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RESUMEN

El estrégeno es una hormona esteroidea inmersa en diferentes funciones reproductivas,
tales como la ovogénesis, vitelogénesis, comportamiento reproductivo, regulaciéon de
gonadotropinas, desarrollo testicular entre otros. Dicha hormona se encuentra regulada por
receptores nucleares denominados Receptores a Estrogeno (ER), los cuales presentan una
estructura dividida en seis regiones (A-F), donde las regiones C (dominio de unién al ADN)
y E (dominio de union al ligando) son los mas conservados filogenéticamente. Existen varios
subtipos de éste receptor en vertebrados, en peces se han identificado los subtipos alfa
(ERa), beta (ERB) y gama (ERYy), pero la informacién con respecto a expresion, afinidad y
localizacién en peces es limitada. En este estudio se realiz el aislamiento, secuenciacion
y clonacion de los subtipos de ER presentes en el encéfalo de Chirostoma humboldtianum.
Las muestras de encéfalos fueron obtenidas de la colecta de organismos provenientes de
la laguna de Zacapu, Michoacan; la extraccion de ARN se llevé acabo por medio de
Guanidil-tiocianato-fenol-cloroformo, para la sintesis de cDNA se utilizd una reversa
transcriptasa (RT-PCR), dicho cDNA se uso en PCR con oligonucleétidos especificos y los
productos obtenidos se clonacion. Para ERa se obtuvo una secuencia de 228 pb (76 aa)
que presenta mayor identidad a nivel de proteina con con Odontesthes bonariensis (99%)
y Melanotaenia fluviatilis (89%), seguido de Oryzias javanicus (97%), Sebastes schlegeli
(96%) y Dicentrarchus labrax (96%); para ER[ se obtuvo una proteina de 119 aminoacidos
(359 pb ); presentando una mayor similitud con O. bonariensis (93%), Micropterus
salmoides (92%), seguido por D. Labrax (90%) y Oryzias latipes con el 89%. Ambas
secuencias corresponden al dominio de union al ligando (LBD), por lo cual, es la primera
vez que se aislo, secuencid y clond secuencias parciales de dos subtipos de receptores a

estrogeno (ERa y ERB) en C. humboldtianum.



ABSTRACT

Estrogen is a steroid hormone immersed in different reproductive functions such as
oogenesis, vitellogenesis, reproductive behavior, regulation of gonadotropinsand testicular
development among other functions. This hormone is regulated by nuclear receptors called
Estrogen Receptors (ER), which contain six distinct regions (A-F) where region C (DNA
binding domain) and E (ligand binding domain) are phylogenetically conserved. There are
several subtypes of this receptor in vertebrates, for example, three subtypes have been
identified in fish: alpha (ERa), beta (ERB) and gamma (ERy); however, the information
regarding expression, localization and affinity is limited in fishes. In this study, we report the
isolation, sequencing and cloning of the ER subtypes present in the brain of Chirostoma
humboldtianum. Brain samples were collected from the lagoon of Zacapu, Michoacan; total
RNA from fish brains were extracted by guanidinium-phenol/chloroform method, and reverse
transcription was performed using a reverse transcriptase (RT-PCR). The resulting cDNA
was subsequently used in PCRs with specific oligonucleotides, and then cloned. The 228
bp product corresponds to ERa, and encodes a 76 amino acid (aa) protein. The highest
amino acid identitied was found for Era with Odontesthes bonariensis and Melanotaenia
fluviatilis (99%), followed by Oryzias javanicus (97%), Sebastes schlegeli (96%), and
Dicentrarchus labrax (96%). A protein of 119 amino acids (359 bp) corresponding to ERp,
was obtained showing the highest identity of O. bonariensis (93%), Micropterus salmoides
(92%), D. labrax (90%), and Oryzias latipes (89%). Both sequences correspond to the
ligand binding domain (LBD; which were not seen before, making this the first time the partial
sequence of two estrogen receptor subtypes (ERa and ERf) were isolated, sequenced and

cloned in C. humboldtianum



INTRODUCCION
1) HORMONAS ESTEROIDEAS

Los glucocorticoides, mineralocorticoides y las hormonas sexuales constituyen las
denominadas hormonas esteroideas, las cuales controlan una amplia gama de funciones
fisiolégicas y metabolicas. Dichas hormonas se sintetizan a partir de un precursor comun
(el colesterol) que les confiere una estructura tetraciclica similar (Figura 1) por medio de
una via conocida como esteroidogeénesis, la cual involucra numerosas enzimas como el
citocromo P450 (CYP) y la hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD) (Bondesson et al, 2015).

Fig 1. Hormonas esteroideas con su caracteristica estructura tetraciclica



Los esteroides sexuales, es decir, los estrogenos (18 carbonos), los andrégenos (19
carbonos), la progesterona y el cortisol (21 carbonos), son sintetizados in novo de un
precursor comun: el colesterol. Para dar inicio a la sintesis de esteroides la cadena lateral
del colesterol es eliminada por medio de la enzima cyp11a1, siendo la Unica capaz de
realizar dicha escisidon, ademas de ser la responsable de la conversion de esteroides de 21
carbonos a esteroides de 19 carbonos. La conversién del colesterol da como resultado
pregnenolona, la cual puede seguir dos vias, en la primera se tiene como producto final la
progesterona (gracias a la participacion de 1B-hidroxiesteroide deshidrogenasa) y la
aldosterona (por medio de la actividad de diversos citocromos p450), la segunda via se
define por la conversion de la pregnenolona a 17a-hidroxipregnenolona asi como el lugar
donde esta se lleve a cabo. En la zona fasciculada de la corteza suprarrenal continuara su
ruta hasta formar cortisol mientras que en las goénadas formara testosterona o estradiol,
para éstos ultimos se necesitan dehidroepiandrosterona que por actividad de cyp17a1
formara androstenediona, para después formar estrona y por ultimo estradiol.
Alternativamente la androstenediona es convertida a testosterona, la cual con ayuda de una

aromatasa puede dar lugar a la sintesis de estradiol (Figura 2) (Bondesson et al, 2015).

La esteroidogénesis ha presentado una conservacion en la parte central de la via con
respecto a peces teledsteos y humanos, pero existen diferencias muy marcadas. Una de
ellas se refiere a la sintesis de la aldosterona, en peces la corticosterona es el punto final
de la via, por el contrario, en humanos la corticosterona es un producto intermedio para la
sintesis de la aldosterona, pero las mayores diferencias se pueden encontrar en la sintesis
de andrégenos, donde el ligando para los receptores a andrégenos en peces es la 11-
ketotestosterona, mientras que en seres humanos es la testosterona, por lo tanto, en peces
la 11-ketotestosterona se sintetiza a través de 11b-hidroxitestosterona, molécula que no
puede producir los humanos debido a que la via androgénica humana se centra en
reducciones, ademas de que las enzimas son diferentes. Otra diferencia es la existencia en
peces de dos genes que codifican para distintas aromatasas y son responsables de la
catalizacion de dichas reacciones: cyp19a (en génadas) y CYP19b (en cerebro) para formar
E> (Bondesson et al, 2015 y Tokarz et al, 2015).
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Fig 2. Posible via de sintesis de esteroides sexuales. Los esteroides se encuentran
agrupados por el numero de carbonos en su estructura. En las flechas se muestra los
nombres de los genes de las enzimas inmersas en el proceso de sintesis, donde
cyp:citocromo P450; DHEA:Dehidroepiandrosterona; HSD:hidroxiesteroide
deshidrogenasa; OH:hidroxi.

2) RECEPTORES A ESTROGENO

Los estrogenos son hormonas esenciales en diferentes funciones reproductivas y no
reproductivas, particularmente en la regulacién del desarrollo de los ovarios, diferenciacion
y mantenimiento de la ovogénesis, asi como la estimulacién hepatica para la sintesis de
vitelogenina (VTG), que es vital para la ovogénesis en peces, (Tohyama et al, 2015). Todas
estas funciones se encuentran mediadas por receptores a estrogeno (Mu et al, 2013 y Katsu
et al, 2011).



Los receptores a estrégeno (ER) pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares. Una
caracteristica de esta familia es que contienen seis distintos dominios nombrados
alfabéticamente (A-F). La region N-terminal que contiene a los dominios A y B es de las
mas variadas entre vertebrados; contiene la primera funcién activadora (AF1), a la cual,
justamente, se le atribuye la activacion del receptor independiente del ligando, ya que puede
ser fosforilada por medio de una protein-cinasa (MAPK) en los residuos de serina/treonina
promoviendo que se active. La region correspondiente al dominio C es responsable de la
union del ADN denominada DBD, siendo altamente conservada entre vertebrados.
Contiene dos dedos de zinc, lo que le permite tener una conformacién tridimensional,
permitiendo que el receptor interactie con una secuencia especifica del ADN, referida como
elemento de respuesta a estrogenos (ERE) dicha regién ha sido identificada y presenta la
siguiente secuencia AGGTCAnnnTGACCT, mientras que una serie de aminoacidos en el
segundo dedo de zinc estan involucrados en la dimerizacién del receptor. El dominio D esta
poco conservado, segun se desprende del analisis de la comparacién de secuencias entre
los diferentes grupos de vertebrados. Esta parte le confiere sefales de localizacion nuclear
y posiblemente también permite la formacion de dimeros. En la regién E se encuentra el
dominio de unién al ligando (LBD), donde el ligando induce la segunda funcion activadora
(AF2), responsable de la actividad transcripcional dependiente del ligando, ademas de
interactuar con proteinas de shock y proteinas co-reguladoras. El dominio F es el final del
AF2 y continia hasta el C-terminal del receptor, del cual se desconoce su funcion
atribuyéndosele de la modulacion en la actividad transcripcional del complejo ligando-

receptor en las células (Figura 3) (Nelson y Habibi, 2013 y Socorro et al, 2000).

N

Regién A/B C D E F

Fig 3. Estructura general de receptores nucleares. DBD: Dominio de unién al ADN, LBD:
Dominios de union al ligando.



Dos tipos de ER han sido descritos en vertebrados. El primero, conocido como ERa fue
clonado en humanos, pollos y truchas arcoiris y casi diez afios después el ERB fue
descubierto en ratas. En la figura 4 se muestra que ambos subtipos poseen la misma
estructura de un receptor nuclear, con variantes en su longitud asi como en el porcentaje
de similitud entre dominios, siendo los dominios de union al ADN y de unién al ligando los

mas conservados (Strobl-Mazzulla et al, 2008 y Kuiper et al, 1996).

La expresién de ERa y de ERP en los diferentes tejidos es claramente diferenciada durante
el desarrollo temprano, crecimiento y desarrollo gonadal sin importar el organismo, y a nivel
genético se observan diferentes afinidades en la unién a los ligandos, asi como en la
actividad transcripcional (Unal et al, 2014; Mu et al, 2013).

A
AF-1 AF-2
ERa c 8 ¢
\ 30 % |95' | I 58
ERp
DBD LBD

Fig 4. Estructura de los receptores a estrogeno, en la region N-terminal se encuentra el
dominio A/B (transactivacion, AF-1), el dominio de unién al ADN (DBD, dominio C), dominio
D (dimerizacion), en la region C-terminal se encuentra el dominio de union al ligando y
transactivacion (LBD, AF-2, dominio E) y el dominio F que contiene ésta relacionado con la
transactivacion. Los porcentajes indican la homologia entre los subtipos en vertebrados. B)
Modelo de la dimerizacién de los ER (PDB ID: HCQ). Las esferas indican los atomos de
zinc (Modificado de Marino et al, 2006).



Hay distintas vias de sefalizacién en el cual los estrégenos son regulados (Figura 5)
a) Via Clasica

En ausencia del ligando, los ERs se encuentran en el citoplasma asociados a proteinas de
shock térmico. Una vez presente el ligando (siendo el mas comun el 17B-estradiol o E2) las
proteinas de shock térmico se separan y los receptores forman homodimeros o
heterodimeros entre ERa y ER, relocalizados en el nucleo e interactuando con el
elemento de respuesta a estrégenos (ERE) en la region promotora del gen en cuestion. El
complejo receptor/ADN actua como andamio para varias proteinas coreguladoras (mas de
300 en mamiferos) conocidas como coactivadores o correpresores, por ejemplo, en
mamiferos el corregulador SRC-1 actua directamente con ERa, incrementando la actividad
transcripcional en presencia de estradiol. Es sabido que se pueden obtener diferentes
respuestas, en presencia del ligando, segun el tejido y subtipo de receptor. (Heldring et al,
2007; Nelson y Habibi, 2013 y Strobl-Mazzulla et al, 2008).

b) Via no gendmica

Como su nombre lo indica, éste mecanismo es no genémico, de accion rapida y ha sido
observado en varios tejidos, sin embargo, aun no se encuentra entendido del todo. En
modelos in vitro se ha demostrado que el mecanismo de accién para ERa consiste en
interactuar directamente con el complejo proteincinasa c-Src. Un ejemplo de ello, es la
existencia de una via en la cual los factores de crecimiento, mediante la activacion de
cinasas, fosforilan y activan los ERs (Heldring et al, 2007). Ademas, se ha descrito la
presencia de un receptor asociado a proteinas G (GPR30) capaz de mediar una rapida

accion del estradiol (Nelson y Habibi, 2013).



Fig 5. Diferentes vias de sefalizaciéon para la regulacion de receptores a estrogeno (ER).
CLASICA: 1) Via clasica (directa), activacién del ligando y unién directa al ADN (por medio
de ERE). 2) Interaccion con factores de transcripcion (TF) después de la activacion de ER
por ligando y su unién indirecta con el ADN. NO GENOMICA: 3) Ligando activa a un
receptor a estrégeno asociado a la membrana para activar segundos mensajeros (SM),
afectando los niveles de 6xido nitrico (NO) y éste induce a una respuesta fisioldgica rapida.
4) Via independiente de ligando, activa ER por medio de factores de crecimiento, que
activan cinasas y fosforilan al ER activandolo y uniéndose al ADN. (Modificado de Heldring
et al, 2007).



Otro aspecto importante que cabe destacar es que dichos receptores a estrégeno (ER)
pueden activarse por sustancias conocidas como disruptores enddcrinos (xenoestrogenos),
los cuales tienen propiedades y estructuras similares al de los estrégenos. Se han
identificado mas de 200 quimicos con capacidad estrogenica, incluyendo compuestos
farmaceuticos, industriales y agricolas, tales como, bisfenoles y pesticidas. La mayoria de
estos disruptores entran a medios acuaticos y como consecuencia, el mayor riesgo de
exposicion lo tienen los peces. Estos compuestos se unen a los ERs, induciendo la
activacion de los mismos y su interaccién con al ADN, responsable de la activacién o
represion de genes para regular la transcripcién, controlar los promotores y en algunos
casos, el empalme alternativo; determinando no sélo la cantidad, sino la naturaleza del
producto expresado, y por ende, problemas a nivel fisiolégico como son: la reduccion del
crecimiento gonadal, deformacién gonadal, inhibicion de la espermatogénesis, reducciéon
de la cuenta espermatica, baja produccién de huevos y el aumento de la prevalencia de
intersexos, por referir solo algunas de las consecuencias a su exposicion ( Cotter et al, 2013
y Tohyama et al, 2015).

El primer receptor a estrogeno clonado en peces fue de trucha arcoiris correspondiendo al
ERaq, el cual es expresado en regiones neuroenddcrinas clasicas en el cerebro, tales como:
el area predptica y el area mediobasal y caudal del hipotalamo, mientras que el ERp tiene
una amplia distribucién a lo largo de los ventriculos del telencéfalo y el diencéfalo, esto
indica la posibilidad de funciones especificas o redundantes, diferentes mecanismos de
regulacién o disimilitud en la localizacion celular. Hay evidencia de que ERa es expresado
en neuronas primarias, en especial, en neuronas dopaminérgicas en el area preodptica,
neuronas GABA, neuronas GnRHérgicas y neuronas Kiss, ya que la expresion de CYP19b
es fuerte y ésta se encuentra regulada por E, (mecanismo dependiente de ER)
(Coumailleau et al, 2015 y Strobl-mazzulla et al, 2008), pero esto varia conforme a la
especie, por ejemplo Fundulus heteroclitus (Cotter et al, 2015) muestra una baja expresién
del subtipo alfa en cerebro, en contra parte con Cyprinus carpio (Katsu et al, 2011) donde
el receptor predominante en encéfalo es el subtipo alfa. El subtipo beta en éncefalo de
Sparus aurata (Socorro et al, 2000) y Sebastes schlegeli (Mu et al, 2013) exhiben una alta
expresion, mientra que en Dicentrarchus labrax dicha expresion difiere entre sexos, ya que

en encefalos de machos es mayor que en hembras (Halm et al, 2004).
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ANTECEDENTES

Menuet y colaboradores en el 2002 realizaron la caracterizacion molecular de diferentes
subtipos del receptor a estrégeno en Danio rerio (pez cebra) por medio de PCR, obteniendo
secuencias completas de tres subtipos: ERa (569 aa), ERB1 (592 aa) y ERB2 (553 aa),
compartiendo una similitud de 82.1%-91.7% en la regién C, correspondiente al dominio de
union al ADN.

Sabo-Attwood y colaboradores en el 2004 aislaron los subtipos alfa, beta y gama del
receptor a estrogeno en Micropterus salmoides (lobina negra) por medio de PCR en tiempo
real, obteniendo para ERa una secuencia de 1881 pb (627 aa), para el Erf3 2010 pb (670
aa) y para ERy una secuencia de 1668 pb (556aa). Con respecto a su expresion en ovarios,
cerebro e hipdfisis, los niveles de ERa fueron mas bajos en comparacion con ERB y ERy

se mantenia con una moderada regulacion.

Strobl-mazzulla y colaboradores en el 2008 estudiaron con mayor detalle la distribucion de
dos receptores a estrégeno en comparacién con la aromatasa en el encéfalo de
Odontesthes bonariensis (pejerrey) por medio de PCR e hibridacion in situ; obteniendo dos
secuencias, una de 2872 pb (603 aa) que codifica aERa y otra de 2539 pb (558 aa)
correspondiente a ERB. Ambas secuencias comprenden los dominios tipicos de un receptor
nuclear, siendo los mas conservados el dominio C y el dominio E (82%-92% de similitud)
con respecto a otras especies. Tanto pjERa y pJER fueron localizados en la parte anterior

ventral del area predptica donde cyp19A2 fue detectada con mayor fuerza.

Woods y colaboradores en el 2010 clonaron y analizaron la expresion en diferentes tejidos
de esr1 en Melanotaenia fluviatilis (pez arcoiris) por medio de PCR, reportando una
secuencia 2569 pb que codifica a una proteina de 611 aminoacidos. Presentando una
mayor similitud con Sparus aurata (dorada) (86%) y Fundulus heteroclitus (killifish) (71%).
Su expresion fue mas abundante en el higado, génadas e intestino de machos y hembras
adultos.

Mu y colaboradores en el 2013 realizaron la clonacion y analisis de la expresion de los
receptores a estrogeno beta durante el desarrollo de Sebastes schlegeli (Korean rockfish)
mediante qRT-PCR. Confirmando que ambos ER[ contienen los seis dominios tipicos. En
el caso de ERPB1 éste esta formado por 2451 pb (561 aa) y ERB2 por 2338 pb (659 aa). La

region codificante para el dominio C mantiene la mayor identidad, siendo del 58% con
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respecto a un comparativo con multiples especies de peces ERB1 se expreso en hipdfisis,

cerebro, gonadas y rifiones mientras que ERB2 se expresé solamente en el intestino.

CONSIDERACIONES DE LA ESPECIE DE ESTUDIO

La posicion geografica y la compleja historia geolégica de México han favorecido su riqueza
faunistica. Los levantamientos de la parte central del pais, desde el Eje Volcanico
Transversal hasta la region del Rio Grande han auspiciado un elevado grado de
endemismo. Un notable ejemplo de este endemismo puede ser encontrado en los peces
del género Chirostoma, con sus 18 especies y seis subespecies (Barbour, 1973), probables
productos del activo vulcanismo que se dio en el altiplano mexicano, que origind la
segmentaciéon de habitats acuaticos teniendo como consecuencia aislamiento genético en
las poblaciones de peces, provocando eventos de especiacion (Uribe-Alcocer y Diaz-
Jaimes, 2003).

Se ha propuesto que los ancestros del género Chirostoma eran similares a la especie actual
Menidia berylina y que llegaron a los sistema fluvial Lerma-Santiago-Chapala (localizados
en los estados de Michoacan y parte de Jalisco) por medio de sistemas marinos que en la
actualidad han emergido, ya que la familia Atherinopsidaese presentan tanto en ambientes
marinos como salobres y desde entonces, han contribuido en un alto grado al endemismo

de la ictiofauna de la region. (Espinosa-Pérez et al, 1993).

El pescado blanco es un recurso de importancia por su valor econémico, ecologico y cultural
en la region del altiplano mexicano y su explotacion se remota a tiempos anteriores a la
conquista, cuando estos peces ya eran utilizados por poblaciones purépechas para

consumo local.

Chirostoma humboldtianum el de mas amplia distribucion, actualmente se reporta su
presencia en el estado de México (cuatro cuerpos de agua) y en el estado de Michoacan
en la laguna de Zacapu, en el lago de Patzcuaro y en el embalse Cointzio, pero en los
ultimos tiempos sus poblaciones se han visto disminuidas como recurso por diversas
actividades antropogénicas y la eutrofizacion de su habitat, asi como la obtencién de una
mayor ganancia en un menor tiempo lo que lleva a una sobrepesca de dichos organismos,
y por ende, una creciente mortalidad de juveniles por métodos de extraccion no selectivos,
por lo que, si se conocen los mecanismos en lo que respecta a crecimiento y desarrollo,
ésta informacion puede ser interpretada en beneficios tanto econémicos como biolégicos

para su adecuado manejo y produccion pesquera (SAGARPA, 2003).
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A pesar de su importancia biolégica, histérica y econémica que representa se han realizado
pocos estudios sobre esta especie; en los aspectos fisiolégicos que regulan tanto la
reproduccion y el crecimiento de C. humboldtianum se tienen reportadas secuencias de
hormonas concernientes al crecimiento, como son el precursor a la hormona del crecimiento
(GH) en hipdfisis (Juarez-Robles, 2014) y al eje reproductivo, con la secuencia para
GnRHR2a, el precursor de GnRH, el receptor de la hormona liberadora de gonadotropinas
(RHR1B) y el receptor a kiss1 (Cardenas et al, articulos no publicados y Macedo-Garzon,
2012).

En los afios setenta se iniciaron experiencias en el cultivo de pez blanco de Patzcuaro (C.
estor) en los estanques del Centro Piscicola de Patzcuaro (Rosas et al, 1970) y desde
entonces se ha logrado reunir informacién para el cultivo y la reproduccion controlada de
C. humboldtianum en condiciones de cautiverio, donde destaca la incubacion del huevo a
22° C por 288 horas (desarrollo embrionario dividido en 20 fases), eclosién en un medio
salino (2.55 g/L de sal de mar) sin efectos negativos, sobrevivencia de los reproductores
por un periodo de 2-4 anos en estanques circulares sin recambio de agua y con aireacion
(Martinez et al, 2003); con respecto a la alimentacion dicha especie es carnivora y
zooplancténica, es decir, tiende a consumir alimento vivo, pero Suarez (1997) planted los

aspectos nutricionales basicos para esta especie.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La caracterizacion de receptores a estrdgeno en peces no parece mostrar una relevancia
cientifica de gran impacto o utilidad; pero esto se ve frenado al verse inmersos en dos
grandes problemas que aquejan a la sociedad; uno de ello es la contaminacién por agentes
hormonales en los cuerpos de agua, los cuales poseen una estructura molecular similar a
los estrégenos, capaces de unirse a los receptores de dicha hormona (ER), activando
factores transcripcionales que interactuan con el ADN y que son responsables de la
activacion o represion de genes, afectando mecanismos y procesos regulatorios de
gonadotropinas, oogeénesis, vitelogénesis, desarrollo testicular entre otros, teniendo como
consecuencia problemas de indole reproductivo, de crecimiento y de numero de individuos
asi como posibles consecuencias en los eslabones mas altos de la cadena alimenticia, esto
debido a la ingesta de una concentracion anormal de sustancias toxicas con efecto
endocrino y la disminucion en la cantidad y calidad del alimento. El segundo punto a tratar
se refiere al cultivo de peces de interés comercial, como es el caso de Chirostoma
humboldtianum; con la finalidad de aumentar la produccion por medio del manejo eficiente
de suplementos hormonales en la reproduccion, asi como el mantenimiento de dichos
organismos, la caracterizacion de los receptores a estrégeno se vuelve uno de los factores
relevantes para este fin, ya que como se mencioné anteriormente median este tipo de
procesos, siendo necesaria la investigacion basica para obtener dicha informacién vy
acercarnos a la posibilidad de obtener una mayor ganancia en un menor tiempo sin orillar

a una especie endémica a la extincion.
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OBJETIVOS

Aislar, secuenciar y clonar los subtipos de Receptores a Estrogeno (ER) presentes

en el encéfalo de Chirostoma humboldtianum

-Aislar los subtipos de Receptores a Estrogeno (ER) en encéfalo de Chirostoma

humboldtianum.

-Determinar la secuencia de los subtipos de Receptores a Estrogeno (ER) en

encéfalo de Chirostoma humboldtianum.

-Clonar las secuencias obtenidas de los subtipos de Receptores a Estrogeno (ER)

de Chirostoma humboldtianum.

15



MATERIALES Y METODO
A) Fase de campo.

Las muestras de encéfalos fueron obtenidas de la colecta de organismos en su mayoria
sexualmente maduros, provenientes de la laguna de Zacapu, Michoacan (19.816667-
101.790833) en el mes de Mayo (Figura 6), se colectaron por medio de la técnica de
chinchorreo llevada a cabo por los pescadores de la cooperativa de dicha localidad (Figura
7).
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Fig 6. Ubicacion del municipio de Zacapu (en gris) asi como de la hidrografia de la Laguna
de Zacapu (Michoacan). Tomado de INEGI (2016)

Los organismos fueron anestesiados con MS222 (Sigma-Aldrich®) y en base a las
caracteristicas externas de la génada ser sexados, posteriormente se procedid a la
extracciéon de encéfalos mediante diseccion, los cuales fueron puestos en tubos eppendorf
(tratados previamente con dietil-pirocarbonato) y trasportados en hielo seco hasta el

Laboratorio de Endocrinologia de Peces de la FES-Iztacala.
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Fig. 7. Ejemplares de C. humboldtianum pertenecientes a la colecta.

B) Fase de laboratorio.

l. Extraccion de ARN
La extraccion de ARN total fue realizada de acuerdo al protocolo establecido por
Chomczynski y Sacchi en 1987 (Guanidil-tiocianato-fenol-cloroformo), verificando su

integridad en un gel de Agarosa al 1% tefiido con Midori Green® (Figura 8) para después

realizar RT-PCR de acuerdo al protocolo del kit Super Script lll RT (invitrogen®).

28S rNA—
18S rNA—

Fig 8. Verificacion de integridad de rNA en gel de Agarosa 1% con Midori Green®.
Carriles 1-3: Muestras de encéfalo (Mayo).
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Il. Aislamiento de Receptores a Estrogeno
Para el aislamiento de los receptores a estrégeno de C. humboltianum se realizaron PCRs
con diferentes juegos de oligonucleétidos (Tabla 1) los cuales fueron disefiados con el
programa Oligo 7 (Versidn 7.58) y las secuencia de varios peces propuestas por

Strobl-Mazzulla y colaboradores (2008) para éstos receptores.

OBTENCION DE LAS SECUENCIAS PARA EL ERa

Para el aislamiento y amplificacion de la secuencia se realizaron PCRs con los

oligonucledtidos denominados ERaF/ ERaR (Tabla 1) bajo las siguientes condiciones:
94° C (5min), 94° C (30 seg), Tm 63°C (1 min), 72° C (1 min), 35 ciclos, 72° C (7 min).

OBTENCION DE LA SECUENCIA PARA EL ERB

Se realizaron PCRs para el aislamiento y amplificacién de la secuencia usando los

oligonucleodtidos denominados ERBF/ ERBR (Tabla 1) bajo las siguientes condiciones:
95° C (5 min), 95° C (40 seg), Tm 49.6°C (1 min), 72° C (1 min), 40 ciclos, 72° C (7 min).

Tabla 1. Oligonucleétidos usados para la obtencion de Receptores a Estrogeno

Oligonucledtido Secuencia 5’-3’ Posicion del nucleétido
Receptor a Estrégeno subtipo alfa
ERaF AGCAGCTGAGCCGACCCTACAC 1040-1061
ERaR CATGCCCTCAACACAGTCTCCTTC 1342-1319
Receptor a Estrégeno subtipo beta
ERBF TGCTGCTGGCTGGAGGTGTTGAT 1621-1643
ERBR AGGTGGGCGAGGCGGGTGTA 1981-2000

l. Secuenciacion de productos
Los productos obtenidos fueron verificados por electroforesis en geles de agarosa al 1%
con Midori Green®; purificados en columnas por medio del kit Wizard purification Promega
SV® gel y secuenciados (Secuenciador Automatico ABI 3100 Perkim Elmer) en la Unidad
de Biotecnologia y Prototipos de la FES-Iztacala (UNAM).
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Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante Blast y blastx (version 2.0, National
Center for Biotechnology Information) y comparadas con la base de datos de Genbank, para
su posterior manejo en los programas BioEdit Sequence Alignment Editor (versién 7.2.5),

GeneDoc (version 2.7.000) y Geneious R9 (version 9.1.3).

. Clonacion de productos
Los productos obtenidos fueron clonados en base al protocolo del kit pPGEM-Easy Vector
system® (Promega), las clonas seleccionadas fueron purificadas siguiendo el protocolo del
kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System® (Promega), siendo verificados los
resultados con los PCRs respectivos a cada subtipo y un gel de agarosa al 1% tefido con
Midori Green® (Figura 9).

Fig 9. Gel de Agarosa al 1% tefido con Midori Green®. Se muestran los plasmidos de
cada uno de los subtipos y su respectivo PCR. M: marcador, Carril 1: ERp purificado,
Carril 2: Plasmido de ER, Carril 3: ERa purificado, Carril 4: Plasmido de ERa

19



RESULTADOS

Se reportaron por primera vez secuencias parciales de los Receptores a Estrégeno subtipo

alfa y subtipo beta para C. humboldtianum por medio de PCR.

Se obtuvo un producto de 228 pb (Figura 10) usando los oligonucleétidos ERaF/ ERaR

(Tabla 1) correspondiendo al dominio de unién al ligando (LBD) de ERa

Fig 10. A) Producto de aproximadamente 200pb verificado en un gel de Agarosa al 1%
tefido con Midori Green®. M= Marcador de peso molecular 1=Producto de PCR.
B) Secuencia parcial en nucleétidos y aminoacidos de ERa para C. humboldtianum
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RECEPTOR A ESTROGENO SUBTIPO BETA

Se obtuvo un producto 359 pb (Figura 11) con los oligonucledtidos ERBF/ ERBR (Tabla 1)

correspondiente al dominio de union al ligando (LBD) del ERB

Fig 11. A) Producto de aproximadamente 400 pb verificado en un gel de Agarosa al 1%
tefido con Midori Green®. M= Marcador de peso molecular 1=Producto de PCR.
B) Secuencia parcial en nucleétidos y aminoacidos de ER[ para C. humboldtianum
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DISCUSION

Como es sabido, el estrogeno cuenta con una participacién importante en varios proceso
como son: la regulacion de la oogénesis, vitelogénesis, regulacion de gonadotropinas,
desarrollo testicular y otros aspectos de la reproduccion (Nelson & Habibi, 2013). El efecto
del estradiol (E2) es mediado por via de ERs que controlan el encendido y apagado de

genes en varios tejidos enddcrinos (Sabo-Attwood et al, 2004).

Onchorhyncus mykiss fue la primera especie perteneciente a peces teledsteos en la que se
reportd la secuencia completa para éste receptor nuclear. Desde entonces, la informacion

sobre receptores a estrogeno y sus subtipos ha ido en aumento (Katsu et al, 2011).

En este estudio se identificaron por primera vez secuencias para dos subtipos de receptores

a estrogeno (a y B) en C. humboldtianum

El receptor a estrogeno subtipo a (con numero de acceso KP868629.1) consta de una
secuencia parcial de 228 pb que codifican a una proteina de 76 aminoacidos; para el subtipo
B se obtuvo una secuencia parcial de 359 pb, codificando una proteina de 119 aminoacidos.
Ambas secuencias corresponden al dominio de unién al ligando (LBD), regién altamente
conservada entre especies. Esto se puede observar al realizar las comparaciones entre las
secuencias obtenidas y las de otros peces. Para ERa la mayor identidad se encuentra con
O. bonariensis, seguida de M. fluviatilis y C. labrosus (ambos con el mismo porcentaje) y
por ultimo con S. schlegeli (Tabla 2), mientras que para ER(, M. fluviatilis presenta la mayor

identidad, seguido por O. bonariensis, S. schlegeli y M. salmoides (Tabla 3).

Tabla 2. Porcentajes de identidad en nucle6tidos de ERa con otras especies de peces

Especie (ER alfa) Identidad (%) NuUmero de acceso
Odontesthes bonariensis 91 EU284021.1
Melanotaenia fluviatilis 87 GU319956.1
Chelon labrosus 87 DQ011293.1
Sebastes schlegeli 86 FJ594994.2
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Tabla 3. Porcentajes de identidad en nucledtidos de ERa con otras especies de peces

Especie (ER beta) Identidad (%) NUmero de acceso
Melanotaenia fluviatilis 91 GU319957.1
Odontesthes bonariensis 90 EU284022.2
Sebastes schlegeli 89 FJ646610.3
Micropterus salmoides 89 AY211022.1

Al realizar la comparacién de la proteina de ERa para C. humboldtianum (AJW28723.1), las
especies con mayor identidad fueron O. bonariensis y M. fluviatilis, seguido por Oryzias
javanicus y S. schlegeli, y por ultimo Dicentrarchus labrax; mismo caso para la proteina de
ERPB cuyo porcentaje de identidad es con O. bonariensis, sueguido de M. salmoides, D.
labrax, Oryzias latipes y Cyprinus carpio. Al realizarse una comparacion entre las
identidades y especies tanto en nucleétidos como en aminoacidos, observamos que existen
cambios, los cuales pueden deberse a que se obtuvieron secuencias parciales, las cuales
codifican a proteinas de 76 aa (ERa) y 119 aa (ER), correspondiendo a menos del 50%
del total del dominio con respecto al de especies comparadas, produciendo un sesgo en los
porcentajes (Tablas 4 y 5), pero también nos permite sugerir que dicho parecido con otras
especies reflejarian una relacion filogenética entre taxas (Cotter et al, 2013), tal y como
sucede entre O. bonariensis y C. humboldtianum, pertenecientes a la misma familia

(Atherinopsidae).
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Tabla 4. Identidad en aminoacidos de

ERa en C. humboldtianum con otras especies de

peces
Especie Similitud (%) | Localizaciéon de LBD (aa) | Receptor completo (aa)
O. bonariensis 99 312-549 602
(ABY19510.1)
M. fluviatilis 99 310-547 610
(ADF87494.1)
O. javanicus 97 319-355 642
(AAX13999.1)
S. schlegeli 96 317-554 624
(ACN39246.2)
D. labrax 96 325-562 639
(CAD43599.1)

Tabla 5. Tabla 4. Identidad en aminoacidos de ERB en C. humboldtianum con otras

especies de peces

Especie Similitud Localizacion de LBD Receptor completo (aa)
(%) (aa)

O. bonariensis 93 272-509 558
(ABY19511.2)
M. salmoides 92 274-511 556
(AAO39211.1)

D. labrax 90 230-467 517
(CAD33851.1)

O. latipes 89 573-510 562

(NP_001098172.1)

C. carpio 87 281-518 544

(BAF99814.1)
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En la regién carboxilo terminal del receptor, se encuentra el dominio E, el cual, es altamente
conservado y es conocido por contener el sitio de transactivacion dependiente de ligando
(AF2); estda compuesto por doce alfa hélices (H1-H12) unidas por un beta-plegamiento entre
H5 y H6 (Nelson y Habibi, 2013). Esta estructura se pliega permitiendo que las hélices H3,
H6, H8 creen una cavidad hidrofébica donde se unen los estrégenos y sucede el cambio
conformacional induciendo la activacion de AF2 y su asociacion con la hélice H12 para
activar al receptor. Esta funcién de transactivacion es similar para ERa y ERB, asi como la
cavidad hidrofébica y explica porque ambos subtipos unen el estrogeno con
aproximadamente la misma afinidad (mamiferos KD= 0.2-0.5 nM y en peces: 0.5-0.7 nM).
(Hawkins, M.B y Thomas, P., 2004 y Mu et al, 2013). Esta particular estructura terciaria
aparentemente esta presente en el dominio E de C. humboldtianum, ya que para ERa se
han identificado a H3 y H6 asi como parte de la cavidad hidrofébica (L417-L425 y V433-
L443) (Figura 12) mientras que para ERpB se tienen identificadas H6 y H8 y segmentos
correspondientes a la cavidad hidrofébica (L378-L386 y V394-F397) (Figura 13), cabe
destacar que dichas hélices se encuentran constituidas en su mayoria por aminoacidos de
tipo no polar, debido a que interactian con un ligando derivado del colesterol y de
naturaleza lipidica. En pez cebra se ha identificado que un residuo en C-terminal del dominio
ER alfa (L349) esta implicado en la estabilidad de la uniéon al ligando a diferentes
temperaturas, dicho aminoacido se conserva en las especies con las que se comparo el
ERa de C. humboldtianum (Menuet et al, 2002).

La longitud del dominio E en los ERs ha sido altamente conservados en peces (ER alfa:
620 aa y ER beta: 547 aa en promedio respectivamente), que se constata en las

comparaciones con las especies elegidas en este estudio (Socorro et al, 2000).

Al realizar la comparacion entre ambos subtipos de C. humboldtianum a nivel de proteina
(Figura 14), podemos observar que comparten 24 aa idénticos, es decir, el 65% de
identidad, los cuales se encuentran ubicados mayoritariamente en la Hélice 6 (W38-R49)
del LBD, un resultado similar se ha presentado en los receptores alfa y beta de S. aurata
compartiendo 86 aa idénticos (61%-65%) en el LBD (Socorro et al, 2000) y para O.
bonariensis (secuencias completas), que comparten 260 aa (45%) del total de los subtipos
de ER (Strobl-mazzulla et al, 2008). Las similitudes entre receptores pueden deberse a
duplicaciones del genoma después del evento de divergencia entre los peces con aletas

lobuladas (Sarcopterygii) y los peces con aletas radiadas (Actinopterygii), siendo estos

25



ultimos mayoritariamente peces teledsteos que muestran una considerable diversidad (Mu
et al, 2013).

Los eventos de duplicacién gendmica resultan en genes paralogos que subsecuentemente
inducen a una neo-funcionalizacion, sub-funcionalizacién o inactivacion/pérdida de genes
(Tohyama et al, 2015), como es el caso del receptor a estrégeno subtipo gamma (ERy) en
M. salmoides, que muestra una similitud del 82% a nivel de nucledtidos con el ERB en C.
humboldtianum, observaciones similares se han reportado en Micropogonias undulatus,
donde un analisis filogenético revel6 que los subtipo beta y gamma estan estrechamente
relacionados; la secuencia de ERy a nivel de aminoacidos de M. salmoides comparte una
mayor identidad (75%) con ERB en el dominio de unién al ligando, en comparaciéon con ERa
(60%) (Sabo-Attwood et al, 2004), basados en estos resultados Hawkins y colaboradores
(2000) sugiere que el ERy resulté de una duplicacion del ERB del genoma de un ancestro

teledsteo.

Tohyama et al (2015) proponen que los ER contribuyeron a la radiacion adaptativa de los
teledsteos, debido a que el estrégeno modula el aspecto reproductivo y la determinacién
sexual y que la alta conservacion de los dominios C (DBD) y E (LBD) y sus respuestas
similares al E2 sugieren que los ER podrian someterse a neo/sub-funcionalizacién

cambiando su patron de expresion.
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Fig 12. Domino de unién al ligando (LBD) de ERa en C. humboldtianum, alineandose a nivel de proteina con O. bonariensis, M.
fluviatilis, O. javanicus, S. schlegeli, y D. labrax. Estructuralmente se indican las hélices 3 y 6, asi como parte de la cavidad hidrofébica
(donde se asocia el ligando) con un asterisco. Los colores indican la polaridad de los aminoacidos, Amarillo: No polar. Verde: Polar,
no cargado. Rojo: Polar, acido. Azul: Polar, basico.

Fig 13. Domino de unién al ligando (LBD) de ERB en C. humboldtianum, alineandose a nivel de proteina con O. bonariensis, M.
salmoides, D. labrax, O. latipes y C. carpio. Estructuralmente se indican las hélices 6 y 8, asi como parte de la cavidad hidrofobica
(donde se asocia el ligando) con un asterisco. Los colores indican la polaridad de los aminoacidos, Amarillo: No polar. Verde: Polar,
no cargado. Rojo: Polar, acido. Azul: Polar, basico.

Fig 14. Comparacioén a nivel de aminoacidos entre los dominios de union al ligando de ERa Y ER[ en C. humboldtianum. Subrayado
se muestran las hélices que los componen (H3-H8), con un triangulo blanco el inicio de las cavidades hidrofébicas y con uno negro
su final. Los colores indican la polaridad de los aminoacidos, Amarillo: No polar. Verde: Polar, no cargado. Rojo: Polar, acido. Azul:
Polar, basico. En la posiciones 46, 47, 51 y 76 hay un cambio de aminoacidos pero se mantiene la polaridad, sugiriendo un cambio
de estructura pero no de funcién.
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Los genes de ER se expresan en varios tejidos que se ven afectados por la accion de los
estrogenos, pero aunque las estructuras de los ERs sean similares, cada subtipo tiene un
patrén de expresion diferente (Mu et al, 2013) Este estudio no se enfocé en la distribucion
de los ERs pero si se puede afirmar que se encuentran ambos subtipos en el encéfalo de

C. humboldtianum.

Las regiones especificas de distribucion en el encéfalo de cada uno de los subtipos son
variables; ERa es expresado en regiones neuroenddcrinas, tales como, el area preoptica,
hipotalamo, hipdfisis, telencéfalo ventral, mientras que ER esta particularmente distribuido
en los ventriculos del telencéfalo y diencéfalo; dichas regiones estan inmersas en funciones
reproductivas (Coumailleau et al, 2015 y Strobl-Mazzulla et al, 2008). Esta particular
distribucion puede variar de acuerdo a la especie; Chalcalburnus tarichi reporta una
expresion sin aparente diferencia significativa entre ambos receptores en el hipotalamo
(Unal et al, 2014), en O. bonariensis ER[ se distribuye en la superficie del ventriculo del
telencéfalo, area preoptica e hipotalamo (Strobl-Mazzulla et al, 2008) y en S. schlegeli, ER3

es expresado en el area predptica e hipotalamo (Mu et al, 2013).

La aromatasa es expresada en regiones inmersas en funciones reproductivas, por lo cual,
existe una relacion entre los esteroides sexuales y el cambios de actividad de la aromatasa.
Los peces teledsteos son los unicos que poseen dos genes para aromatasa, uno de esos
genes, cyp19a1, codifica para la aromatasa A, la cual se expresa en goénadas y la
aromatasa B (cyp19a1b) es expresada en el cerebro y fuertemente regulada por el estradiol
y los mecanismos de ER (Bondesson et al, 2014; Coumailleau et al, 2014; Pellegrini et al,
2005). Dicha relacion se establecio ya hace tiempo, pero en el 2005, Pellegrini y
colaboradores demostraron la existencia de un elemento de respuesta a estrégeno (ERE)
localizado rio arriba del stio de inicio de la transcripcion de cyp19a1b, necesario para la

maxima regulacion de la expresion de aromatasa mediada por estrogenos.

En Danio rerio (pez cebra) y en la mayoria de los peces, la actividad y la expresion de la
aromatasa baja en el periodo embrionario y aumenta en el periodo de madurez sexual,
correspondiendo a altos niveles de esteroides sexuales circundantes, como son el estradiol
y la testosterona (Coumailleau et al, 2014), en las especies con determinacién del sexo
dependiente de la temperatura, la aromatasa se expresa mayormente en tempreaturas que

produciran descendencia femenina (Bondesson et al, 2014).
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Debido al papel que tiene el estradiol en la regulacién del eje reproductivo, los ERs se
expresan en otros tejidos, mostrando una distribucion especifica segun la especie, por
ejemplo, ERa es expresado en mayor medida en ovario e higado para las especies F.
heteroclitus y C. carpio (Cotter et al, 2015 y Katsu et al, 2011) mientras que para ERB, S.
aurata muestra una expresion siginificarivamente mas alta en testiculos y una moderada
expresion en higado (Socorro et al, 2000), al incio del desarrollo del ovario de S. Schlegeli
la expresion de ERB y ERy aumentaron, asi como el nivel de E; en plasma, sefialando una

accion conjunta para la maduracion final del ovocito (Mu et al, 2013).

Debido a que el subtipo alfa es el predominante en el higado, se cree que es el principal

implicado en la vitelogénesis.

La reproduccion exitosa en los vertebrados oviparos nececita una serie de aconteciminetos
vitales que incluyen el suministro de nutrientres a los embriones en crecimiento. Este
proceso implica la produccion de vitelogenina (Vtg), sintetizada en el higado en respuesta
al estradiol y mediado por ER, dicho precursor de la yema es liberado al torrente salguineo
y subsecuentemente ingresado a los ovocitos (Dominguez et al, 2014). Dicha sintesis es
en respuesta al estradiol y mediado por ER, pero se desconoce si uno de los subtipos de

ER es el principal responsables de la regulacion trascripcional (Sabo-Attwood et al, 2004).

En el higado de M. salmoides se expresan tanto ERa como ER, pero el unico que cambia
significativamente el nivel de expresion es el subtipo alfa. De Enero a Febrero se alcanzaron
los niveles mas altos de ERa mRNA (1.5x106 copias), éste aumento se produjo en paraleo
con Vig 1 mRNA y niveles de E2 en plasma (1.8x108 copias y 2.000 pg/mi
respectivamente), pero los niveles de ERB mRNA en higado no aumentaron en proporcion
de Ez y Vig mRNA, observandose un leve aumento en otofio (Octubre) (Sabo-Attwood et
al, 2004). A mediados de Septiembre los niveles de E> en hembras de C. auratus aumentan,
activando los ERp, que actuan como reguladores de ERa para el aumento paulatino de
vitelogenina. Dicha regulacion de ERa subsecuentemente sensibiliza al higado al estradiol
y aumenta dramaticamente la vitelogénesis. Si la expresion de ERa se incrementa
artificialmente por un tratamiento de estradiol, la vitelogénesis inducida por un segundo
tratamiento de estradiol se ve bloqueada por un antagonista de ERa (Cotter et al, 2015). De
acuerdo a lo anterior, los niveles de ERa a lo largo de la recrudescencia fluctuaran; siendo
mayores en la mitad, correspondiendo al periodo de aumento de estradiol en la sangre y

posiblemente ER actie como un sensor al estradiol, por lo tanto, los niveles de expresion
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de ERa en higado puede ser una sefal para identificar la etapa en la que se encuentra el

pez.

En O. latipes los niveles de induccion de Vtg por varios disruptores encocrinos (EDC) estan
correlacionados positivamente con la expresién de ER pero con diferencias en la respuesta,
ERa y ERB respondieron tanto para bisfeno A (BPA), NP, o,p"-DDT, pero la sensibilidad
(ECs0) de ERP fue menor en comparacién con ERa, mientras que ERy exhibi6 la respuesta
mas débil. También se ha encontrado diferencia entre especies; en carpas se puede inferir
que su sensibilidad ante éstos compuestos es menor debido su tolerancia en ambientes
contaminados (Tohyama et al, 2015), pero la exposicién a xenoestrogenos dio como
resultado organismos intersexuales y un incremento de Vtg en plasma en machos de M.

Salmoides (Dominguez et al, 2014)

Por medio de modelos de interaccion y un métodos computacionales para estructuras en
3D, se reveld una fuerte relacién entre la estructura de los EDC y el LBD de ER en O.
latipes. Dos grupos hidroxilo del BPA forman un enlace de hidrégeno con ERa, mientras
que NP tiene uno y o,p’-DDT posee ninguno, teniendo como consecuencia diferencias en
la energia de interaccion, siendo para ERa BPA<NP<o,p™-DDT. Los dos grupos fenoles del
BPA posiblemente fomen puentes de hidrégeno con E377/L290 con Er y E355/G523 con
ERy. En las secuencias obtenidas de C. humboldtianum, para el subtipo alfa no se
identificaron ninguno de los aminoacidos, pero para el subtipo beta se identificaron los
aminoacidos E377/L290, cuya variable es la posicion (E383/L398) (debido al alineamiento
con otras especies); dicha relacion nos permite inferir los efectos de los EDC en C.
humboldtianum, donde, la energia de interaccion entre BPA y ER sera mucho mas baja
que el subtipo alfa pero con consecuecnias a nivel Vtg, neurogénesis y reproduccién
(Tohyama et al, 2015).
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CONCLUSION

Se aislaron, secuenciaron y clonaron por vez primera secuencias parciales de receptores

a estrégeno subtipo alfa y beta en C. humboldtianum.

Se aisloé una secuencia parcial (228 pb) del receptor a estrégeno subtipo alfa en encéfalo

de C. humboldtianum, correspondiendo al dominio de unioén al ligando (LBD).

Se aislé una secuencia parcial (359 pb) del receptor a estrégeno subtipo beta en encéfalo

de C. humboldtianum, correspondiendo al dominio de union al ligando (LBD).
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