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LISTA DE ABREVIATURAS

ANATOMICAS

Area ventralis del telencéfalo pars lateralis (V1)
Arca ventralis del telencéfalo pars ventralis (Vv)
Arca dorsalis del telencéfalo pars medialis (Dm)
Area dorsalis del telencéfalo pars centralis (Dc)
Area dorsalis del telencéfalo pars lateralis (DI)
Area dorsalis del telencéfalo pars dorsalis (Dd)
Comisura anterior (Ac)

Tracto olfatorio (OIT)

Tracto dptico (OT)

Tejides conectivos (CT)

Nervio dptico {ON)

Quiasma 6ptico (OC)

Nucleo enteropendecularis (NE)

Nicleo precptico periventricularis (NPP)
Niugcleo anterioris periventricularis (NAPv)
Nucleo lateralis tuberis pars posterioris (NLTp)
Niicleo diffusus toris lateralis (NDTL)

Nicleo tenia (NT)

Nicleo preglomeruloso pars medialis comisuralis (NPGg¢)
Nucleo reticularis superioris (NRS)

Niicleo gustatorio secundario (SGN)

Nucleo reticularis inferioris (NRI)

Nicleo reticularis medialis (NRM)

Tectum dptico (O Tec)

Tegmento del cerebro medio (MT)

Células de Mauthner (MC)

Cerebelo (C)

Tracto trigéminoe (DT)

Fasciculos longitudinales medialis (MLF)
Nervio facial (FN)

Lébule vago (VL)

Sistesna Nervioso Central (SCN)

. Pars proximales distalis (PPD)




MOLECULAS
Somatostatina (S8 6 SRIF)
Serotonina (5-HT)
Bombesina (BBS)
Colecistoquinina (CCK)
Norepinefrina (NE)
Neuropeptido Y (NPY)
Triyodotironina (Ts)
Tiroxina (T4)
Péptido vasoactivo intestinal (VIP)
Hormona adrenocorticotrépica (ACTH)
“Hormona liberadora de corticotropina (CRH)
Hormona de crecimiento (GH)
Hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH)
Hormona estimulante de Ia hormona gonadotrépica (GnRH)
Hermona estimulante de la hormona lewtinizante (LHRH)
Hormona liberadora de la tirofropina (TRH)
Hormona estimulante de la tiroides (TSH)
Factor de crecimiento similar a 1a insulina I (JGF-I)

Factor estimulante de corticotropina (CRF)




RESUMEN

La somatostatina es un tetradecapeptido descubierto por Brazeu er af, (1973), es el principal
inhibidor de la secrecién de la hormona de crecimiento. Su distribucién es amplia dentro
del organismo, pudiéndose encontrar en el sistema nervioso central, hipdfisis, pincreas,
intestino, rifidn, glindulas suprarrenales y en todos ellos actia come inhibidor, El presente
trabajo identifico su distribucion en el encéfalo de hembras de pez dorado en
recrudescencia por medio de inmunohistoquimica, encontrandose en el cerebro anterior en
los nacleos; enferopendecularis, predptico periventricularis, anterioris periventricularis,
lateral ruberis pars posterioris, difusus toris lateralis, nicleo tenis, preglomeruloso pars
medialis comisuralis. Areas; ventral lateralis, ventralis del telencéfalo pars centralis,
dorsalis medialis, dorsalis centralis, dorsalis lateralis, dorsalis dorsalis, asl como;
comisura anterior, tracto olfatorio, tracto éptico, nervio dptico, quiasma dptico. En cerebro
medio; tectum optico, tegmento del cerebro medio, células de Mauthem. Cerebro posterior;
cerebelo, tracto trigemino, fasciculos longitudinalis medialis, nervio facial, l6bulo vago y
los nucleos; reticularis superioris, gustatorio secundario, reficularis inferioris, reticularis
medialis. Estos datos son los ptimeros reportados en Carassius auratus en etapa de

recrudescencia, identificando las dreas en el encéfaio completo para somatostatina,




INTRODUCCION
1. ESTRUCTURA DE LA SOMATOSTATINA

A. Actividad biologica de la somatostatina.

La actividad bioldgica reconocible de la somatostatina (SS ¢ SRIF) fue encontrada
por primera vez por Krulich er al, en 1968. Los trabajos identificaron una sustancia
inhibitoria de {a hormona de crecimiento (GH), caracterizada por un bajo peso molecular
(Fig. 1), con una actividad reconocible en hipdfisis y producida en ¢l hipotdlamo. Heilman
y Lenmark (1969), reportaron la presencia de un potente factor inhibitorio de la insulina en
extractos de islotes pancredticos de palomas. Esta molécula fue aisiada en 1973 por

Brazeau et al.

Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys.

|

Fig.1 Estructura primaria de Somatostatina 14 (en mamiferos)

La somatostatina se sintetiza como parte de una molécula grande, su precursor (pre-pro S8)
se procesa rapidamente a Ia forma (pro-SS). En mamiferos la pro-SS, pesa 10- kilodalton
(kDa), es una molécufa de 92 aminodcidos con un segmento terminal C ¥ un segmento

terminal N, pudiendo formar las dos formas bioactivas la SS-14 y 88-28.

B. Estructura primaria de la somatostatina.
La estructura primaria de fa $5-14 ha sido fuertemente conservada durante la evolucidn. En
particular, esta secuencia es idéntica en mamiferos (Brazeau er al., 1973), aves (Spiess et
al., 1979), reptiles (Conlon y Hicks, 1990); anfibios y peces (Wang y Conlon ef o/, 1985).
En agnathos se presentan dos genes no alélicos para la forma de SS-14 en el pincreas. Este
tetradecapéptido en el encéfalo presenta la misma estructura que la dc mamiferos.
(Andrews er al., 1988; Conlon 1 al., 1988; Sower et al., 1994; Conlon ef af., 1993).



La conservacion total de la estructura de aminodcidos de pro- SS desde peces hasta
mamiferos sugiere un papel bioldgico importante para esta molécula, quiza, como el
reconocimiento sobre la sefial de pro-SS para el sitio de unién de la prohormona en su sitio

intracelutar de procesamiento (Patel, 1992),

La §5-14 es un importante regulador en fa secrecion de GH en el pez dorado. La accién
biolégica de 5§5-14 ha sido altamente conservada a lo largo de la evolucién (Marchant et
al., 1987).

C. Genes que codifican para somatostatina.

Ahora sabemos que, la somaztostatina proviene filogenéticamente de una familia de
multigenes contando con varios genes y péptidos. Dos de elles con una importancia
bioactiva, S5-14 y §5-28 (Patel, 1992).

En teledsteos, la presencia de una familia de varios genes de SS ha sido demostrada por
clonacién de DNA complementarios (¢cDNAs) que codifican para $8-14 y formas mayores
de SS (S§8-25 y §5-28) (Conlon ef al, 1997, Lin et al., 1998, Lin ef af, 2000). En otro
estudio, se revelan tres formas de SS 2 partir de cDNAs aisladas del cerebro de pez dorado,
los cuales codifican para tres preprosomatestatina (PSS) designados como PSS-I, PSS-Hl y
PSS-ML Dentro de 1a secuencia de SS-14, estd presenta una secuencia idéntica a la SS-14
de mamiferos, las otras dos que codifican para SS-28 (Glw', Tyr', Gly'®), y (Pro’)- $5-14
respectivamente (Lin ef al., 1999).

D. Formas meleculares de la somatostatina.

La somatostatina es un tetradecapéptido (14 aminodcidos) con una secuencia que incluye
dos cisteinas unidas por un puente disulfuro (Fig.1). Esta forma molecular es conocida
como somatostatinal4 (88-14 6 SRIF-14). Sin embargo, existe otra forma que incluye la
secuencia de aminodcidos de la somatostatina 14, y presenta una extension en su extremo
amino terminal con otros 14 aminodcidos. Estza forma molecular es denominada
sornatostatina 28 (§5-28 ¢ SRIF-28).




Ademas de estos tipos desctitos en mamiferos, en peces se han encontrado otras dos
variantes de somatostatina, somatostatina 22 (§5-22 6 SRIF-22}, la cual fue aislada a partir
de una especie de bagre /chtalurus, que también contiene una secuencia de 14 aminoacidos
muy parecida a la molécula base de S5-14 en donde 7 de estos 14 aminoacidos son
idénticos, y presentan una extenstén de otros ocho aminodcidos hacia el extremo amino
terminal (Andrew er al., 1984), y 1a somatostatina 25 (S3-25 6 SRIF-25) aislada a partir det
salmén Oncorlynchus kisuich, que al igual que el resto de las somatostatinas presenta
incorporado en su porcion carboxilo terminal, una secuencia de aminodcidos muy parecida
en relacion con las anteriores moléculas, y una extensién amino terminal de otros 11
aminoacidos. Estas dos {ltimas fueron aisladas a partir del pancreas endécrine de las
especie comrespondiente. La SS-25 parece guardar una mayor relacion fisioldgica con el
metabolismo de la glucosa, pues cuando se inyecté a salmones juveniles, los resultados
fueron la disminucidn de los niveles de insulina en la sangre, la utilizacidn del glucégeno

hepatico y Ia activacién de las vias lipoliticas (Plisetskaya er al., 1986)

1. FUNCION DE LA SOMATOSTATINA

Entre las funciones de la somatostatina se encuentran: la inhibicién de la secrecién
de la hormona de crecimiento (GH), de la hormona estimulante de 1a hormona de la tiroides
(TRH) y hormonas que controlan directamente el metabolismo como tiroxina y
triyodotironina (Patel, 1992). Fundamentalmente, juega un papel inhibidor en todos los
sistemas en los cuales se ha encontrado (Patel y Srikant, 1997). Al igual que en el resto de
ofros grupos de vertebrados, en peces se ha demostrado que la somatostatina es el inhibidor
natural de la secrecién de fa hormona de crecimiento, ello en especies como el pez dorado
Carassius auratus (Marchant, ef al, 1987) y la trucha arcoitis Oncorfiynchus keta (Luo y
Mckewon., 1991).




GnRH

BBS
CCK

Activina
Esteroides GH\%
l — Consu;;de comida
IGF-1
! 1
Estimulacién Inhibicion
Crecimiento

Fig.2 Modelo multifactorial, de 1a reguiacién neuroendocrina de fa secrecidn de a hormona de crecimiento {(GH), consumo
de akmento y crecimiento en pez dorado. Abreviaciones: bombesing, BBS; colecistoquinina, CCK; dopamina, DA; factor
eslimulante de la secrecién de GH, GRF; hormona estimulante de la hormona gonadotropica, GnRH; neuropeptido Y, NPY,
norefinefrina, NE; serotonina, 5-HT; tostatina, 55; b estimuante de la tircides, TRH (Modificado de Peng y
Peter 1997).

Las hormonas esteroides tienen una marcada influencia en [a secrecién de la hormona de
crecimiento. Asi Tannenbaum en 1991, describe en mamiferos que existe un dimorfismo
sexual en los ritmos de secrecion de GH. En peces (Holloway ef al., 1997) establece que en
juveniles de Oncorhynchus mykiss tratados con estradiol no son afectados
significativamente en la secrecién basal de GH, después de haber sido tratados con $S-14,
Peng y Peter, {1997), establecen que de acuerdo al momento del ciclo reproductivo,
diversos factores son capaces de estimular la secrecién de GH, encontrindose entre ellos, Ia
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la Dopamina (DA), la hormona liberadora
de hormona de crecimiento (GRF) y otros. Para todos ellos la somatostatina es fa molécula

inhibidora de la secrecién (Fig. 2).




1ll. DISTRIBUCION DE LA SOMATOSTATINA

Entre los 6rganos que de manera naturat producen dicho péptido, ademds de ta zona
hipotalimica, se encuentran: el sistema nervioso central (SNCY): telencéfalo, €l diencéfalo,
el mesencéfalo, el rombencéfalo y la méduta espinal; Los islotes de Langerhans en especial

en las células § del pancreas endocrino, el tracto gastrointestinal, y la retina (Patel, 1992).

La 53 presenta una distribucion heterogénea, y esté presente en muchos tejidos del cuerpo
de vertebrados (Tabla 1). Entre las regiones con mas abundancia estén, el sistema nervioso,
pdncrens, e intestino. Regiones donde se reporta menor presencia son: corteza adrenal,
placenta, organos reproductivos, glandula submandibular, tiroides y sistema urinario (Patel,
1997). Se han detectado en el corazén fibras con contenido de $5, (Patel 1992). La
morfologia tipica en apariencia de una célula con SS puede ser la neurona con milltiples
procesos de bifurcacion, una célula frecuentemente secretora. Dentro del hipotilamo, el
lugar mas destacado de células positivas a SS yace en la region anterior paraventricular,
(Finley JCW et al., 1981; Johanson QO ef al., 1984, Krisch B, 1979). Fuera de! hipotdlamo,
neurcnas positivas o fibras se presentan abundantemente en todo el SNC, con la excepcion
notable del cerebelo (Finley JCW er al., 1981; Johanson O et af, 1984).

Se ha encontrado la presencia de S5-14 en el encéfalo de pez dorado Carassius auratus, la
deteccién de dicha hormona en neuronas se ha podido observar en varias regiones del
cerebro, como: telencéfalo, hipotilamo, epitilamo, cerebro medio, medula espinal
(Pikavance ef al., 1992).

En pez dorado se ha demostrado que en el encéfalo existe una alta densidad de receptores a
$5-14, incluyendo nicleo preéptico, nicleo predptico paraventricular, nicleo anterior
paraventricular, nacleo lateral, nicleo ventromedial y nicleo difusos de lébulos inferiores.
En el cerebro medio y posterior se encontré en el tectum optico, lébulo facial, lobulos

vagos y el haz mesencéfalocerebelar (Cardenas et al., 2000).
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1V. FUNCIONES ATRIBUIDAS A LA SOMATOSTATINA EN DIFERENTES SISTEMAS.

e

Hiperquinesia, rigidez, efectos autonomicos,

Procesos cognoscitivos.

HIPOTALAMO

Inhibicidon de la secrecion de CRH, TRH,
GHRH, NE.

HIPOFISIS

Inhibicion de 1a secrecion de ACTH, TSH y
GH.

PANCREAS

Inhibicién de la secrecién de insulina,
glucagon, somatostatina, enzimas y
bicarbonato.

TRACTO GASTROINTESTINAL

Inhibiciéon de la secrecién de gastrina,
secretina, CCK, VIP, motilina, neurotensina,
acido pastrico, pepsina, reduccion del flujo
sanguineo, reduccién de la absorcidn de
iones y nutrientes, disminucidn de la

proliferaci6n de las células de la mucosa.

RINON

Inhibicion de la secrecién de renina, y de la
absorcién de agua.

SUPRARENALES

Inhibicion de la secrecién de aldosterona y

catecolaminas,

TIRCIDES

Inhibicidn de la secrecién de Ty T;, ¥

calcitonina.

Tabla 1. Principales acciones de la somatostatina; ACTH, hormona adrenocorticotrépica;
CCK, colecistocinina; VIP, péptido vasocactivo intestinal; CRH, hormona liberadora de ia
corticotropina; GH, hormona de crecimiento; GHRH, hormana fiberadora de la hormona de
crecimiento; NE, norepinefring; T,, triyodotironina; T,, tiroxina, TRH, hormona fiberadora
de la hormona estimulante de la tircides; TSH, hormona estimulante de la tiroides.

{Modificado de Cardenas, 1998)




V. IMPORTANCIA CLINICA DE LA SOMATOSTATINA

La importancia clinica de ia molécula se pone de manifiesto no sélo por su actividad
sobre organos endécrinos, sino también sobre el sistema nervioso central propiamente
dicho, pues se halla ligada a algunos eventos como [a actividad locomotora, procesos
cognoscitivos y de comportamiento (Bruns ef af., 1995), ademas de algunas patologias del
humano, detectadas para dicho sistema. Ejemplo de ello son: El incremente de
somatostatina en el ganglio basal en la enfermedad de Huntington y sus bajas

concentraciones asociadas a la corteza en la enfermedad de Alzheimer (Patel, 1992),

Otra posibilidad reciente para esta molécula, ha sido su aplicacidn con el objeto de
controlar la division celular desmedida de algunos tipos de canceres. Se han realizado
experimentos en los cuales se administra algin tipo de andlogo de la somatostatina, a
pacientes con acromegaliz y los resultados reportan una mejora sustantiva en la cantidad de
hormona de crecimiento en la sangre y una concentraciéon normal de factor de crecimiento
similar a la insulina I (1GF-1), en proporciones que son del 90% y 70% respectivamente, y
se ha comprobado que en el 50% de los pacientes que sufren esta enfermedad, el tumor se
reduce de tamafio, demostrande con eilo, 1a capacidad del anslogo como inhibidor de la
proliferacion celular. Desafortunadamente, el tratamiento es extremadamente costoso por lo

cual no todos los pacientes pueden tener acceso a dicha terapia (Lamberts ef al., 19986).

De manera lamentable, otros tipos de cinceres o enfermedades que, en teoria, podrian haber
sido susceptibles de ser tratados con anitogos de somatostatina, cuando el tratamiento sc ha
aplicado a pacientes, los resultados no fueron positivos. Entre estas enfermedades tenemos
algunos tumores neuroendocrinos y adenocarcinomas, el sangrado gastrointestinal, y la

pancreatitis causada por endoscopia retrograda {Lamberts er al., 1996).
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ANTECEDENTES

Estudios realizados en peces

Dubois P M, er al (1979), por medio de inmunofluorescencia, detectaron la
evidencia de somatostatina, LHRH, Neurofisina y g-endorfina en el encéfalo y tracto
digestivo de trucha arcoiris. En ei diencéfalo la reaccion para SS, se encontré en la region
periventricular y en los ependimocitos que se ubican en la regién del nicleo predptico
(NPO) esparcidos en células pequeflas, en el micleo lateralis tuberis pars anterioris
(NLTa), en el niicieo predptico periventricularis (NPP) y en pocas células localizadas en
los nacleos dorsomediales del hipotilamo. En la hipofisis se detecté en el tejido
neurohipofisial, en el pars proximalis distalis (PPD) de 1a adenohipofisis, en el intestino, en
el pancreas y en la mucosa gastrica. Comparando con la reaccion para la hormona
estimulante de |2 hormona lutinizante (LHRH) con 1a somatostatina, tienen una distribucion
similar en la hipofisis. La reaccién para neurofisina se encontrd en lobulos
neurointermedios. Células que reaccionan con anti-z-endorfina se encontraron en ¢l NLT,
en la hipéfisis en ia region del tallo y en todas las células de las pars intermedios de los

1ébulos neurointermedios.

Olivereau M et af (1984), realizaron investigaciones sobre somatostating utilizando la
técnica inmunohistoquimica, tanto en el encéfalo como en la hipdfisis de especies
diferentes de teledsteos (Salmo irideus, Salmo fario, Salmo salar, Oncorhynchus keta,
Mugil ramada, Myoxocephalus octodecimspinosus, Colisa lalia, Anguilla anguilla). En el
encéfalo, la reaccion fue observada en el nicleo predptico periventricular, nicleo
entopendecular, nicleo anterior periventricular y nicleo lateral tuberis. En la hipofisis la
reaccion a S8 ocurrié en el drea pars proximalis distalis (PPD), donde se encuentra la
hormona de crecimiento (GH) (ciprinidos), en la lamina basal neuroglandular de 1a PPD
(salménidos). En el mismo afio Olivereau WM et al, (1984), identifico
inmunocitoguimicamente los péptidos CRF, (factor estimulador de la corticotropina) y SS
en el cercbro e hipdfisis de ciprinidos. La reaccion a somatostatina se restringié en la
hipofisis al area pars proximalis distalis (PPD) en las células somatotropas. Los datos
encontrados en este trabajo presentan una concordancia en la localizacién de somatostatina
reportados por Kah ef al, (1982},
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Kah ef af {1982), localizo la somatostatina por inmunofiucrescencia en el encéfalo anterior
de Ciprinidos, Carassius auratus y de Gamhusia sp. Las neuronas donde se localizo
reaccion a somatostatina fueron: micleo predprico periventricularis (NPP), nucleo lateralis
tuberis (NLT} y nicleo dorsomedial, en el nivel posterior del encéfalo en el nicleo anterior
periventricularis (NAPv) y la parte vostral del nicleo ventromedial talami (NVM). En Ia

hipofisis ia reaccion se detecta en el area proximal pars distalis.

Pikavance, et af (1992), localizan la distribucion del neuropéptido Y (NPY) y de la
somatostatina (SS) en el encéfalo de pez dorade wtilizando inmunoperoxidasa e
inmunofluorescencia respectivamente. Ambos péptidos tuvieron una distribucién muy
semejante en muchos lugares. Un alto grado de localizacién del NPY y S5 se encontraron
en las neuronas del telencéfalo ventrolateral (V1), nicleo entopendecular (NE) y nicleo
dorsocentral del telencéfalo (Dc). En el VI y NE, la exposicion de neuronas
inmunoreactivas a NPY exhibieron S8 y viceversa. La otra parte de localizacion fue en el
tallo cerebral, teniendo al NPY y SS una localizacién en los cuerpos celulares de la
columna media y del complejo motor vagal, la inmunoreacciéon del NPY y SS tuvo una
distribucion en; ndcleo predptico periventricularis (NPP), nicleo predptico (NPO), nicleo
anierioris periventricularis (NAPV), nacleo lateralis tuberis pars lateralis (NLT1), nicleo
lateralis ruberis (NLT), niicleo lateralis tuberis pars anterioris (NLTa), nicleo lateralis
pars posterioris (NLTp), niicleo posterioris periventricularis (NPPv), nucleo dorsolateral
talami (NDL), nécleo dorsomedial talami (NDM), nicleo ventromedial talami (NVM),
nuclee preglomeruloso pars lateralis (NPGl), nucleo difusos tori lateralis (NDTL), nicleo
posterior talami (NTP), niicleo recessus lateralis (NRL) y en el tectum optico (OT).

La localizacion se encontrd en muchas fibras, aunque en muchos nicieos del telencéfaio ias
fibras inervan a [a vejiga natatoria, un drgano de la periferia en las cuates las neuronas de la
columna media se proyectan en el complejo motor vagal. Los procesos en el forus
semicircularis y en el l6bulo vago fueron observados por la inmunoreaccion de SS y NPY
en distintos modelos laminares. La somatostatina se encontrd en las terminales en forma de
canasta en la eminencia granulans del cerebelo. EI NPY y la somatostatina se encontraron
en fibras, el micleo gustativo secundario, el Iébulo facial, el tracto trigémino, en la

formacion reticular y la médula espinal.
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Cardenas er af (2000) establecen la caracterizacion y la distribucion de receptores a
somatostatina, en todo el encéfalo de pez dorado. Los sitios de unidn son caracterizados en
el encéfalo de pez dorado. La unién de '"I - [Tyr'']- SS - 14 en preparaciones de
membranas de encéfalo, se encontraron por ser saturable; reversibles, tiempo, temperatura,
y pH dependientes. La unién era también desplazada por formas diferentes de $S. Bajo
.condiciones dptimas (22°C, pH 7.2),- el equilibrio que compromete de 1 - [Tyr"'] - 85 - 14
a las membranas de encéfalo de pez dorado se logrd después de 60min de incubacion. El
analisis de saturabilidad reveld un sitio de interaccidon en una Ka de 1.3 nM. $5-14, S5-28
mamifero, y salmdn $S-25, se desplazé =T -[Tye"]- SRIF - 14 con una afinidad similar,
Considerando otros neuropéptidos, come la sustancia P, metancefalina y VIP, no presentan
capacidad para desplazar *®[ -{ Tyr"}- §§-14. La autoradiografia demostré que '*1 -{Tyr"|-
55-14 se une a sitios que se encuentran a lo largo del encéfalo de pez dorado. Una densidad
alta de sitios de unién a "I -[ Tyr''] - S8-14, se encontraron en la parte anterior del cerebro,
incluyendo el nilcleo predptico (NPO), el niicleo predptico periveniricularis (NPP), niicleo
anterior periventricularis (NAPv), nicleo lateral tuberis (NLT), nucleo dorsomedialis
tatami (NDM), niicleo dorsolateralis talami (NDL), niicleo ventromedialis talami (NVM),
y nucleo diffussus lobi inferioris (NDLI). En encéfalo medio, receptores a §5-14 se
encontraron en ef tectum dptico. Los Iébulos facial v vapos, el haz mesencefalico-
cerebelar. Este estudio provee la primera caracterizacion y distribucion de los sitios de

unidn especificos a $5-14 en encéfalo de pez dorado.

Los ciclos fisioldgicos estin controlados por factores ambientales. En los teledsteos, los
ciclos sexuales estin controlados por factores ambientales y se encuentran variaciones en la
produccion de hormonas esteroides sexuales (Kobayashi ef al., 1986), las que ademis de
servir a propésitos reproductivos y /o establecer caracteres sexuales secundarios afectan
otros procesos fisioldgicos como patrones de secrecion de la hormona de crecimiento.
Variaciones estacidnales de somatostatina en relacién con el ciclo sexual se han
identificado en pez dorado (Marchant ef af., 1989) y al ser ella el principat inhibidor de
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la secrecion de GH, es importante estudiar su distribucion en cada una de las etapas del

ciclo sexual.

Los ciclos estacidnales en la reproduccion es importante en muchos teledsteos de climas
templades, para asegurar fa oportunidad de desovar la cual coincide con las condiciones
ambientales adecuadas y una abastecimiento nutritivo necesario para la supervivencia y el
crectmiento. Siguiendo el desarrollo del pez, después del primer desove, el ciclo gonadico
det pez adulto se encuentra dividido en tres etapas generales; regresion, recrudescencia o
remicio del desarrollo y madurez, conduciendo a otro periodo de desove (Blazquez ef al,
1998).

En el pez dorado ha resultado ser un modelo util para el estudio de la reproduccion
estacional, al ser un miembro de representativo de los ciprinidos, un grupo importante de
peces que estan ampliamente distribuidos en climas subtropicales y templados. En estas
especies, la etapa de recrudescencia gonadal es paralela al incremento de los niveles de
GTH-II (hormona estimuladora de gonadotropina - 1) en suero (Habbibi er al, 1989;
Sokolowska e af, 1985). Después de la maduracion gonadal, el desove ocurre en respuesta
a factores externos como fermonas y cambios ambientales (Aida K.A, 1988; Stacey et al,
1994). Con anterioridad al desove, surge un pico de GTH-II, resultando los niveles
maximos de GTH-Il promoviendo [z esperma en machos y la ovulacion en hembras, La
etapa de desove es seguida por la regresién que involucra una declinacién en los niveles de
GTH-II en suero y la reabsorcién de cualquier remanencia de vitelo en las gonadas
(Blazquez et af, 1998).
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Fig. 3, Esquema general del encéfalo de pez dorado en posicion lateral (A) vy
posicion longitudinal (B) mostrando las estructuras que lo componen; BO, bulbo
oifatorio; I, nervio olfatorio; Tel, telencéfalo; TO, tectum optico; Hyp, hipotalamo;
Cer, cerebelo; L Vag, l6bulo vago, ME, medula espinal; Thal, Talamo; Teq,
Tegmento; LAc, I6bulo actstico; LF, I6bulo facial; Med, medula oblongata, VC,
valvula del cerebelo (Modificado de Jerald J. Berstein, 1970).

Fig. 4, Representacion del encéfalo de pez dorado; A) encéfalo completo de pez dorado,
con los cortes numerados: [) corte transversal en |, cerebro anterior, If) corte transversat
en 2, cerebro anterior, lil) corte transversal en 3, cerebro medio, IV) corte transversal en 4
cerebro posterior, V) corte transversal en 5, cerebro posterior, V1) corte transversal en 6,
cerebro posterior, VIl) corte transversal en 7, espina dorsal (Modificado de Cardenas,
1298).



Fig. 4 Representacion del encéfalo de pez dorado.




OBJETIVO

Establecer la distribucién de somatostatina 14 en el encéfalo de pez dorado hembra durante

la etapa de recrudescencia.




METODOLOGIA

Los organismos fueron comprados a granjas piscicolas locales. Los peces fueron
mantenidos en piletas de 1250 its de capacidad, a 20 +1 °C con aireacion continua.
Alimentados diariamente con alimento comercial balanceado (Wardley), con un

fotoperiodo de acuerdo al fotoperiodo natural de 1a Cd. de México.

Se utilizé la técnica inmunohistoquimica modificada de (Taylor y Burns 1574; Elson
1995). La obtencion de las muestras fue a través de un proceso donde se anestesiaron los
cjemplares de Carassius auratus por medio de inmersion en agua con tricaina metano
sulfanato (MS 222), a una concentracion de 0.05%. Cuando cesé el movimiento opercular,

los peces fueron sacrificados por medio de un corte de la méduta espinal.
TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA.

Los encéfalos se fijaron con un amortiguador de paraformaldehido con picrato (2hrs),
posteriormente se lavaron en un amortiguador de fosfatos (PBS, dilucién 1:3), se
deshidrataron por medio de una concentracidn creciente de etanol, (70, 80, 90, 96%,
absoluto), después fueron infiltrados con parafina I v 11 por dos horas e incluidos en

paraplast. Se realizaron cortes seriados a 15 micrémetros de grosor.

Los cortes se desparafinan en Xilol [, se rehidrataron por pasos sucesivos de
concentraciones decrecientes de etanol hasta llegar a agua, para enseguida permeabilizarlos
en metanol a 4°C, se inactivaron la peroxidasa enddgena con etanol- icido y se lavaron con
PBS, 1:3. Se bloguearon con suero bovino al 1% en (PBS 1X)} a temperatura ambiente por

30 minutos.

Se incubaron con anticuerpo Antisomatostatina de conejo por un periodo de 24 hrs. 2 4°C
a una dilucidn 1/100, Posteriommente se lavaron dos veces con PBS, 1:3. La incubacion del
2° anticuerpo conjugado con peroxidasa (anti IgG de chivo anticonejo H+L.) fue por 2 hrs a

una dilucién 1/100, Se realizaron dos lavados con PBS, 1:3.
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La reaccion fue revelada por medio de una solucion de diaminobencidina (DAB) 20mg
DAB — 100 ml PBS y 500 microlitros de Hz0; ( 33 microlitros de H;O; al 30% + 967
microlitros de H;O destilada ) por 15 minutos, para después lavar con PBS, 13 y
contratefiir con Hematoxilina de Mayer. Finalmente, los cortes fueron deshidratados en

alcoholes graduates y montados con resina sintética (Diagrama).

La observacion de los cortes se realizd con un microscopio Carl Zeiss bifocal. Las dreas del
encéfalo, donde se registr6 Ia presencia de $S-14, fueron determinadas de acuerdo al mapa
reportado por Peter y Gill, (1975).

El reconocimiento de la etapa del pez se realizd basandose en el indice gonadosomatico ™.

CONTROLES

Se realizaron cuatro ensayos, observando que la inmunoreaccion fuera especifica para
somatostatina, el primero se realizé sin inactivar la peroxidasa endégena agregando el
sustrato, el cual tuvo una reaccién negativa. El segundo ensayo se realizéd inactivando la
peroxidasa, agregando ¢l sustrato sin los anticuerpos en la que se observéd una reaccion
negativa. El tercer ensayo se realizé sin bloquear los sitios inespecificos sin primer
anticueTpo {antisomatostatina) y con el segundo anticuerpo (anti 1gG de chive anticonejo
H+L), diluido ¢n PBS, en el cuil también se observé una reaccion negativa. El ultimo
ensayo, se realizé con el segundo anticuerpo (anti IgG de chivo anticonejo H+L), diluido en
suero bovino, sin el primer anticuerpo (antisomatostatina), el cual presentd una reaccion
negativa, a todos los controles, se les siguié con el mismo procedimiento de la técnica
inmunohistoquimica (Taylor y Bumns., 1974, Elson, 1995) para obscrvar la reaccién que
estos presentaban.

-

Ver apéndice
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Diagrama que ilustra la metodologia empleada en la distribucion de somatostatina
en encéfalo de pez dorado Carassius auratus.
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RESULTADOS

La distribucion de la inmunoreaccion a somatostatina, en el encéfale de pez dorado
Carassius auratus, fue encontrada en las siguientes éreas: Cerebso anterior, area ventralis
telencéfalo pars ventralis (Vv), area ventralis lateralis (V1), 4rea dorsalis medialis (Dm),
arca dorsalis centralis (D¢), area dorsalis lateralis (D1), drea dorsalis dorsalis (DJ),
comisura anterior (Ac), tracto olfatorio (OIT), tracto dptico (OT), nervie 6ptico (ON),
quiasma dptico (OC), nicleo enteropendecularis (NE), niicleo predprico periventricularis
(NPP), nicleo anterioris periventricularis (NAPV), nicleo lateralis tuberis pars posterioris
(NLTp), nicleo diffusus toris lateralis (NDTL), nicleo tenia (NT), nicleo preglomeruloso
pars medialis comisuralis (NPGc). Cerebro medio, tectum éptico (O Tec), tegmento del

cerebro medio (MT), células de Mautnher (MC). Cerebro posterior, cerebele (C), nicleo
reticularis superioris (NRS), nicleo gustatorio secundario (SGN), nicleo reticularis
inferioris (NR1) con una importante presencia, micleo reticularis medialis (NRM), tracto
trigémine (DT), fasciculos longitudinales medialis (MLF), nervio facial (FN) y lébulo vago
(VL) con unz presencia importante de inmunoreaccion en el encéfalo. Asi como la
presencia en fibras de todo el encéfalo con una mayor proporcidon en cerebro medio y

posterior.
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Locafizacién de las zonas de reaccidn a somatostatina, “circulo” en el
esquema, intervalos entre los esquemas: A-B = 300 pm; B-C = 300 pym; C-D = 200 um; D-
E =400 uym; E-F = 200 pm; F-G = 200 pm; G-H = 600 pm; H- = 1000 pm; I-J = 360 pm; J-
K =120 ym; K-L = 360 um; L-M = 840 um; M-N = 240 pm; N-O = 700 pm; O-P =700 pm;
P-Q = 500 ym (Modificado de Pikavance, ef al., 1992)
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¥t e : 1
Distribucion de inmunoreaccién a somatostating en encéfalo de Carassius auvratus; A cerebro
posterior 400X, B cerebro medio 400X, € fibras inmunoreactivas en cerebro medic 1000X, D
inmunoreaccion en la periferia de cerebro medio 500X, E inmunoreaccién en cerebro posterior
40X, F cerebro medio 160X, Contratincion con Hematoxilina de Mayer.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran la F;resencia de somatostatina tanto en nicleos,
como en fibras demostrande el importante papel de esta molécula en el encéfalo, ya que se
le han atbuido funciones de neurofransmisor y neuromodulador en el SNC (Patel y
Srikant, 1997, Reisine y Bell, 1995). La somatostatina es un potente iphibidor de la
secrecion basal ¢ inducida de la GH en una gran variedad de mamiferos y peces.
Contrariamente a lo reportado por  Finley et af, (1981) y Johanson ef al, (1984) quienes
no encontraron inmunoreaccion a somatostatina en el cerebelo de rata adults, el presente
trabajo reporta la presencia de somatostatina en el cerebele de pez dorado, mostrando de

esta forma una diferencia entre teledsteos y mamiferos.

En peces, la distribucién de fibras y neuronas inmunoreactivas a somatostatina se ha
detectado en células periféricas, en el nicleo anterioris paraventricularis que delimita ef I1I
ventriculo, de especies como Anguille anguilla, Phoxinus phoxinus y Salmo garidner
(Vigh- Teichman et af, 1983).

Los niveles altos de reaccién a somatostatina se han encontrado en el telencéfalo, en
especial para el hipotilamo, tdlamo y corteza cerebral en el mes de Noviembre (Marchant
ef al, 1986). Estos resultados sugieren variaciones temporales de GH que son reflejo en la

secrecidn de somatostatina.

Dubois et al, (1979) como otros autores; (Kah er al., 1982, Olivereau et al., 1989, Batten et
al., 1985, Sas y Maler., 1991), han descrito la distribucién de somatostatina en el diencéfalo
de varios teledsieos incluyendo al pez dorado. En el encéfalo de pez dorado, los resultados
muestran una coincidencia en los ndcleos inmunoreactives 3 SS con respecto a estudios
rezlizados por Dubois er al, (1979), quienes reportan la presencia de SS en los niicleos
preéptico paraventricular (NPP) de trucha arcoiris; Olivereau et al, (1984) reporta
inmunoreactividad a SS en nitcleos como: nilcleo predptico paraventricular de diferentes
teledsteos entre ellos Salmo irideus, Salmo fario, Salmo salar, Oncorkynchus keta, Mugil
ramada, Myoxocephalus octodecimspinosus, Colisa lalio, Anguilla anguilla. Bn el estudio

realizado por Kah ef af, (1982) en el encéfalo anterior de Ciprinidos, Carassius auratus y
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Gambusia sp. localizaron la reaccidn a somatostatina en el niicleo predptico periventricular.
Estos datos junto con los obtenidos en el presente trabajo, nos muestran el significativo
papel que juega en esla region hipotalimica, reguladora de la secrecién de GH en la
hipofisis.

Los efectos inhibitorios de la somatostatina 14 en la secrecién de GH son evidentes en
vertebrados inferiores, incluyendo teledsteos (Conlon, 1990; Harvey, 1993). La aplicacién
de somatostatina 14 reduce la secrecidon de GH tanto in vitro como in vivo de muchas
especies de teledsteos, incluida Ia tilapia (Helmes ef af., 1987, Melamed et af., 1995,1996),
trucha arcoiris (Luo et al., 1990; Pérez Sanchez et al., 1992; Holloway et al., 1997), salmén
coho (Sweeting y Mckewn, 1986), carpa comiin (Lin er a2l., 1993), y pez dorado (Cook y
Peter, 1984; Marchant ef o/, 1987).

Destaca como tnico reporte del encéfalo completo para Carassius auratus, el realizado por
Pikavance et al, (1992), cuyo trabajo también localizé al neuropéptido Y (NPY) por medio
de inmunoperoxidasa e inmunofluoresencia para $5. Encontré que ambos péptidos tienen
una distribucién muy semejante con una presencia de fibras inmunoreactivas en todo el
encéfalo de pez dorado. Nuestro trabajo encuentra coincidencias, siendo las siguientes; el
drea venrralis lateralis (V1), nicleo entopendecular (NE), area dorsalis ceniralis (Dc),
niicleo predptico paraventricularis (NPP), nicleo anterioris paraventricularis (NAPv),
tectum 6ptico (O Tec), nicleo gustativo secundario (SGN}, ldbulo facial y 16bule vago
(VL). Los datos reportados por Pikavance et al, (1992) no especifican el sexo del
organismeo ni en qué etapa del ciclo reproductivo se encuentra, es por elfo que en el
presente trabajo al identificar algunas de las dreas reportadas por Pikavance er af, (1992)
podemos mencionar que en recrudescencia la somatostatina se encuentra eén estas 4reas, con
una mayor presencia de fibras positivas en O Tec, SGN, VL y lébulo facial, Aunque no
todas las 4reas-con inmunoreaccién reportadas en el presente trabajo tuvieron una
constancia respecto a los autores previos (Dubois ef al, 1992: Kah et al, 1982; Olivereau et
af, 1984; Baiten et af, 1985; Sas y Maler, 1991).
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En cerebro anterior; las areas ventralis del tefencéfalo pars ventrulis, dorsalis medialis,
dorsalis lateralis, dorsalis dursalis, asi como en comisura anterior, €l nervio 6ptico,
quiasma dptico, tos nicleos entopendectdaris, lateral tuberis pars pasterioris, difussus toris
lateralis, tenia, preglomeruloso pars medialis comisuralis. Para cerebro medio, tegmento
del cerebro medio, células de Mauthner. En cerebro posterior, cerebelo, los nucleos
reticularis inferioris, reticularis medialis y el tracto trigémino, fasciculos longitudinales
medialis y nervio facial. Estos datos colaboran al tratar de entender de una manera mas
especifica la accion de este tetradecapéptido SS-14 en las zonas localizadas con un
anticuerpo especifico para el, en la etapa de recrudescencia, ratificando una importante
funcion en el hipotilamo — hipéfisis, 1a cual se encuentra involucrada en ta regulacion de fa
secrecion de hormonas a partir de la hipéfisis (Rao e af, 1982), Cerebro posterior, €l tracto
mesencéfalico cerebelar el cual sirve para la transmision de la informacion del tectum
optico al cerebelo (Samat y Netsky, 1973), una presencia de 8S en el idbulo vago y facial

involucradas en la informacion vicero-sensorial (Kah et of, 1982).

La regulacion neuroendocrina de la secrecion de GH en el pez dorado como en otras
especies es multifactorial. Un balance entre la estimulacién y la accion inhibitoria de
neurochormonas en las células somatotropas (Peter y Marchant, 1995; Peng y Peter, 1997).
La somatostatina (S8 ¢ SRIF) es el primer inhibidor basal de la secrecion de GH,
norepinefrina (NE), serotonina {5-HT) y glutamato también tienen accion inhibitoria sobre
la secrecién de GH. La secrecion de GH es estimulada por el factor estimulante de la
hormona de crecimiento (GRF), en la hipofisis el polipéptido adenil-ciclasa (PACAP),
hormona gonadotrépica (GnRH), dopamina (DA), neuropeptide Y (NPY), hormona
estimuladora de la tiroides (TRH), colecistoquinina (CCK), bombesina (BBS) y activina
{Peter y Chang, 1999) (Fig. 5).
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Fig. 5. Diagrama que ilustra los mecanismes de transduccion mediados pat la regulacidn neuroendocrina en la
secrecin de GH por GnRH, DA, PACAP y SS en pez dorado. La secrecién de GH puede tomar dos vias por
la proteina kinasa (PKC) o por los receptores sansitivos de AMPGIPKA. La GnRH utiliza los mecanismos
dependientes PKC; en contraste, a DA utiliza la via receptores D1 y la PACAF la via de receptores tipo 1
(PVR1) activando los mecanismos sensitivos AMPo/PKA. La activacidén de PKC y el AMPc incrementa la
cantidad extracelular de Ca® entrando por los canales sensitivos a voliaje de Ca® (VSCC), donde se e
agrega la enzima calmodulin (CAM), la esiimulacibn de la PXC es activada por Na'fH' por ¢l sistema
antipuerta que afecta ef pH intracelular, las &reas dependientes de AMPGC utilizan para moverse el acido
araquindnico {AA). La accin de la somatosiating es mediada por fa inhibicién de PKC, AMPc y Ca®'
dependientes de la secrecion de GH (Modificado de Peter y Chang, 1999).

Junto con otros factores neurcendocrines, la informacién disponible en pez dorado de los
factores estimuladores predominantes en regresion sexual es la DA, CCK y GRF. En
madurez sexual GnRH, NPY y TRH son los factores predominantes. La evidencia
expenimental indica que en ¢! SNC el control de 1a secrecion de GH desde la hipéfisis es
activado por un delicado sistema entre hormonas hipotilamicas siendo dos las mas
importantes, la hormona estimulante de la hormona de crecimiento (GHRH é GRF) y su
contraparte la hormona inhibitoria, la somatostatina (SS 6 SRIF) (Fig, 6).
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Fig. 6. Modelo neuroendocrino muttifactorial de la hormona de crecimiento (GH) en pez dorado y
carpas, {y ) estimulacién, ( -L ) Inhibicién, abreviaciones; colecistoquinina, CCK; dopamina, DA,
Factor estimulador de ia GH, GRF; hormona liberadora de gonadotropinas, GnRH; Neuropeptido Y;
norepinefrina, NE; serotonina, 5-HT; Somatostatina, SS§ o SRIF, hormona estimuladora de la
tiroides, TRH (Modificado de Peter y Marchant, 1995).

La estimulaci6n de la secrecién de GH por GRF en teledsteos ha sido establecido por Peng
y Peter, (1997). Las neuronas con GRF se han encontrado distribuidas en el nicleo tuberis
lateralis y niicleo predptico en el hipotdlamo; el GRF se proyecta en la pars distalis por la
via nerviosa de la hipdfisis (Marivoet ef al, 199, Luo y Mckewon, 1989). La reaccidn en
nicleos com6 en fibras se ha localizado en, nitcleo predptico y la region ventrobasal del
hipotilame en el pez dorado usando un anticuerpo especifico para GRF (Rao ef af, 1996),
nicleo predptico y nicleo predptico periventricularis y fibras nerviosas que llegan hasta la

hipéfisis esto en pez dorado como en carpas (Olivereau er af, 1984),

En teledsteos, el NLT inerva a la hip6fisis (Peter er a/., 1990; Anglade ef ai., 1993; Prasada
Rao ef al., 1993), contiene células inmunoreactivas a hormona estimuiante de la hormona
gonadetropica (GnRH) (Kah er o/, 1986), somatostatina y otros péptidos (Peter, 1986),
cuerpos celulares inmunoreactivos fueron localizados entre el nervio olfativo y el bulbo

olfatorio, en el tracto olfatorio, la parte ventral del tetencéfalo, el nicleo predptico
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parvicelularis anterioris y ¢! hipotalamo ventrolateral con una presencia de fibras en todo
el encéfalo inmunoreactivas a GnRH con una mayor presencia en cerebro anterior y tectum

optico de Carassius auratus (Kim ef af, 1995).

La inmunoreaccidn para la hormona liberadora de crecimiento (GHRH), fue descrita por
Rao et af, (1996) en el nicleo predptice periventricular (NPP), nicleo lateralis wberis
(NLT), nicleo lateral del leminisco (NLL) y la glandula pineal. En el drea preéptica y drea
ventralis del telencéfalo que recibe la inervacion desde las células del NPP. Las fibras que
salen del NLT se extienden caudalmente a lo largo del piso infundibular que inerva a la
hipofisis. La inervacion en el hipotalamo encontrindose GHRH en NLL tiene influencia
sobre los procesos de alimentacion. La presencia de GHRH en la glindula pineal (glandula
que secreta melatonina) se cree que tiene relacién con el ciclo dia — noche del organismo
{Rao et al, 1996) en pez dorado encontramos somatostatina en fibras del NPP posiblemente

en ¢sia etapa de recrudescencia regulando la secrecidn de GHRH.

La presencia de células inmunoreactivas a GHRH en el NPP, presumiblemente envuelto en
la estimulacion y liberacidn de 1a GH. Se conoce que ¢l NPP inerva a la hipdfisis (Kah et
al., 1987, Anglade et al., 1993; Prasada Rao ef al., 1993), fibras con inmunoreaccion a
GHRH aparentemente provenientes del NPP extendidas rostralmente e inervadas en el drea
veniralis del telencéfalo. La parte ventromedial del telencéfalo ha sido identificada en la
regulacion de Ia alimentacion (Demski, 1983) y 1a regulacion del desove (Kyle et af, 1982)

en teledsteos.

En varios teledsteos el NPP se ha observado con dopamina (DA) (Kah et al, 1988),
gatanina (Cornbrooks y Parsons, 1991., Olivereau y Olivereau, 1991) y somatostatina {Sas
y Maler, 1991, Pikavance et af, 1992., Kah et af, 1982., Dubots er al, 1979) en el presente
trabajo también se identificé inmunoreaccion en esta drea para SS en fibras posiblemente

en una funcion moduladora de esta area.
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Las células somatotropas son sensibles a los factores neuroendocrinos que son
influenciados por los esteroides sexuales. La accidn estimuladora de la DA en la secrecion
de GH varia de acuerdo a las estaciones del ciclo reproductivo, una alta existencia de DA
en regresion, intermedia en recrudescencia y baja en madurez (Wong et af, 1993). En el
NPP juega un papel en la inhibicion de [a secrecion de la GH por la activacion del receptor

D1 en las células somatotropas (Wong er al., 1993, 1994).

La primera demostracion del receptor DI en hipéfisis de vertebrados. Por medio de
estudios autoradiogrificos revetaron que el sitio de union DI especifico se encuentsa
localizado en la pars proximalis distalis de 1a hipofisis en pez dorado donde se localizan las
células somatotropas (Wong ef a/, 1993) estos datos dan soporte que el receptor D1 y la DA

regulan la secrecion de GH.

Otro factor neurcendocrino importante es el NPY al cual se le reconocen funciones como
nevromodutador y neurotransmisor, en adicion a esto se le reconocen funciones
neuroendocrinas en la regulacién y secrecion de hormonas en la hipéfisis en mamiferos
como en otros vertebrados (Kah er al., 1989; Pau er af., 1989). La inmunoreacciéon a NPY
fue observada por Pikavance er al, (1992) en pez dorado en, NPP, NPO y NLTI con las
mismas funciones de neuromodulador y neurotransmisor {Pontet e al, 1989). Se han
observado fibras en la pars distalis y en el 16bulo neurcintermedio de la hipdfisis de pez
dorado, pero no se encontrdé NPY en el hipotalamo,

Una alta colocalizacion de NPY y 8S en el drea dorsal del telencéfalo sugiere una conexion
neuronal desde V1 a De (Pikavance ef af, 1992). En el cerebro anterior de mamiferos, las
neuronas ¢on inmunoreaccidn a SS y NPY fueron localizadas en el cuerpo estriado, cortex
cerebral y regiones ventrales del hipocampo (Vincent e g/, 1982, 1983; Staines ¢ alf,
1988).
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La presencia de SS ¢n los nicleos, NPQ y NLTI sugieren una funcion reguladora en el area
hipotalamica, ademas de presentar una inervacién neurosecretora en la hipofisis (Fryer y
Maler, 198!) se han encontrado fibras positivas a SS con una inervacion directa en la

adenohipdfisis de pez, oveja, cerdo, rata (Dubois ef 2/, 1977).

La colocalizacion de S8 y NPY en el area de forus semicircutaris (TS) sugiere que la
neurcnas se proyecian al tectum optico (Finger y Tong, 1984), también fueron encontrados
en los sistemas faciales donde ocurren los procesos de seleccion de comida y deglucion
(Finger, 1988), en pez dorado en recrudescencia se encontrd inmunoreaccidn a

somatoslatina en estas dreas.

La tocalizacion en el tracto trigémino de SS y NPY, de la cual media las sensaciones
tactiles a la cabeza (Puzdrowski, 1938). La localizacion de SS en el cerebelo juega un papel
modulador en los procesos del tono muscular en el animal, reflejos, Ia integracion visual,
acistica y quiza en la estimulacion del gusto. En el haz mesencéfalo-cerebeloso mostrd una
presencia de SS en relacion 2 lo reportado para su receptor por Cardenas et af, (2000). Dado
que este haz es una via de impulsos entre el techo optico y el cerebelo (Samat y Netsky,
1976), es probable que se utilice esta nita como auxiliar en el control de movimientos
corporales, una vez que la informacién procedente del exterior fue procesada en el techo
Optico, se envie al cerebelo encargado de coordinar los movimientos corporales que
resulten mas adecuados para el organismo de acuerdo a los factores externos, como
pudieran ser: la presencia de alimento, las presencia de depredadores o alguna otra amenaza
(Cardenas, 1998). Una de las estructuras mas desarrolladas en el encéfalo de peces es el
techo dptico. Cuando esta parte anatémica del encéfalo de peces ¢s comparada con su
homologa en cualquier otro vertebrado, el techo dptico de teledsteos muestra claramente la
importancia que ha cobrado en estos organismos. Ademis de la funcién general de
coordinacién visual, otras funciones han sido atribuidas a dicha estructura en peces. Entre
ellas encontramos la correlacién con otras vias exteroceptivas, donde después del anilisis
de la informacion se emite una respuesta. Es por ello gue no resulia sorprendente que en el
techo gptico se registre una abundancia de receplores a somatostatina {(Cardenas e al,

2000), presentando una significativa correlacion con el péptido.
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En el caso de los lobulos vages, concuerdan con 1os reportados por Pikavance ¢f af, {1992)
con ¢l neuropéptide v por los datos reportados para su receptor (Cardenas ¢f of, 2000).
indiscutiblemente existe una marcada influencia de esta neurchormona en el sentido del
gusto, tanto a nivel palatino como a niveles de branquias y papilas gustativas ubicadas en la
ptel, pues es bien sabido que entre los vertebrados, es en teledsteo donde se presentan la
mayot sensibilidad al sentido del gusto y es en dicha zona del encéfalo donde se controla

esta sensacidn (Cardenas, 1998).

La presencia de receptores en el encéfalo, reportados por Cardenas ef af, (2000) establecen
la distribucion de receptores para somatostatina 14, en todo el encéfalo de pez dorado
Carassius auratus, encontrando en todo el encéfalo receptores. Donde observamos una
correlacion del receptor por la cantidad de receptores identificados, con el tetradecapéptido
(55-14) localizados por el presente trabajo fue en: nicleo predptico paraventricularis
(NPP), Tectum optico (O Tec), lébulo vago (VL), las siguientes dreas no fueron reportadas
por Cardenas er al, (2000), por una presencia significativa de receptores a 55-14, nucleo
anterioris periventricularis (NAPv), nicleo entopendecular (NE), drea veriralis lateralis
{V1), nixcleo dorsocentral del telencéfalo (Dc), rea dorsalis telencéfalo pars medialis (Dm),
drea dorsalis telencéfalo pars lateralis (DI), tracto olfatorio (O1T), tejidos conectivos (CT),
nicleo tenia (NT), nucleo preglomeruloso pars medialis comisuralis (NPGc), nicleo
gustatorio secundario (SGN), nervio optico (ON), quiasma optico {(OC), células de
Mauthner (MC), fasciculos longitudinalis medialis (MLF), tracto optico (OT), nicleo
lateralis tuberis pars posterioris (NLTp), nicleo reticularis medialis (NRM), ireas que
fueron encontradas en el presente trabajo, lo que nos indica que no necesariarmente existe

una correlacién con el receptor posiblemente.

Las variaciones temporales de cantidad de somatostatina fueron observadas en diferentes
modelos experimentales tanto en hembras como en machos (Marchant e af, 1986). El ciclo
reproductivo del pez dorado es por temporadas, en lo que a concentraciones de hormona de
crecimiento (GH) en suero respecta, presenta niveles altos en la preovulacion, hasta
después del periodo de ovulacidn, ya que los niveles bajos de GH ocurren en la regresion

sexual del pez, en verano y otofio (Marchant es o/, 1989).
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Lin et af, (1999}, revela tres formas de SS a pantir de cDNAs aisladas del cerebro de pez
dorado, los cuales codifican para tres prepro-somatostatina (PSS) designados como PSS-I,
PS5-11 y PSS las cuales codifican para $S-14, SS-28 y una variante de SS-14

respectivamente.

En pez dorado los niveles son altos para PSS-II y PSS-1Il en machos como para hembras en
¢l mes de Julio cuando estan en regresion, los niveles bajos [os encosttramos en e! mes de
Abril cuando estan sexualmente maduros. Lo cual nos indica que las variaciones de RNAm
de PSS-II y PSS-1II en sus niveles, no necesariamente tienen una correlacion en las

variaciones temporales de GH (Marchant er af, 1986, 1989).

Datos obtenidos por Lin ef af, {1999) demuestran que los niveles altos de RNAm para PSS-
I del pez dorado fueron registrados en madurcz sexual en el mes de Abril y en
recrudescencia en el mes de Diciembre ya que en el mes de Julio cuando la génada esta en
regresion fueron bajos al igual que machos (Tabla 2). Ei presente trabajo realizado en
hembras en la etapa de. recrudescencia, Diciembre, describe una gran variedad de dreas y
fibras inmunorcactivas a 5SS posiblemente por lz pran presencia de PSS-I en cerebro
anterior del encéfalo de Carassius auratus reportado por Lin et al, (1999), como de la
vaniante PSS-1II, en lo que el anticuerpo posiblemente lo identifique como PSS al no
notar la variacion de los aminoacidos, es por lo que se sugiere realizar mas estudios de tipo
hibridacién in situ en el encéfalo para demostrar de manera mas explicita la presencia y

areas localizadas de SS-14 en Carassius auratus.

PSs-I
MADUREZ REGRESION RECRUDESCENCIA
ABRIL JULIO DICIEMBRE
Machos Concentracién baja | Concentracion baja | Concentracion baja
mbras Concentracién alta | Concentracién baja | Concentracién alta

Tabla. 2. Concentraciones de PSS-I tanto en machos como en hembras de Carassius aurafus
{Modificado de Lin ef af, 1998).
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Los niveles altos de RNAm de PSS-1 del pez dorado, lo notaron en la madurez sexual en ¢l
mes de Abril y en recrudescencia en el mes.de Diciembre, niveles bajos de PSS-l en
regresion sexual en el mes de Julio. Las diferencias entre machos y hembras en la expresién
de RNAm de PSS-1 implica para ambos que los esteroides sexuales modulan la expresion
de RNAm de PSS-{ en el pez dorado (Lin ef af, 1999).

Los niveles de GH en suero durante la madurez sexual y posterior al desove son altos y
bajos en regresion sexual en otofio, en pez dorado (Marchant y Peter, 1986., Marchant ef al,
1989). Los esteroides sexuales, en particular el estradiol, parecen influir en la cantidad de
secrecién basal de GH. Las concentraciones de somatostatina 14 en varias regiones del
encéfalo de pez dorado, varian de acuerdo a las variaciones en el ciclo reproductivo esto es
inverso a las concentraciones de GH que son reflejo de los cambios en 1a intensidad de Ia
5S-14 en su wthibicion (Marchant ef af, 1989).

Estudios previos, demuestran que las variaciones temporales en la circulacion de GH del
pez dorado, se observa un nivel alto en el mes de Junio y un nivel bajo en el mes de
Noviembre (Marchant y Peter, 1986). Las variaciones en el crecimiento del pez dorado se
encuentra en correlacion en parte por el ciclo en los niveles de GH en suero (Marchant et
al, 1989).

Las técnicas de mantenimiento, crecimiento y reproduccion de los peces han ido cobrando
importancia y se ha pasado de técnicas en las cuales se mantenia a las especies y tan sélo se
extraia una parte de su poblacién, permitiendo que el resto de la misma continuara con su
ciclo natural, a otras en las que se aplica el control de los factores ambientales, el manejo
del ciclo de crecimiento y/o reproductivo, y mas recientemente la aplicacién de sustancias
que promueven el crecimiento o la reproduccién de la especie. Uno de estos aspectos
basicos que debe conocerse parz la mejor explotacién de los‘ peces es su endocrinologia
(Cardenas, 1996). En el presente trabajo encontramos una gran variedad de dreas de
inmunoreaccion a somatostatina en este periodo de recrudescencia cuyos datos concuerdan
en la presencia de $S-14 por autores previos, con los reportados para su RNAm (PSS-1), en

cerebro anterior de esta época del afio, € inversas a las concentraciones de GH en suero
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reportadas para pez dorado, siendo Diciembre el mes de su sacrificio, de los cnales en areas
como: el tracto mesencéfalico-cerebelar, el tectum dptico, los lébulos vagos v faciales
encuentran una relacion estrecha con su receptor en las funciones de la transmision de la
informacion del tectum dptico al cerebelo, integracion de la informacion visual y en la

regulacion de la ingestion respectivamente.




39

CONCLUSIONES

En la etapa de recrudescencia de pez dorado hembra, se encontraron las siguientes
dreas; Cerebro anterior, area ventralis telencéfalo pars venmtralis (Vv), area
veniralis lateralis (V1), area dorsalis medialis (Dm), area dorsalis centralis (Dc), area
dorsalis lateralis (D), area dorsalis dorsalis (Dd), comisura anterior (Ac), tracto olfatorio
(OIT), tracto 6ptico (OT), nervio optice (ON), quiasma éptico (OC), nicleo
enteropendecularis (NE), nicleo predptico periventricularis (NPP), nicleo anterioris
periventricularis (NAPv), nicleo lateral ruberis pars posterioris (NLTp), nicleo diffusus
toris lateralis (NDTL), nicleo tenia (NT), nicleo preglomertdoso pars medialis
comisuralis (NPGc), Cerebro medio, tectum optico (O Tec), tegmento del cerebro
medio (MT), células de Mautnher (MC). Cerebro posterior, cerebelo (C), nicleo
reticularis superioris (NRS), nicleo gustatorio secundano (SGN), nicleo reticularis
inferioris (NRI), nicleo reticularis medialis (NRM), tracto trigémino (DT), fasciculos
longitudinales medialis (MLF), nervio facial {(FN) y lébulo vago (VL). Asi como la
presencia en fibras de todo el encéfalo con una mayor proporcion en cerebro medio y

posterior.
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~ APENDICE

Técnica Inmunohistoquimicz (Taylor y Burns, 1974; Elson, 1995).

1. Permeabilizar los cortes en metanol a 4° C por 5 minutos.

1. Para eliminar la actividad de la peroxidasa endogena presente en fa células, se
colocan en una camara hitmeda las laminillas durante 15 minutos con etanol -acido
{0.074 % HCL en etanol al 100%) Weir et /., (1974).

3. Lavar 4 veces con Buffer de Fosfatos Salmo (PBS) (1:3).

4. Incubar en suero bovino 1% - PBS 1X a temperatura ambiente por 30 minutos.

5. Incubar con el primer anticuerpo anti- somatostatina de conejo (1:100) por 24 hrs. A
4°C.

6. Lavar 2 veces con PBS 1.3,

7. Incubar con el segundo anticuerpo conjugado de peroxidasa anti-igG de chivo

anticonejo por 2 hrs.

Lavar 2 veces con PBS 1:3.

9. Revelar con una solucidn sustrato de Diaminobencidina- H;O; al 30% por § minutos

aproximadamente o hasta que genere color. Detener la reaccion en PBS 13 y
realizar 4 lavados.

10. Sé contratific con Hematoxilina de Mayer por 1-3 minutos.

11. Lavar con agua corriente.

12. Deshidratar con alcoholes graduales {alcohol del 70°, 90°, 96°, y absoluto) por 1
min. Y aclarar en Xilol por Imin.

13. Finalmente montar con resina y observar al microscopio.




indice gonadosomatico

La identificacion del ciclo reproductivo se realizd en basé al indice gonada somdtico y la

observacion directa de las génadas, con relacion al peso y tamafio del organistmo.
Las cuales presentaban caracteristicas morfologicas para esta etapa del ciclo reproductivo,

Los resultados obtenidos mostraron un indice gonada somatico (1GS) entre 2 y 6% de las
hembras estudiadas en este estudié.

IGS= 100X peso dela gbnada / peso corporal. (Carl B. Schreck, and Peter B. Moyle,
1990. Methods for fish Biology, USA. pp-372)
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