los principales
estimuladores de la GH en peces, la estimulacion es mediada por receptores de
membrana que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas
G (GPCR) vy utilizan el adenosin mono fosfato ciclico (CAMP) como segundo
mensajero dando como resultado un aumento en la sintesis de mRNA de GH,
accion mediada a través de un elemento de respuesta al AMPc (CRE) y un factor
de transcripcion positivo 1 especifico de la hipdfisis (PIT-1) (Wong et al., 1996).

El receptor a la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH-R) que media los
efectos estimuladores de dicha hormona, es un miembro de la superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR). En algunos casos la respuesta
obtenida de la célula somato6tropa es un incremento en la sintesis del mRNA y la

liberacion de la GH como en Carassius auratus (Klausen et al., 2001).

Se ha encontrado que en la Tilapia, (Oreochromis niloticus), la Dopamina es
estimuladora de la liberacion de GH (Melamed et al., 1996). El subtipo de receptor
utilizado es el D;, promoviendo una elevacion en el cAMP (Chang et al., 1990;
Wong et al., 1994).

El estradiol, tiene funciones estimuladoras en la liberacion de GH en suero en las
hembras de Carassius auratus durante las ultimas fases de la recrudescencia y la

madurez sexual (Trudeau et al., 1992; Lin et al., 2000, Cardenas et al., 2003).




Estructura del gen

El gen de GH esta formado por cinco o seis exones dividido por cuatro o cinco
intrones (Figura 1) dependiendo de la especie, por ejemplo en Fugu rubripes el
gen cuenta con seis exones y cinco intrones (Venkatesh y Brenner, 1997; Almury
et al., 2000). El numero de bases que forman el gen de GH varia entre 1.6 y 4 Kb
(Almury et al., 2000). Se sabe que entre los elementos reguladores de la
expresion del gen se encuentran cajas TATA (Aramburo et al., 1997), al menos un
elemento de respuesta a hormonas tiroideas, un elemento de respuesta al acido
retinoico (Farchi-Pisanty et al., 1997; Sternberg y Moav, 1999), un elemento de
respuesta a glucocorticoides (Bernardini et al., 1999) y también un elemento de
respuesta a CAMP (Argenton et al., 1996). El factor de transcripcion mas conocido
para la expresion del gen GH es PIT-1 (Argenton et al., 1993,1996, 2002; Farchi-
Pisanty et al., 1997;Bernardini et al., 1999).

/ 5" UTe/ GH Intrones
s )
GH/3’ 5

S GH Division del ex6n en
\ Acantopterigios /

Figura 1.-Estructura del gen de GH, en la parte anterior de la imagen se observa
el gen de 5 exones presente en Ostariophys que por division del exén 5 origina el
gen de seis exones en acantopterigios que se observa en la parte posterior de la
imagen (Tomado de Cardenas, 2012).




Sintesis y liberacion de GH

La liberacién de la hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH)
desde la hipdfisis estd modulada por diversos factores endégenos y exdgenos. La
GHRH es transportada a través de los axones de las neuronas GHRH que inervan
directamente las células somatétropas, donde son reconocida por los receptores a
la hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH-R) que son
receptores transmembranales, internaliza la sefial hasta el nucleo de la célula,
donde se sintetiza la GH, ésta es enviada hasta la membrana externa de la célula
en vesiculas y alli espera hasta su liberacién gracias entre otras cosas a los
canales de calcio (Ca ™) y sodio (Na) (Figura 2).
DA

GHRH 45y29aa Wongy col.,1992;

(Changy col.,1993; Liny col.,1993;
Melamedy col., 1996
Melamedy col.,1998)

PACAP 27,352
Parkery col.,1993;
McRoryy col.,1995;
Wong y col.,2000

GH primary transcripts
in the rnucleus v

Transcription jactors
7‘ feg, CREB?)
Splicing t

GNRH 1024
-—

Ofimrons v Marchanty col.,1989;
] : . = ] promoter Klauseny col.,2001 ;
:a ipenpmR Melamedy col., 1996;

Neisloizs (GH geneg !ranscripﬁon)

Figura 2.- Via de sintesis y liberacion de GH en pez dorado Carassius auratus.
Siglas: PACAP, polipéptido activador de la adenilato ciclasa: DA, dopamina;
GnRH, hormona liberadora de gonadotropinas; GHRH, hormona liberadora de
hormona de crecimiento; PKC, protein quinasa C; PLC, fosfolipasa C; IP3,
fosfatidil inositol trifosfato; AC, adenilato ciclasa; PKA, protein quinasa A; PG,

proteina G (Tomado de Cardenas, 2012).
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Receptor a GH (GH-R)

El receptor a la hormona del crecimiento (GH-R) es una molécula transmembranal
gue pertenece a la superfamilia de receptores a citocinas, posee un dominio amino
terminal extracelular en donde se une la hormona, un solo dominio
transmembranal y otra parte intracelular en el carboxilo terminal (Figura 3). Esta
tltima es la que participa en la transduccion de sefales y tiene dos dominios o
cajas, la primera de ellas (Box 1) es rica en prolinas y se une a la Januscinasa2
(JAK 2) y utiliza también factores de transcripcion de la familia de activadores de la
transcripcion y transductores de sefiales (STAT), especificamente STAT-5 y SHC
mientras que el segundo dominio (Box 2) parece ser importante para la
internalizacion del receptor. Box 1 también posee ocho residuos del aminoé&cido
tiroxina que son susceptibles a ser fosforilados y por ende, importantes para la
activacion de las vias intracelulares (Waters et al., 1999; Herrington y Cater-Su,
2001; Bjornsson et al., 2002).

Extracellular

Intracellular

Figura 3.- Esquema del receptor a la hormona del crecimiento. Siglas GH
hormona del crecimiento, GHR Receptor a la hormona del crecimiento, JAK2

januscinasa 2 y P fésforo (Tomado de Herrington y Carter-Su, 2001.)
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Mecanismo de sefializacion de GH

La hormona del crecimiento (GH) se une a su receptor (GHR), cuando éste se
dimeriza, las JAK 2 fosforilan a 2 proteinas transductoras de sefiales y activadoras
de la transcripcion (STATS5), estas proteinas se dimerizan y se translocan al nucleo
donde activan los genes de IGFs, supresores de sefalizacion de citocinas
(SOCS), entre otras. Una vez activado hay retroalimentacion negativa y positiva
(Pelekanos y Waters, 2006) (Figura 4).

Extracellular v

- — > —> Cytoskeleton

re-organization

- =
Cytoplasm
e

- @
\\
ERK1/2 | STAT \

Metabolic |
actions : ‘
N !
, Feedback
Nucleus * ¢ mfybutnon
-
. & 8
)
Accessory CIS, SOCS, IGF-1, IGFBP-3,
TF motif GHRE/GAS > ALS, c-fos, c-jun

Figura 4.- Via de sefalizacion de GH. Siglas GH hormona del crecimiento,
proteinas transdustoras de sefales y activadoras de la transcripcibn STAT
proteina transductora de sefales y activadoras de la transcripcion, SOCS
supresores de sefializacion de citocinas, JAK2 januscinasa, PI3K fosfatidil inositol
3 cinasa, (Tomado de Rossenfeld et al., 2007).




Células somatoétropas

Las células de la hipofisis que sintetizan la hormona del crecimiento son conocidas
como células somatétropas, son redondas de tamafio variable (120 a 247 nm),
acidofilas, algunas presentan una membrana ondulada. Los granulos de secrecion
son irregulares, alargados y numerosos, pueden estar en contacto con el tejido
neural, o junto a vasos sanguineos. Las células somatotropas cerca de la
neurohipdfisis (NH) o pars nervosa (PN) estan separadas del tejido neuronal por
una lamina basal o pueden estar en contacto directo con fibras nerviosas
procedentes de la PN. Ocasionalmente los axones de la PN establecen
estructuras sinapticas con las células somatotropas. Poseen un gran nucleo
excéntrico con una o mas hendiduras y un complejo de Golgi bien desarrollado
(Villaplana et al., 2003) (Figura 5).

Figura 4.- Fotografia electronica del reticulo endoplasmico de una célula
somatotropa, podemos observar granulos secretores cercanos al complejo de
Golgi. (Tomado de Villaplana et al., 2003).
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Sistema hipotalamo hipéfisis

El eje hipotalamo-hipofisis es uno de los principales sistemas de control y

regulacion hormonal (Alcardz y Gum4, 2001).

Consiste en la region neurosecretora (NS), las neuronas que forman el ndcleo de
la region hipotalamica que inerva desde esta zona del cerebro y sus terminales
axonicas llegan a la neurohipdfisis. Las hormonas asi liberadas, son llevadas a
sus objetivos que controlan directamente. Representa la unién neuroenddcrina
entre el sistema nervioso y el sistema enddcrino tradicional. Es un sistema
integrativo, comunica las neuronas normales con las neuronas de la NS del
hipotadlamo. Estas neuronas y las neuronas de la NS son sensibles a los efectos
directos y de retroalimentacion de las hormonas presentes en la sangre y el fluido

cerebro espinal (Norris, 1980).

En peces, el sistema hipotalamo-hipdfisis se puede separar en las mismas
divisiones que en mamiferos: hipotalamo, neurohipdfisis y adenohipéfisis (Norris,
1980).

El hipotdlamo regula la actividad de la hipdfisis. Coordina la mayoria de las
funciones enddcrinas del cuerpo y sirve como uno de los principales centros de
control del sistema nervioso autbnomo. Algunas de las funciones que regula
Incluyen la presion arterial, la temperatura corporal, el liquido y balance de

electrolitos, el peso corporal y el apetito (Ross, 2011).

El hipotdlamo origina numerosos productos neurosecretores. En los tetrdpodos
ademas de la oxitocina y la hormona anti diurética (ADH) liberadas en la
neurohipdfisis, las neuronas hipotalamicas secretan polipéptidos que promueven e
inhiben la secrecion y la liberacién de hormonas del I6bulo anterior de la hipofisis y
se liberan en la cama capilar del sistema porta hipotalamo-hipofisario para el
transporte a la pars distalis de la hipdfisis. El nivel circulante de un producto de
secrecion especifico de un érgano blanco, una hormona o su metabolito puede

actuar directamente sobre las células del I6bulo anterior de la hipdfisis o el
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hipotalamo para regular la secrecion de hormonas liberadoras hipotalamicas
(Ross,2011).

Los dos niveles de retroalimentacion, hipotadlamo-hipéfisis, permiten refinada
sensibilidad en el control de la funciébn secretora. Ademas, la informacion
fisiolégica y estimulos psicolégicos que llegan al cerebro también llegan al
hipotalamo. La retroalimentacién hipotalamo-hipofisario proporciona un camino
regulador por el cual la informacién generada desde el SNC contribuye a la
regulacion del 16bulo anterior de la hipdfisis y, por consiguiente, a la regulacién de

todo el sistema endocrino (Ross, 2011).
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Hipofisis

La hipofisis es una glandula situada en la base del cerebro. En ella se da la
conexion mas importante entre los dos mas grandes sistemas de regulacion, el
nervioso y el enddcrino. De este modo, se distinguen dos partes: el I6bulo anterior
o0 adenohipofisis como glandula enddcrina y el I6bulo posterior o neurohipofisis
que procede del infundibulum del diencéfalo, siendo por ello un tejido nervioso que
segrega una serie de sustancias (neurohormonas) mediante las que ejerce una
accion reguladora sobre el funcionamiento de otras glandulas endoécrinas.

(Caravaca-Rodriguez, 2003).

Presenta un doble origen embrionario, el I6bulo anterior deriva de una evaginacion
del ectodermo de la orofaringe, hacia el cerebro. El I6bulo posterior deriva del
neuroectodermo del piso del tercer ventriculo del cerebro en desarrollo. El 16bulo
anterior de la glandula pituitaria presenta tres derivados de la bolsa de Rathke
(Ross, 2011).

En peces la hipodfisis esta caracterizada por tener interdigitaciones muy cercanas
entre la neurohipdfisis (pars nervosa PN) y la adenohipdfisis. Esta Gltima consiste
en tres partes principales: la pars distalis rostralis (PDR), la pars distalis proximalis
(PDP) y la pars intermedia (Pl). Existe un transporte axonal directo entre las
neuronas hipotalamicas y las células enddcrinas de la hipofisis. La hipofisis juega
un papel central en el control del crecimiento, desarrollo, reproduccion y
adaptacién al ambiente (Kasper et al, 2006) (Figura 3). Cada region de la
adenohipofisis puede distinguirse citolégicamente puesto que cada una contiene
diferentes tipos celulares que producen diferentes hormonas (Norris, 1980).
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En peces mas relacionados filogenéticamente con Chirostoma podemos encontrar
una distribucién un poco diferente a la mencionada anteriormente, por ejemplo lo
descrito por Vissio et al.,, en Odontesthes bonariensis, donde podemos apreciar
una distribucién mas parecida a lo esperado para Chirostoma, a pesar de que en
ambos estudios encontramos que GH se localiza en la PDP y que rodea la NH, la

localizacion en Odontesthes también incluye la parte dorsal de la PDP (Figura 7).

Fig. 6.- Mapa de la localizacion de las hormonas hipofisiarias. La pars distalis
rostralis (RPD) se presenta en rojo (ACTH) y amarillo (PRL). La pars distalis
proximalis (PPD) esta coloreada en azul oscuro (GH) y en azul claro (B—TSH) en
verde con bandas simboliza las areas p-LH (verde claro) and B—FSH (verde
oscuro). La pars intermedia es coloreada con violeta con bandas representando
las células a—MSH (rosa) y SL (violeta oscuro). La pars nervosa (PN) presenta

ramas (gris) que entran en la PIl. (Tomado de Kasper et al, 2006).
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Figura 7.- Distribucion de hormonas encontradas por Vissio et al.,1999, en la

hipofisis de Odontesthes bonariensis, se puede observar la inmunoreaccion de las
células ante diferentes anticuerpos, en orden de las imagenes tenemos: 1) células
ir-PRL, 2) células ir-ACTH, 3) células ir-GH,4, 5, 6) GtH, 7) TSH, 8) SL.
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Modelo de estudio

El género Chirostoma pertenece a la familia de los Aterindpsidos, es endémico de
México y esta representado por 18 especies y 6 subespecies distribuidas en la
Meseta Central de México (Barbour, 1973). La distribucién natural del género
abarca los estados de Michoacan, Jalisco, Nayarit, Aguascalientes, Estado de

México y Guanajuato (Rojas, 2005).

Chirostoma humboldtianum es una de las especies mas importante dentro del
grupo de los charales ya que es nativo de México (Figura 8), tenia una amplia
distribucién pues se le encontraba al oriente, desde los lagos interiores del Valle
de México como Xochimilco, Chimalhuacan, Texcoco y Tlahuac, la Cuenca del Rio
Lerma y hacia el oeste, en las lagunas de Juanacatlan (Jalisco), Santa Maria y
San Pedro Lagunillas (Nayarit) (Ezcurra 1996). En la actualidad se encuentra en la
laguna de Zacapu (Michoacan) y en pequefios embalses del Estado de México.
(Elias et al., 2008).

Los charales gozan de gran aceptacion en la dieta del pueblo mexicano, debido a
Su carne blanca y suave con pocas espinas y a su exquisito sabor (Rosas, 1976).
Fueron consumidos durante la época prehispanica en la Cuenca de México, ya
que junto con otras especies conformaban la fauna acuatica representativa del
Lago del Andhuac, C. humboldtianum era conocido en la época prehispanica
como amilotl, y era muy codiciado por su sabor (Blancas et al., 2008). Desde la
época prehispénica la especie ha sido cultivada y engordada para el consumo
humano (Ezcurra 1996; Paulo-Maya et al., 2000). Después de la conquista, se
acelerd la modificacion de las condiciones ambientales de esta zona lacustre y se
alter6 consecuentemente el habitat natural, lo que resultd en la desaparicion y
extincion de algunas especies, en particular ésta especie, la cual, segun los
registros desaparecié a principios de 1950 del Lago de Xochimilco (Blancas et al.,
2008).
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De acuerdo a sus caracteristicas ecologicas podria sostener fuertes pesquerias y
tener un gran potencial piscicola en México, por lo cual su cultivo es de gran

interés comercial (Moncayo et al., 1983).
Reproduccién

La época reproductiva en poblaciones silvestres es de cuatro o cinco meses, con
algunos meses de intensa actividad. Los datos encontrados con estos peces en
cautiverio mostraron que la temporada reproductiva esta representada solo por
una época de desoves durante el afio, la cual da inicio en los primeros meses del
propio afio (con incremento gradual de temperatura y fotoperiodo) y se extiende
hasta julio y agosto; en ella, la hembra tiene varios desoves y gran desgaste
metabdlico. Las hembras inician su reproduccion al alcanzar, en promedio, 133.9 £

2.3 mm de talla, que corresponde a un afo de edad (Blancas et al., 2008).
Crecimiento

Tienen un crecimiento relativamente lento, y no presentan dimorfismo sexual. La
proporcion sexual para reproduccion es de tres a cuatro machos por cada hembra
(Rojas, 2006).

No hay cuidado parental. Sus huevos son esféricos, con didmetro entre 1 y 1.1
mm, de color &mbar, translicidos, con gran cantidad de vitelo y con un espacio
perivitelino angosto. Son telolecitos, presentan una gota de aceite fraccionada en
dos y colocada en la parte inferior del espacio vitelino, y un grupo de filamentos
externos para adherirse a la vegetacion acuética sumergida (Rojas et al., 2000).
Las larvas al momento de la eclosion tienen una talla promedio de 4.1 mm de
longitud estandar (LS), cuerpo alargado muy transparente, ojos fuertemente
pigmentados de negro, con membrana en forma de pliegue rodeando el cuerpo,
con saco vitelino de forma elipsoidal, la que absorben en 5-8 dias a 21° C £ 1
(Rojas et al., 2000). Presentan pigmentos en la parte cefalica, desde el segundo
dia después de la eclosién, en la parte ventral de la region abdominal, en la region

dorsal y en la linea lateral. La flexion del urostilo o cola se presenta a partir de los
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5.2 mm de longitud estandar (LS). La diferenciacién de la primera aleta dorsal se

presenta a partir de los 10.02 mm LS (Rojas et al., 2000).

Figura 8.- Se muestra una fotografia de Chirostoma humboldtianum, capturado en

la laguna de Zacapu, Michoacan.
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3.- Justificacién

El pescado blanco es un recurso de importancia por su valor econémico, ecologico
y cultural; sin embargo, en las dUltimas décadas hemos visto disminuir su
produccion dada la compleja crisis que se han dado en los lagos de Patzcuaro y
Chapala (Martinez et al., 2006) (Figura 9). Existe una problemética debido a la
modificacion del entorno: por desforestacion, sobreexplotacion de mantos
acuiferos para drenes agropecuarios y alta densidad poblacional circundante.
Existen problemas serios de eutrofizacidn, las especies introducidas de carpa
comun Cyprinus carpio, lobina negra Micropteruss salmoides, trucha arcoiris
Oncorhynchus mykiss y tilapia negra Oreochromis mossambicus tienen mejor tasa
de crecimiento y reproduccion (CONABIO, 2012). Por lo tanto es importante el
conocimiento de las hormonas que participan en la reproduccién y crecimiento de
Chirostoma, para ayudar a sentar las bases de estudios posteriores que traten de

reproducir y mejorar el crecimiento de dicho pez.

Figura 9.-Fotografia tomada en el sitio de colecta de C. humboldtianum, el tamafio

de los peces que pueden verse es de mas de 13 cm.
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4.- Objetivo

Establecer la distribucion de las células somatétropas en la hipdfisis de

Chirostoma humboldtianum.
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5.- Materiales y métodos

Actividades de campo

Los ejemplares de Chirostoma humboldtianum, fueron colectados en la laguna de
Zacapu, Michoacan, México, localizada entre los 19°40°40” y 19°49°26” latitud
Norte y 101°46'25” y 101°47°25” longitud Oeste de los meses de Agosto a
Noviembre (etapa de recrudescencia sexual) y de Enero a Mayo (etapa de
madurez sexual). Los peces fueron anestesiados con tricainametanosulfonato (MS
222) de Sigma® Co., a una concentracion de 0.05%, antes de proceder a la toma

de muestras.

Después de anestesiados los peces fueron sacrificados por decapitacion. Los
organismos fueron sexados con base a las caracteristicas externas de las
gonadas, solo se utilizaron hembras en este estudio, la hipodfisis fue removida y
fijada en una soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS) y paraformaldehido al 2%

y acido picrico, a pH de 7.2 (Stefanini et al., 1967).

Todas las muestras fueron trasladadas al laboratorio de Endocrinologia de peces

de la FES-Iztacala, donde posteriormente fueron procesadas y estudiadas.

Actividades de laboratorio

Las muestras fueron procesadas de acuerdo con la técnica de Martoja (1970) de

la siguiente manera:

Se deshidrataron los tejidos mediante concentraciones crecientes de alcohol
(70%, 80%, 90%, 96% y 100%), dejando las muestras 30 minutos en cada
concentracion, excepto en la Udltima, en la cual se dej6 45 minutos. Ya
deshidratados, se colocaron en alcohol amilico durante 24 horas posteriormente

se pasaron por 2 cambios de parafina durante 2 horas cada una. Finalmente, se
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incluyeron en Paraplast y se realizaron cortes sagitales en serie con grosor de

entre 5y 7 um en un micrétomo de rotaciéon LEICA RM 2125.

Los cortes fueron montados en portaobjetos tratados con 3-Aminopropil
Trietoxisilano (TESPA) para la realizacion de la técnica inmunohistoquimica (Elson
et al, 1995; Taylor & Burns, 1974). Antes de realizar la técnica
inmunohistoquimica, los cortes se desparafinaron durante 30 minutos a 60° C,
posteriormente fueron colocados en xilol e hidratados mediante concentraciones
descendientes de alcohol (100%, 96%, 90%, 80% y 70%), a continuacion fueron
inmersos en una solucién de 5% H,O, - 100 volumenes de PBS 1X durante 30
minutos para desactivar la peroxidasa endogena. Para eliminar la unién
inespecifica se utilizé una solucion al 5% de leche descremada con 300 pl Triton a
temperatura ambiente (23°C) durante 30 minutos. Los cortes fueron incubados con
el anticuerpo recombinante anti-pjGH de conejo en dilucion 1:500 durante toda la
noche a 4 °C, el anticuerpo anti-pjGH fue generosamente donado por el Dr.
Gustavo Somoza (Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas-Instituto
Tecnoldégicas de Chascomus, Argentina). Subsecuentemente, los cortes fueron
lavados con PBS 1X e incubados a temperatura ambiente con un anticuerpo anti-
IgG de chivo anticonejo acoplado a peroxidasa durante dos horas y lavados
nuevamente con PBS 1X. Algunos cortes fueron utilizados para ver si habia
reaccion en el cerebro. Los cortes fueron sometidos a una solucion de 3,3-
diaminobenzidina con 0.3% de perdxido de hidrogeno por 30 minutos, los cortes

fueron deshidratados, aclarados en xilol y montados con Entellan Merck®.

La especificidad de la inmunorreaccion fue confirmada utilizando los siguientes
controles: (1) sin anticuerpo primario, (2) sin anticuerpo secundario y con DAB, (3)

sin desactivar peroxidasa 'y con DAB, (4) sin blogueo de inespecificos.

Los cortes fueron observados en un microscopio Nikon® Eclipse 400 y las
imagenes obtenidas con el programa NIS Elements de Nikon®
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6.-Resultados

En el presente estudio, a través de la técnica inmunohistoquimica, se encontraron
en el Chirostoma humboldtianum células inmunoreactivas a la hormona del
crecimiento (GH) en la hipofisis en el area de la pars distalis proximalis (PDP)
(Figura 10) y rodeando la pars nervosa (PN) (Figura 11). Las células se

restringieron a la parte dorsal y ventral de la PDP.

La cantidad de células reactivas al anticuerpo anti-pjGH no fueron las mismas a lo
largo de todo el afio, mientras que en enero y febrero (Figuras 10-14) el nimero
de células que reaccionaron parece ser abundante, en abril (Figura 15) se observé
un nimero muy abundante de células y de fibras nerviosas inmunoreactivas, y en
mayo y agosto (Figura 16) el nUmero de éstas ceélulas parece haber desaparecido,
siendo solo posible ver la reaccidon a 40 aumentos en el microscopio. Para

noviembre (Figura 17) la reaccién vuelve a ser visible.

Figura 10.- Corte sagital de la hipofisis de una hembra de Chirostoma
humboldtianum, donde pueden observarse células inmunoreactivas en la PDP.
corte a 5 pum de la colecta de enero. Barra de 100 um. La flecha sefala la

reaccion.
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Figura 11.- Corte sagital de hipdfisis de C. humboldtianum, donde pueden verse
células inmunoreactivas a manera de collar en la PDP rodeando la PN y células
inmunoreactivas dispersas a lo largo de la PDP, por la distribucién de las células
puede observarse una especificidad de la reaccidén. Colecta de enero. Barra de

100um. La flecha sefiala el sitio de reaccion.
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Figura 12.-En este corte se muestran algunas células somatotropas, se pueden

ver claramente las células, muy grandes y definidas que presentan reaccion al

anticuerpo anti-pjGH. Barra de 10 um. La flecha indica la reaccion.
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reaccion queda establecida en la PDP, rodea la PN y parece ser mayor que en
otros meses, b) pueden verse fibras nerviosas tefiidas ademas de la fuerte tincion
gue parecen presentar las células de la PDP. Colecta de abril. Barra 100 um. La

flecha sefala la reaccion.
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colecta mayo, la tincién en este mes es muy escasa puede verse solo en la PDP,

barra de 10um. De las misma manera en la colecta de agosto b) pueden
observarse muy pocas células reactivas y la mayoria la encontramos en la PDP.

Barra 100 pm. la flecha sefiala la reaccion.




AN

Figura 17 Corte sagital de hipofisis de C. humboldtiaum, v

":./‘,v /

uelve a observarse

una reaccion mayor, mas células parecen responder al anticuerpo y regresa el
arreglo a manera de collar rodeando la PN, el nUmero de células no se compara
con las encontradas para abril, sin embargo la reaccion vuelve a ser clara en la
PDP y la zona que rodea la PN. Colecta noviembre. Barra 100 um en a y b, barra

de 10 um en c. La flecha sefala la reaccion.
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7.- Discusion

En el presente estudio se determing, a través de la técnica inmunohistoquimica,
que la distribucion de las células somatétropas en la hipofisis de Chirostoma
humboldtianum es la PDP y en particular, que en esta parte de la hipofisis rodean
la PN teniendo un arreglo a manera de collar, lo que coincide con el patron de
distribucion reportado en otras especies de teledsteos como Odontesthes
bonariensis, pertenecientes a la misma familia de C. humboldtianum (Orden
Atheriniformes), Sparus aurata, de la familia Sparidae, y Oreochromis niloticus, de
la familia Cichlidae, ambas del Orden de los Perciformes. En la primera especie la
organizacién que se encontré fue por medio de la misma técnica utilizada en el
presente trabajo asi como por la técnica de hibridacion in situ (Vissio et al., 1999;
Miranda et al., 2002; Sciara et al., 2006). En estos estudios se encontré también,
qgue las células somatétropas en Odontesthes bonariensis ademas de estar en la
PDP, era posible detectarlas en la PI, lo que no se observé en la hipofisis de C.
humboldtianum. Para Sparus aurata, la determinacion se realiz6 mediante una
doble hibridacion y se distingui6 la reaccién en un alto numero de células de la
PDP de la hipofisis, fundamentalmente, en su zona media-dorsal, las células
inmunoreactivas a GH mostraban un arreglo a manera de collar alrededor de la
PN (Villaplana et al., 2003; Herreo-Turrion et al., 2002). Caso similar se presento
en Oreochromis niloticus, en la cual se establecié que la zona de expresion de la
GH esta en la PDP y teniendo el mismo patron de distribucién (Kasper et al.,
2006).

En un estudio ontogénico de Alosa sapidissima, se encontr6 por medio de
inmunohistoquimica, la presencia de células somatotropas desde el dia 6 post
eclosion, también se encontré que las células somatotropas se restringen a la
parte dorsal y ventral de la PDP en la porcion central de la hipofisis en todos los
organismos adultos, y las células que se localizaron mas dorsalmente estaban en
contacto directo con el tejido neurohipofisiario que penetra en la PD. Ademas en la
zona dorsal y en la ventral de la PDP se encontraron células GTH | y Il, mientras

en la zona posterior de la PDP se encontraron células TSH (Laiz-Carrion, 2000).
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Se tienen reportes en la literatura cientifica sobre la coparticipacion de la GH en la
reproduccion. Estudios pioneros de Trudeau et al.,, (1993) demostraron que
cuando existen altas concentraciones de estradiol circulante se presenta también
un incremento en la concentracion de GH sérico. Dichos hallazgos fueron
corroborados por Zou et al., (1997), sin embargo, en ese trabajo no se encontrd
una correlacién directa entra el aumento de estradiol y la expresion del mensajero
de la GH, aunque si en la cantidad de péptido de la hormona, razén por la cual, se
especuld sobre mecanismos alternos para ese hecho, mencionandose entre otros,
la posibilidad de que de alguna manera se obtuvieran mRNAs de GH mas

estables.

Se ha postulado y reportado una relacién directa entre las neurohormonas que
participan en la regulacion de la secrecion de GH, ademas del Polipeptido
Activador de la Adenilato Ciclasa de la pituitaria (PACAP) pues en algunas
especies de teledsteos como en los ciprinidos, se han detectado terminaciones
nerviosas que contienen a la GnRH en la region donde se localizan las células
somatotropas, teniendo como ejemplo del caso a Carassius auratus, (Mahmoud et
al., 1996). En el pejerrey, Odontesthes bonariensis, se estudio esta relacion y se
encontré que existen fibras nerviosas inmunoreactivas a GhnRH que se encuentran
en aposicion con células inmunoreactivas a GH que rodean la PN (Visio et al.,
1999).Se sabe que las concentraciones de GH en suero son mayores en peces
que estdn en maduracion sexual como en el caso del salmén del atlantico
(Bjornsson, 1994).

Interrelacionado todos estos hechos y las observaciones realizadas en este
trabajo, donde, para C. humboldtianum localizamos una mayor inmunoreaccion a
GH en los meses donde se tiene el inicio de la fase reproductiva y en particular, en
el mes de Abril, en el que se presentdé una mayor cantidad de organismos
sexualmente maduros, disminuyendo la inmunodeteccion sensiblemente en
etapas de regresion sexual, es factible el plantear que al igual que en otras
especies se tenga una estrecha correlacion de una mayor cantidad de GH en el
pez durante la temporada reproductiva con una participacion de la hormona GnRH
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en la estimulacion de su sintesis y liberacion, hecho que debera de corroborarse
con estudios posteriores en donde se registren las concentraciones de GH y
estudios de correlacion estructural a nivel de microscopia y de indole fisiologica.

Por otro lado, en peces adultos de Seriola dumerili, por la técnica
inmunohistoquimica, se reportdé una distribucion diferente en la cual, las células
somatotropas estan presentes en dos partes de la hipofisis PDP y Pl. En la PDP,
se encontraron rodeando el tejido neural. También encontraron unas pocas ceélulas
aisladas en la Pl, mientras que las células somatotropas eran el principal
componente de la zona central de la PDP, en la periferia, las células
inmunotefidas eran menos numerosas, y casi desaparecieron en la regibn mas
caudal, sin embargo las células aisladas, que tenian extensiones citoplasmaticas
que alcanzaban la NH y que alcanzaban la PI fueron las que se tifieron mas
intensamente (Garcia Hernandez et al., 1996).

Si bien, esta distribucién también se ha reportado para Cichlasoma dimerus, en la
cual, mediante doble inmunohistoquimica, se encontraron células inmunoreactivas
a GH presentes en la PDP que rodean la NH, una novedad es que se localizaron
axones con la hormona concentradora de melanina (MCH) en las proximidades a
las células somatétropas. Ademas de esta evidencia fisica entre la MCH y las
células somatétropas, la MCH estimulo la sintesis y liberacibn de la GH,
agregando una nueva molécula reguladora de la secrecion de la hormona de
crecimiento, al menos, en este grupo de teledsteos(Pérez-Sirkin et al., 2012).Estos
hechos deberdn de ser investigados en otras especies de esta clase de
vertebrados a fin de constatar si es solo un hallazgo para la especie, para la
familia de ciclidos o méas general, para perciformes e incluso, el resto de los

teledsteos.
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8.- Conclusiones

e lLa distribucion de las células somatotropas en la hipofisis de C.
humboldtianum se establecié en la PDP y en particular la zona de la PDP

que rodea la PN a manera de collar.

e No se encontraron células inmunoreactivas en el cerebro, éstas solo se

restringen a la hipdfisis.

e Los meses reproductivos fueron los que mostraron mayor numero de

células reactivas.
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9.- Consideraciones a futuro

e Se necesita ampliar el estudio a machos durante el mismo periodo de
tiempo.
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