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RESUMEN

En los peces, la regulacién de la secrecién de la hormona del crecimiento es un proceso
multifactorial, entre los estimuladores de la secrecion de esta hormona se encuentran:
GnRHs, GHRH, PACAP y DA. La inhibicién de esta la realiza fundamentalmente, la SS,
5HT y NE.

Este trabajo tuvo como finalidad establecer si existe una relacibn entre las
concentraciones de estradiol y el nimero de células hipofisiarias que producen GH, como
un mecanismo para explicar el aumento en la concentracion de esta hormona ante las
elevadas cantidades del esteroide. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del
estradiol sobre el nimero de células somatotropas en hembras inmaduras, maduras y en

etapa de regresion sexual de Carassius auratus.

Se trabajo con dos grupos, el grupo testigo y el grupo experimental, cada uno con 15
hembras a las cuales se les extrajeron las hipofisis y fueron procesadas de acuerdo a la
técnica inmunohistoquimica, usando un anticuerpo anti-GH Il de conejo y anti-IgG de
chivo anticonejo. Se realizé el analisis estadistico de los resultados, aplicandose la
Distribucion de T, con el fin de establecer diferencias entre el grupo testigo y el grupo

experimental.

El mayor numero de células inmunoreactivas se registré en las hembras inmaduras que
fueron tratadas con estradiol, seguido de las hembras maduras. Las hembras en etapa de
recrudescencia presentaron un menor aumento, en todos los grupos tratados con la
hormona estrogénica, la diferencia fue significativa respecto a los grupos que no se les
aplico el tratamiento.

A manera de conclusién podemos decir que tanto en hembras inmaduras, recrudescentes
y maduras del pez dorado, las altas concentraciones de estradiol circulante aumentan la

cantidad de células GH inmunoreactivas en la hipofisis.



INTRODUCCION

En los vertebrados la hipoéfisis se localiza en la base del diencéfalo, por detras del
guiasma o6ptico y delante del saco vasculoso. De acuerdo a su origen embriolégico, una
parte deriva directamente del sistema nervioso, llamandosele neurohipéfisis, la otra, esta
formada por la evaginacién ectodérmica del techo de la cavidad bucal embrionaria y es
conocida como adenohipdfisis. Esta ultima, secreta diferentes tipos celulares y hormonas
como son: las somatotropas produciendo hormona de crecimiento (GH) o somatotropina,
las lactotropas secretando prolactina (PRL), corticotropas secretando hormona
adrenocorticotropina (ACTH), péptidos de melanocortina y B-endorfina, todos derivados
del péptido precursor de la propiomelanocorticotrépico (POMC), tirotropas produciendo
hormona estimulante de la tiroides (TSH), gonadotropas secretando la hormona

gonadotropina (GtH), hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH).

En peces, a la adenohipdfisis se le reconocen tres partes: una rostral o pars distalis
rostralis (PDR) que contiene fundamentalmente a las células lactotropas y corticotropas,
otra mas caudal o pars distalis proximalis (PDP) que incluye a las somatotropas,
gonadotropas Y tirotropas, una pars intermedia (Pl) que contiene células productoras de
hormona estimulante de los melanocitos y somatolactina (Fig. 1) (Seuntjesns et al., 2002;
Eckert et al., 1990; Espinosa y Labarta, 1986; Peter et al., 1990, Norris, 1997).

FIG. 1 Mapa de localizacién de las hormonas hipdfisiarias. La Pars Distalis Rostralis (RPD), esta coloreada
en rojo (la region de ACTH) y en amarillo (la regién de PRL). La Pars Distalis Proximalis (PPD) esta
coloreada de azul fuerte (la regiéon de GH) y de azul claro (la regién de B-TSH), en verde rayado se representa
a (B-FSHy B-LH). La Pars Intermedia (PI) esta coloreada de violeta representando a (a-MSH), las células de
la SL coloreadas de violeta obscuro y la Pars Nerviosa (PN) esta coloreada de gris. Modificado de Kasper et
al., 2006.



En peces teledsteos, el eje hipotalamo-hipofisis difiere del resto de los vertebrados, ya
gue la entrega de neurohormonas producidas en el hipotdlamo a la adenohipdfisis es de
manera directa a través de axones que llegan a la proximidad de las células endocrinas
de esta ultima glandula. En este mismo grupo de vertebrados, las células somatotropas
estan localizadas en la pars distalis proximalis (PDP) y son las células mas grandes y
abundantes en la adenohipdfisis. Su forma es esférica u ovoide, con reticulo
endopldsmico rugoso medianamente desarrollado, granulos de secrecién abundantes y
relativamente grandes, de 350 a 400 nm de diametro en promedio. Su nucleo celular es

central (Villaplana et al., 2003).

HORMONA DE CRECIMIENTO
La Hormona de Crecimiento(GH), junto con la prolactina (PRL), pertenece a una familia
de hormonas peptidicas secretadas por la adenohipdfisis de todos los vertebrados. En

peces, dicha glandula ademas secreta a la somatolactina (Norris, 1997).

En el pez dorado, la hormona de crecimiento (GH), es una hormona multifuncional,
producida en las células somatotropas de la hipdfisis, su principal funcién es la de inducir
el crecimiento corporal del organismo. Ademas de este papel, en teledsteos, la GH juega
un papel importante como regulador en distintos eventos fisiolégicos incluyendo la
regulacién osmotica, el crecimiento somatico y el metabolismo, pero también desempefia
un papel importante en el sistema reproductivo e inmune (Herrero et al. 2003). Mas
recientemente se ha asociado a la GH con fendmenos reproductivos al participar
ayudando a estimular la esteroidogénesis, tanto en mamiferos (Childs, 2000; Hull y
Harvey, 2000; 2002) como en los peces (Le Gac et al., 1993).

Alrededor del 50% de la molécula de GH presenta una estructura a-helicoidal, con 4
dominios altamente conservados (Fig. 2), de acuerdo a determinaciones realizadas por
medio de cristalografia de rayos X, muestran que la GH de cerdo tiene cuatro o hélices

antiparalelas en diversos segmentos de su longitud (Abdel Meguid et al., 1987).

Actualmente se reconoce que la hormona de crecimiento es en realidad una familia de
proteinas, formada por isohormonas y/o variantes moleculares presentes en la mayor
parte de los vertebrados. En el caso especifico de la GH, el término isohormona describe

a proteinas con diferencias en su secuencia de aminoacidos (lo que puede obtenerse a



partir de la transcripcién de diferentes genes, por proceso de corte y empalme alternativos
o por la expresion de diferentes alelos), mientras que el término variante se utiliza para
describir cambios efectuados a nivel postraduccional (como glicosilacion, fosforilacion,

acetilacion, desamidacion, etc). (Aramburo et al., 1997).

HORMONA DE CRECIMIENTO (GH)

o helice 4
152-1943
a:-helice 1
7-31
cehelice 2
75-87

a- helice 3
106-127

FIG. 2 Esquema de la hormona de crecimiento y sus 4 dominios transmembranales. Modificada de Cardenas,
2005.

Especificamente en el pez dorado se ha reportado la presencia de dos isohormonas de
GH, denominadas gfGH-I y gfGH-II, respectivamente. Esta clasificacién se realizé con
base en la secuencia nucleotidica obtenida a partir de cDNAs. Ambas isoformas tienen
188 aminoacidos en sus formas maduras y son bioldgicamente activas. También cuentan
como prohormonas con un péptido sefial de 22 aminodacidos. La gfGH-I presenta 5
residuos de cisteina (Cys-49, Cys-123, Cys-161, Cys-178 y Cys 186) lo que establece una
similitud con otras isoformas de GH aisladas de otras especies de peces ciprinidos. La
gfGH-II tiene 4 residuos de cisteina entre sus aminoacidos (no se encuentra la Cys-123),
lo que le confiere una mayor similitud con las GHs del resto de los vertebrados (Fig. 3)



(Law et al., 1996). Como se ha observado en otras especies de teledsteos, no es rara la
presencia de mas de una isoforma de GH, ejemplo de ello, son diversas especies de
salmonidos como: Oncorhynchus mykiss, Salmo salar, Oncorhynchus keta (Argellon et al.,
1988; Johansen et al.,, 1989; Sekine et al.,, 1989), y el bacalao del atlantico Gadus
morhua (Rand-Weaver et al., 1989).

SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LAS DOS ISOFORMAS DE GH EN
TEELEOSTEOS

I MARALVLLSVVLVSLLVNOGRA SDNQRLFNNAVIRVQHLHQLAA 22
o MARALVLLSVVLVSLLVNOGRA SDNQRLENNAVIRVOHLHQLAA 2z

I KMINDFEDSLLPEERRCLSKIF PLSFCNSDYIEAPTGKDETQKS &5
I KMINDFED SLLPEERRCL SKIF PLSFCNSDYIEAPTGKDETQKS 6

I SMLKLLRVSFRLIESWEFPSQT LSGTVSNSLTVGNPNQITEKLA 110
O SMLKLLRISFRLIESWEYPSQT LSGTVSNSLTAGNPNQITEKLA 10

1 DLKMGISVLIQACLDGQPNMDD NDSLPLPFEEFYLTMGDNSLRE 154
I DLKMGINVLIKGSLDGQPNIDD NDSLPLPFEDFYLTMGENNLRE 154

1 SFRLLACFKKDMHKVETYLRVA NCRRSLDSNCTL 185 aa simitara ciprinidos
I SFRLLACFKKDMHKVETYLRVA NCRRSLDSNCTL 185 aa Similaral resty de

telzdstecs

Fig. 3 Secuencias de aa deducidas a partir de ADNc para GH-I () y GH-Il (I) de pez dorado.
Modificada de Cardenas, 2005.

SECRECION DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO

La secreciéon de GH, esta regulada por factores neuroendocrinos hipotalamicos, los cuales
acttan directamente en las células somatotropas. El grado de influencia neuroendocrina
en la secrecion de GH est4 determinado por el estado nutricional y reproductivo del pez
(Bjérnsson, 1997).

La acciones de la GH en los tejidos pueden ser directas o mediadas por el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-I). Se ha determinado la expresién de IGF-I en

el cerebro, el higado, el musculo, el corazén, el intestino, el pancreas, el rifion y las



gonadas. Sus principales acciones sobre el metabolismo son: aumento de la sintesis de

DNA y favorece el transporte de los aminoacidos (Peter y Chang, 1999).

FACTORES QUE ESTIMULAN LA LIBERACION DE LA GH

La liberacion de la hormona de crecimiento (GH) en el pez dorado es estimulada por el
péptido activador de la adenilato ciclasa en la hipofisis (PACAP), hormona liberadora de la
hormona de crecimiento (GHRH), hormona liberadora de gonadotropinas (GnRHS),
hormona liberadora de tirotropina (TRH), el neuropeptido Y (NPY), la dopamina (DA), y la

colecistoquinina (CCK). A continuacion se hard referencia a cada una de las moléculas.

EL PEPTIDO ACTIVADOR DE LA ADENILATO CICLASA EN LA HIPOFISIS (PACAP)
El péptido activador de la adenilato ciclasa en la hipéfisis (PACAP) tiene dos isoformas,
una de 38 aminoacidos (PACAP 38) y la otra de 27 aminoacidos (PACAP27). En peces
teledsteos la forma predominante que se encuentra en el encéfalo es la de 38
aminoacidos. PACAP, es una sustancia capaz de inducir la liberacién de la Hormona de
Crecimiento, en el periodo de regresién sexual (Peng y Peter, 1997, Melamed et al.,
1993).

En el pez dorado hay dos isoformas de PACAP 38, estas son: PACAP 38a y PACAP
38b, las cuales han sido clonadas. Estas dos isoformas de PACAP son efectivas para
estimular la liberacion de GH en las células hipdfisiarias de pez dorado. En contraste con
mamiferos , en el cual PACAP es solo un estimulador débil de la liberacion de GH y la
magnitud de respuestas de GH inducidas por PACAPs de pez dorado es similar. Esto
sugiere que PACAP puede servir como un potente secretor de GH en los ciprinidos. En el
pez dorado, PACAP es estimulador de la secrecion de GH y GTH-Il ambos in vivo o in
vitro. La accion liberadora de GH es mediada por PACAP a través de los receptores
pituitarios acoplados a PAC1 por las vias de la Adenilato ciclasa-Adenosin monofosfato
ciclico-Protein cinasa A y Fosfolipasa C -Protein cinasa C (AC-cAMP-PKA y PLC- IP3- C).
(Wong et al., 2000).
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FIG. 4 Un modelo de los mecanismos de traduccion de sefiales mediante la estimulacion de PACAP, para la

liberacion de GH en las somatotropas de pez dorado.

HORMONA LIBERADORA DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO
En los peces la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH), cuenta con
dos isoformas: una de 45 aminoéacidos (cGHRH®*) y otra con 29 aminoécidos (cGHRH?),

ambas poseen una actividad secretagoga sobre las somatotropas (Vaughan et al., 1992).

En el pez dorado la efectividad de la GHRH para estimular la liberacién de la GH parece
depender de la etapa del ciclo sexual, pues en experimentos realizados con peces en las
fases de recrudescencia tardia y madurez sexual no se registré capacidad inductora de la
liberacion de GH (Marchant et al., 1989b); sin embargo, durante la regresién gonadal
(etapa después de la reproduccion, en la cual las gonadas no han reactivado de manera
evidente la gametogénesis) la GHRH es el principal estimulador de la secrecion de GH
(Vaughan et al., 1992; Peng y Peter, 1997).



HORMONAS LIBERADORAS DE GONADOTOPINAS

El cerebro y la hip6fisis del pez dorado contienen por lo menos dos isoformas de GnRHs:
sGnRH de salmén y cGnRH-II de pollo, son capaces de inducir la liberacion de GH por
parte de las células somatotropas de la hipdfisis en especies como el pez dorado
(Marchant et al.,1989), la carpa (Lin et al.,1993a) y en tilapia (Melamed et al.,1995a), pero

no en trucha (Blaise et al.,1995).

sGnRH y cGnRH-Il activan a segundos mensajeros similares. Ambos GnRHs activan a
PKC, mediante la estimulacién de GnRHs y del [Ca*']. entra a través de canales de calcio

sensibles al voltaje (VSCC) . El incremento de [Ca?'];

interactla positivamente con PKC
para incrementar la liberacion de GH. CaM cinasa |l también esta involucrada en el paso
distal de PKC, estan involucrados en la estimulacion prolongada de la secrecién GH.
Aunque el papel de los canales de sodio en las somatotropas no han sido caracterizados

(Chang et al., 1996).

GnRHs han mostrado estimular la secrecion de GH in vivo e in vitro en carpa (Cyprinus
carpio) (Lin et al., 1995), en el pez dorado (Carassius auratus) (Marchant et al., 1989a;
Chang y De Leeuw, 1990; Wong et al., 1993c) y en un hibrido de tilapia (Oreochromis
niloticus) (Melamed et al., 1995a) (Holloway y Leatherland, 1998).

DOPAMINA

La Dopamina (DA), es un importante factor liberador de GH en el pez dorado,
especialmente en peces en regresion gonadal (Lee et al., 2000). Pero inhibe la liberacion
de GH en la hipéfisis de trucha arcoiris. Las acciones de la DA, son mediados a través de
los receptores acoplados a proteinas G, se divide en dos clases: D1 y D2. Estas dos
clases son distinguidas por sus vias de sefalizacién intracelular: los receptores D1 estan
ligados a la estimulacion de la adenilato ciclasa, mientras que los receptores D2 inhiben la

actividad de la adenilato ciclasa (Nelson y Sheridan, 2005).

El mecanismo seguido por la DA para la estimulacion de la secrecion de GH involucra a la
enzima adenilato ciclasa y la formacién de AMPc como un segundo mensajero, debido a
gue en experimentos que se han utilizado sustancias que aumentan la concentracion de

AMPc como la forskolina o el IBMX, o que imitan sus efectos como el 8-bromo-AMPc o



dibutiril-AMPc, dan por resultado un aumento en la liberaciéon de GH (Wong et al., 1993b,
1994).

FACTORES QUE INHIBEN LA LIBERACION DE GH
La liberacion de la GH es inhibida por factores neuroendocrinos, incluyendo la
somatostatina 14, serotonina, norepinefrina y el glutamato. A continuacion se hara

referencia a cada una de las moléculas.

SOMATOSTATINA
Las somatostatinas o SRIF, son una familia estructuralmente diversa de hormonas
péptido que regulan una variedad de procesos bioldgicos en vertebrados, incluyendo

varios aspectos de crecimiento, desarrollo y metabolismo (Nelson y Sheridan, 2005).

La somatostatina 14 es producida por el hipotadlamo y ejerce su influencia sobre las
células somatotropas a través de receptores de membrana (Kwong y Chang, 1997). SRIF

es uno de los mas potentes y efectivos inhibidores de la liberacién y estimulacion de GH.

La inhibicién in vivo e in vitro de la liberacion de GH por la somatostatina ha sido
demostrada en un nimero de peces teledsteos, incluyendo el pez dorado (Carassius
auratus) (Cook y Peter, 1984), pez gato (Clarias gariepinus) (Oyama et al., 1981), sailfin
molly (Poecilia latipinna) (Batten y Wigham, 1984), tilapia (Oreochromis mossambicus)
(Rivas et al., 1986), rodaballo (Psetta maxima) (Rosseau et al., 2001), trucha arcoiris
(Oncohynchus mykiss) (Lou et al.,1990) y salmén coho (Oncorhynchus kisutch) (Sweeting
y McKeown, 1987) (Nelson y Sheridan, 2005).

Para mamiferos se han descrito 5 subtipos de receptores a somatostatina (sstl, sst2,
sst3, sst4, sstb), todos los subtipos se han identificado como pertenecientes a la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, con siete dominios
transmembranales. Los cinco subtipos estan agrupados en dos subfamilias con base en el
grado de similitud entre ellos; una subfamilia incluye a los subtipos 1 y 4 mientras que la

otra contiene a los subtipos 2, 3y 5 (Bruns et al., 1995 y Viollet, 1995).



El pez dorado (Carassius auratus), posee dos diversas preprosomatostatinas (PPSS), la
PPSS | aislada del cerebro que contiene [Glul, Tyr7, Glyl0] - SS-14 y la PPSS Il aislada
del intestino que contiene [Tyr7, Gly10] - SS-14 (Lin et al., 2000).

En el pez dorado, otras variantes de somatostatina como la SS-22 o SS-25 tienen una
menor capacidad de inhibicién en la liberacion de GH (Marchant et al., 1987, Marchant y
Peter, 1989).

SEROTONINA

Estudios in vivo o in vito han demostrado que la serotonina o 5HT actda a nivel de las
células pituitarias para inhibir la secrecion de GH basal. La serotonina puede actuar
directamente en las somatotropas via los receptores 5HT, aunque esta es una evidencia
para sugerir que también actia con otros factores hipotalamicos (Holloway y Leatherland,
1998).

NOREPINEFRINA

Previos experimentos in vitro y recientes estudios in vivo indican que la norepinefrina
disminuye los niveles de GH circulante en el pez dorado, por acciones en las células
pituitarias para disminuir la secrecion basal de GH. El efecto inhibitorio de la norepinefrina
se ha demostrado por ser mediado a través de adrenoreceptores o-2. Sin embargo, no se
sabe cuales son los mecanismos intracelulares a través de los cuales la norepinefrina
inhibe la liberacion de GH (Yunker et al., 2000).

GLUTAMATO

El glutamato vy el acido y-aminobutirico GABA son considerados como los mejores
neurotransmisores excitadores e inhibidores en el cerebro de vertebrados. El glutamato se
encuentra en los nervios terminales en la Pars distalis del pez dorado donde se localizan
las somatotropas y gonadotropas. El glutamato con la activacion del receptor N-metil-D-L-
acido aspartico (NMDA) estimula la liberaciéon de GTH-II pero inhibe la liberacién de GH,
indicando una regulacion diferencial de la liberaciéon de la hormona de somatotopas y
gonadotropas (Trudeau, 1996).



La Protein cinasa C (PKC) mediante la accién de la Hormona Liberadora de
Gonadotropinas (GnRH) mientras que el Adenosin Monofosfato ciclico (CAMP) participa
con la Dopamina mediante el receptor D1 (DA/D1) y el péptido activador de la adenilato
ciclasa en la hipdfisis a través del receptor PAC1 (PACAP/PACL1) estimulan la secrecion
de GH. La activacién de la Protein cinasa C (PKC) y el Adenosin Monofosfato ciclico
(cAMP) inducen un incremento en la entrada de Ca?. La activacion de PKC y cAMP
también conducen un incremento en la entrada de Ca*" a través de canales de calcio
sensibles al voltaje (VSSC) y calmodulina CaM dependiente para la liberacién de la
hormona, PKC activa un sistema de Na'/H". Sugieren que una cascada de Oxido nitroso/
Guanosin monofosfato ciclico (NO/cGMP) también participa en la estimulaciéon de la
liberacion de GH a través de GnRH, D1 y PACAP. SRIF y NE (via los receptores a— 2)
inhiben las respuestas de GH por acciones sobre PKC-,cAMP- y Ca** dependientes de la
liberacion de GH ( Wong et al., 2000) (Fig.5).

En la Tabla | se muestra una relacion actualizada de los factores que influencian la

liberacion o inhibicidn de la GH en peces teledsteos.
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Fig. 5 Diagrama que resume las vias de traduccion de sefiales mediante la regulacién neuroendocrina
multifactorial de la secrecion de GH por GnRH, DA, PACAP, SRIF y NE en las somatotropas de pez dorado.
(Modificado de Wong et al., 2000).



Tabla | Regulacién multifactorial de Hormona de Crecimiento en modelos de peces. Modificada de Wong, et

al. 2005.

Sefiales del cerebro

Referencias

Neuropéptidos

GnRH

Estimula la liberacién de GH y la expresion del mRNA de GH
(ejemplo: pez dorado, tilapia y carpa comun)

Klausen et al., 2001;
Melamed et al., 1996; Li et
al.,2002.

Accién directa a nivel hipofisis (ejemplo: pez dorado, carpa
comuny tilapia)

Klausen et al., 2001;
Melamed et al., 1996; Li et
al.,2002.

La respuesta de la GH puede requerir un tratamiento de IGF-I
(ejemplo: trucha arcoiris)

Welil et al., 1999.

GHRH Tiene un efecto suave o débil en la liberacion de la GH a nivel | Vaughan et al., 1992; Luo

hipdfisis (ejemplo: pez dorado, trucha arcoiris) and McKeown, 1991b.
Melamed et al., 1995b.
Ningun efecto en liberacion de la GH en una cierta especie Montero et al., 1998;
(ejemplo: anguila, carpa herbivora, turballo) Wong et al., 1998b;
Rousseau et al.,2001.

Ningun reporte sobre la expresion del gen de GH en pez

PACAP Estimula la liberacién y la expresion del mMRNA de GH Wong et al.,19983a;
(ejemplo: pez dorado y anguila) Montero et al., 1998.
Accién directa a nivel hipdfisis via los receptores PAC-1 Wong et al., 1998a; Xiao
(ejemplo: pez dorado y carpa comun) et al., 2002.
Codificado con GHRH en el mismo gen y se propone para ser | Montero et al., 2000.
GHRH ancestral

SRIF Inhibe la liberacion de la GH a nivel hipdfisis via los Wong et al., 1993b; Lin et
receptores SST-2 (ejemplo: pez dorado) al., 2000.
No afecta la expresion del mRNA de GH (ejempilo: tilapia, Melamed et al., 1996;
trucha arcoiris) Yada y Hirano, 1992.
Puede inhibir la produccion de GH a nivel de traduccion Yada y Hirano, 1992.
(ejemplo: trucha arcoiris)
No induce una post-inhibiciéon después de la union a GH en Wong et al., 1998b; Wong
mamiferos (ejemplo: pez dorado, carpa herbivora) et al., 1993b.

NPY Estimula la liberacién de GH directamente a nivel hipd&fisis Peng et al., 1990; Peng et
(ejemplo: pez dorado) al., 1993.
Induce la liberacion de GH indirectamente por GnRH y lavia | Peng et al., 1993.
presinaptica de receptores Y2 (ejemplo: pez dorado)

TRH Estimula la liberacion directamente de GH a nivel hipdfisis Tradeau et al., 1992; Lin
(ejemplo: pez dorado y carpa comun) et al., 1993a.
Incrementa la GH en plasma pero afecta en la liberacion de Melamed et al., 1995a
GH a nivel hipdfisis (ejemplo: tilapia)

CCK Estimula la liberacion de GH a nivel hipdfisis (ejemplo: pez Himick et al., 1993.
dorado)

Bombesina Estimula la liberacién de GH a nivel hipdfisis (ejemplo: pez Himick y Peter,1995.
dorado)

Neurotransmisores

Dopamina

Estimula la liberacion de GH y /o la expresién del mMRNA de
GH (ejemplo: tilapia, pez dorado)

Melamed et al., 1996;
Wong et al., 1993a.

Accidn directa a nivel hipdfisis via los receptores D1 (ejemplo:
pez dorado, carpa herbivora)

Wong et al.,1998b; Wong
et al.,, 1993a.

Accion indirecta en el cerebro para suprimir la expresion del
gen de SRIF (ejemplo: pez dorado)

Otto et al., 1999.

Norepinefrina

Inhibe la liberacién de GH a nivel hipdfisis via los receptores
a2 (ejemplo: pez dorado)

Lee et al., 2000; Yunker et
al.,2000.

Induce la post-inhibiciéon después de unién

Otto et al., 1999.

Serotonina

Inhibe la secesion de GH a nivel hipdfisis via los receptores
5HT (ejemplo: pez dorado)

Somoza y Peter, 1991;
Wong et al., 1998c.




GABA

Reduce la GH en suero, probablemente por acciones directas
de GnRH (ejemplo: pez dorado)

Trudeau et al., 2000a;
Trudeau et al., 2000b.

No afecta la liberacion de GH a nivel hipéfisis (ejemplo: pez
dorado)

Trudeau et al., 2000a.

Glutamato

Reduce la GH en suero, probablemente por una conversion
subsecuente a GABA (ejemplo: pez dorado)

Trudeau et al., 2000b;
Trudeau et al., 1996.

Induce la liberacion de GH a nivel hip6fisis via receptores
NMDA (ejemplo: trucha arcoiris)

Holloway y Leatherland,

1997.

Sefiales dentro de la hipéfisis

Referencias

Activina Expresada en somatotropas para inducir / mantener la Gey Peter, 1994,
liberacion de GH (ejemplo: pez dorado)
IGF-I Expresada en gonadotropas para prevenir la apoptosis en Melamed et al.,1999.
somatotropas (ejemplo: tilapia)
Sefiales de 6rganos / tejidos periféricos
IGF-s GH estimula la expresion de IGF-1 e IGF-II en el higado del pez | Vong et al., 2003a,b;
adulto (ejemplo: carpa,lubina roja) Carnevali et al., 2005.
Inhibe la liberacion de GH, el contenido de GH y la expresion Perez-Sanchez et al.,
del mMRNA de GH (ejemplo: tilapia, trucha arcoiris) 1992; Kajimura et al.,
2002; Fruchtman et al.,
2000.
Accion directa a nivel hipdfisis via los receptores D1 (ejemplo: | Fruchtman et al., 2002.
robalo rayado)
Esteroides Los efectos tienden a variar segln las especies de peces
sexuales Acciones centrales para efectuar reguladores hipotalamicos de | Breton y Sambroni, 1996;
GH (ejemplo: GnRH y SRIF) Canosa et al., 2002.
Accion pituitaria para inducir la liberacion de GH (ejemplo: E» Melamed et al., 1995b.
en tilapia)
Accion pituitaria para incrementar la expresion del mRNA de Huggard et al., 1996.
GH (ejemplo: T en pez dorado)
Puede incrementar la produccion de GH a nivel de traduccion | Zou et al., 1997.
(ejemplo: E; en pez dorado)
Modifica la expresion de varias isoformas de los receptores de | Cardenas et al., 2003;
SRIF (ejemplo: E; en pez dorado) Canosa et al., 2003.
T3/T4 Incrementa la secrecion directa de GH a nivel hip6fisis Luo y McKeown, 1991a.
(ejemplo: trucha arcoiris)
Induce la expresion del mMRNA de GH en células hipdfisiarias Moav y McKeown,1992;
(ejemplo: tilapia) Farchi-Pisanty et al., 1995.
Estimula la sintesis de novo de GH en hipdfisis aisladas Melamed et al., 1995a.
(ejemplo: tilapia)
Glucocorti- | Incrementa la liberacion de GH a nivel hipdfisis (trucha arcoiris) | Luo y McKeown, 1991a.
coides Incrementa los niveles de mRNA de GH en células hipofisiarias | Uchida et al., 2004;
(ejemplo: tilapia, bagre de canal) Peterson y Small, 2005.
Ghrelin Incrementa la liberacion de GH y/o el nivel de mRNA de GH a | Kaiya et al., 2003a,b,c;
nivel hipdfisis (ejemplo, tilapia y pez dorado) Unniappan y Peter, 2004.
GH-liberando las acciones mimicas por GHRPs y el no-péptido | Drennon et al., 2003; Chan
GHS(ejemplo: bagre, lubina roja) et al., 2004a,b.
CNP/VNP Incrementa la liberacion de GH a nivel hipéfisis (ejemplo: Eckert et al., 2003.

tilapia)




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde hace aproximadamente dos décadas, se conoce que los esteroides sexuales
influencian la liberacion de la GH en los mamiferos de manera directa (Carlsson et al.,
1987; Ho et al., 1987) o mediada a través de la GHRH (Evans et al., 1985; Shulman et al.,
1987). En general, esta bien documentado que la testosterona aumenta la concentracion
de GH circulante, mientras que el estradiol los disminuye. (Huggar et al., 1996; Trudeau et
al., 1992).

Trudeau et al., en 1992 demostraron que en el pez dorado los implantes de estradiol en
hembras con goénadas intactas, incrementan la liberacion y la concentracion de GH en
suero. Esos hallazgos se han extendido a otros peces como la tilapia (Melamed et al.,
1995; Melamed et al.,1998) y los salménidos (Farchi-Pisanty et al.,1995).

Dada la interrelacién entre el estradiol y la GH, y que en experimentos realizados en
Carassius auratus no se ha detectado un incremento en los niveles de expresion del
MRNA de GH cuando se presentan altas concentraciones de estradiol circulante (Zuo et
al., 1997), en el presente trabajo se trato de buscar si existe una relaciéon entre las altas
concentraciones de estradiol y un incremento en el nimero de células hipofisiarias que
producen GH, como un mecanismo para explicar el aumento de hormona de crecimiento

ante las elevadas cantidades del esteroide.



OBJETIVOS

GENERAL

Determinar el efecto del estradiol sobre el nUmero de células somatotropas en
hembras inmaduras, maduras y en etapa de regresion sexual del pez dorado

(Carassius auratus).

PARTICULARES

Establecer si existen variaciones en el numero de células hipofisiarias
inmunoreactivas a GH, tratadas con estradiol en hembras inmaduras del pez

dorado.

Determinar si existe una variacion en el nuimero de células hipofisiarias
inmunoreactivas a GH en hembras del pez dorado, implantadas con estradiol en

etapa de regresion sexual.

Determinar si en las hembras maduras del pez dorado, existe una variacion en el
numero de células hipofisiarias inmunoreactivas a GH, cuando se le administra

estradiol.



MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 30 hembras inmaduras de pez dorado (Carassius auratus) con un peso en
un rango de 12 a 25 g, que se mantuvieron bajo condiciones controladas; la temperatura
fue de 24° C + 1° C y con aireacion constante, el fotoperiodo fue de 13:11h. luz-oscuridad.
A los animales se les proporcioné como alimento Golden Plus en particulas flotantes de

2.5 mm, ad libitum.

Las hembras fueron separadas en 2 grupos: un grupo experimental y un grupo testigo
cada uno con 15 hembras. Las hembras del grupo experimental se les colocaron
implantes de estradiol intraperitonealmente (100 mg/g de peso corporal), con una tasa de
liberacion de 0.249 ng/dia, siguiendo el protocolo descrito por (Trudeau et al.,1991).
Brevemente, para poner el implante fue necesario retirar una o dos escamas de la region
abdominal del organismo, con una pinza fina, enseguida se practicdé una pequefia incision
en la piel descamada y se introdujo un fragmento del polimero, de un tamafio proporcional
al peso del individuo. El grupo testigo fue implantado intraperitonealmente con polimero
gue no contenia esteroide, esto se realiz6 siguiendo el mismo protocolo. Previa a la
implantacion, los peces fueron anestesiados por inmersién en agua con tricainato metano

sulfanato (MS-222) 5 ppm hasta que el movimiento opercular ceso.

A los cinco dias después de la implantacion, los peces fueron anestesiados nuevamente y
se sacrificaron por medio de un corte de la médula espinal. Inmediatamente se extrajo la
hipofisis para la deteccion de las células somatotropas a través de un técnica

inmunohistoquimica (Taylor y Burns, 1974; Elson, 1995).

Los criterios para determinar la etapa sexual en que se encontraban las hembras fue el
indice gonadosomatico (IGS); se consideraron hembras inmaduras las que tuvieron un
indice del 2% o menor. En estos animales el ovario tenia una apariencia gelatinosa, color
translucido, sin vitelogenesis. Se consideraron hembras maduras las que tuvieron un
indice gonadico del 7.5% o mayor, en éstas se apreciaba a simple vista una gran cantidad
de ovocitos amarillos y las ramificaciones de la arteria ovarica. Con porcentajes
intermedios del 2.1% al 7.4% los peces se consideran recrudescentes cuando en el ovario
de estas hembras se observaron pocos ovocitos con un tamafio menor respecto a los de

las hembras maduras. (Cardenas, 2005).



De acuerdo con los trabajos realizados por Trudeau, 1991; Lin, 1995; Cardenas, 2003 y
Canosa, 2004, para la determinacion de las etapas del ciclo sexual no se contemplo

realizar Radioinmunoanalisis o RIA.

Preparacién del Tejido: Las hipdfisis se fijaron en solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) con paraformaldehido 2% y acido picrico (Stefanini et al., 1967). Después se
lavaron con PBS 1:3, se deshidrataron en alcoholes graduales ascendentes, se infiltraron
en parafina y se incluyeron en paraplast. La hipofisis fue cortada de forma seriada con un
micrétomo de rotacion (Marca American Optical) a 5 um. Cada corte fue desparafinado en
xilol, posteriormente, se hidrato sumergiéndolo en alcoholes descendentes, para

finalmente realizar la técnica inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica: Los cortes se permeabilizaron en metanol a 20° C para inactivar la
peréxidasa enddgena se utilizé etanol acido (Weir et al., 1974). Las preparaciones se
incubaron con suero bovino al 1% en PBS 1X a temperatura ambiente por 30 minutos.
Los tejidos se expusieron al anticuerpo anti-GH de conejo durante 24 h a 4° C.
Posteriormente, los cortes se incubaron con el anticuerpo anti-IgG de chivo anticonejo
conjugado con peroxidasa por 2 horas a temperatura ambiente. El exceso del anticuerpo
se lavé 2 veces con el amortiguador. El revelado se realizé con una solucion de
diaminobencidina y peréxido de hidréogeno (H,0O,) al 30 %. Enseguida las preparaciones
recibieron una contratincion con Hematoxilina de Mayer, se lavaron, deshidrataron con

alcoholes graduales, se aclararon en xilol y por Gltimo se montaron con entellan®.

La especificidad del ensayo se confirmé con la elaboracién de controles: (1) sin bloquear y
con un segundo anticuerpo, (2) bloqueando con suero y segundo anticuerpo, (3)
inactivando peroxidasa enddgena y revelando con sustrato, (4) sin inactivar peroxidasa y

revelar con sustrato.

Conteo y analisis estadistico: Se realiz6 el conteo del nimero de células somatotropas
cada 5 cortes con el propdsito de que las células contadas no fueran las mismas, con un
procesador de imagenes QWIN (Leica). Para que el niUmero total de células por hipdfisis
fuera fidedigno se realizé el conteo con el objetivo de 10x y de 40x. Se realizé el analisis
estadistico de los resultados, aplicandose la Distribucion de T, con el fin de establecer
diferencias entre el grupo testigo y el grupo experimental.



RESULTADOS

No se registraron diferencias significativas en el conteo de células somatotropas con los
objetivos de 10X y de 40X. Se observa un incremento en los grupos experimentales con

respecto a los grupos testigo.

Efectos del estradiol en el nimero de células somatotropas en hembras inmaduras

Los resultados obtenidos mostraron que en las hembras inmaduras los implantes de
estradiol en los peces generaron un incremento de las células inmunoreactivas a GH o de
células somatotropas en la hipofisis como puede observarse en la Fig. 6. Las glandulas
de los individuos tratados presentaron una media de 3199.8 + 187.1 de células
somatotopas o inmunoreactivas a GH (Tabla Il), lo que constituye una diferencia
significativa (p<0.025) respecto de los valores medios obtenidos del grupo control que fue
de 1122.0 + 31.7 (Fig.6). En la Gréfica 1 se muestra una representacion de dichos

resultados.

Numero de celulas imnumoreactivas a GH en hipofisis de
hembras immaduras del pez dorado (Carassins anratis) (10x).
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Grafica 1. El promedio del numero de células inmunoreactivas en el grupo testigo fue de 1122.0 y en el grupo
tratado con estradiol de 3199.8. El primer grupo present6 una desviaciéon de 31.7, mientras que el segundo de
187.1. EI grupo tratado con estradiol presenta una diferencia significativa (p<0.025) en comparacién con el

grupo testigo.



Efectos del estradiol en el numero de células somatotropas en hembras
recrudescentes

Las hembras recrudescentes también fueron sensibles a los implantes de estradiol, el
grupo tratado tuvo una media de 2620.7 + 605.2 de células somatotopas o
inmunoreactivas a GH, que al contrastarse con la media obtenida de las hip6fisis del
grupo testigo que fue de 618.9 + 318.4 (Tabla Il), lo que permiti6 determinar una
diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.025). En la grafica 2 se muestra una
representacion de dichos resultados.

Numero de celulas immunoreactivas a GH en hipofisis de
hembras reciudescentes del pez dorado (Carassins nuratis) (10x).
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Grafica 2. El promedio del nimero de células inmunoreactivas en el grupo testigo fue de 618.9 y en el grupo
tratado con estradiol de 2620.7. El primer grupo presenté una desviaciéon de 318.4, mientras que en el
segundo fue de 605.2. EIl grupo tratado con estradiol presenta una diferencia significativa (p<0.025) en

comparacién con el grupo testigo.

Efectos del estradiol en el nUmero de células somatotropas en hembras maduras

En el caso de los peces sexualmente maduros, nuevamente se presenté una diferencia
significativa de células somatotopas o inmunoreactivas a GH (p<0.025), entre las hembras
tratadas con estradiol y no tratadas (Fig.6) habiéndose registrado valores de 2999.7 +
397.5 vy 1158.4 + 88.9 células, respectivamente. Se muestra una representacion de

dichos resultados en la grafica 3.



Numero de celulas imnunoreactivas a GH en hipofisis de
hembras maduras del pez dorade (Carassins anratus) (10x).

3000 _

Numero de células somatotropas / hipofisis

Grafica 3. El promedio del niumero de células inmunoreactivas en el grupo testigo fue de 1158.4 y en el grupo
tratado con estradiol de 2999.7. El primer grupo present6 una desviacién de 88.9, mientras que el segundo de

397.5. El grupo tratado con estradiol presenta una diferencia significativa (p<0.025) en comparacién con el

grupo testigo.

Promedio

Grupo
Testigo

Promedio

®=397.5

Grupoe Tratado
con Estradiol

Promedio

Promedio

1122.0 31.7 3199.8 187.1 1125.2 30.9 3199.3 189.9
618.9 318.4 | 2620.7 605.2 621.5 128.6 | 2599.1 581.8
1158.4 88.9 2999.7 397.5 1160.9 89.8 3002.3 397.3

pez dorado (Carassius auratus) cuantificadas con el objetivo de 10x y 40x .

TABLA II. Promedio y Desviacién Estandar (D. E.) del nimero de células somatotropas en hipéfisis del




Fig. 6. Cortes Transversales de Hipofisis de pez dorado (Carasius auratus). Hembras
Testigo: (A)lnmadura (C)Recrudescente (E)Madura. Hembras Tratadas con
Estradiol: (B)Inmadura (D)Recrudescente (F)Madura. Contratincién con Hematoxilina
de Mayer, células inmunoreactivas a GH.



DISCUSION

En los peces teledsteos, se ha descrito una relacién entre el incremento de estradiol en
suero y la concentracién de la hormona del crecimiento (Trudeau et al., 1992; Blaise et
al.,1995; Zou et al.,1997; Melamed et al.,1996; 1998; Canosa et al., 2002),
estableciéndose que el aumento en la concentracibn de la segunda hormona es
consecuencia de la presencia del estradiol. El mecanismo de dicho esteroide para inducir
el incremento de la hormona de crecimiento en sangre esta sujeto a un gran nimero de
investigaciones (Trudeau et al., 1992; Zou et al., 1997; Cardenas et al., 2003; Wong et al.,
2005) y hasta la fecha, no existe una hipétesis clara que logre explicar completamente el

fenémeno, por lo cual, es posible que el evento sea multifactorial.

Los resultados de este estudio sefialan que el incremento significativo en el nUmero de
células inmunoreactivas a GH que se observo en todos los grupos de hembras tratadas
(inmaduras, maduras y recrudescentes), respecto a sus grupos testigo, sugieren que el
aumento de las concentraciones de GH en sangre es debido a un incremento en el
namero de células somatotropas cuando se tienen altas concentraciones de estradiol en

el sistema.

Otras hipotesis postuladas han sido las de Zou et al., en 1997 quienes argumentaron que
el estradiol podia aumentar la concentracién de GH en sangre, debido a un incremento de
la transcripcion de esta Ultima a consecuencia del esteroide a través de un elemento de
respuesta al estradiol (ERE) presente en el gen de GH. En dicho trabajo se detectd por
Western blot con un anticuerpo monoclonal anti-GH una mayor cantidad del péptido , pero
no se registré un incremento de sus MRNAs, ello por medio de Southern blot.

En trabajos posteriores han investigado variaciones en la cantidad de mRNAs de
somatostatinas en los ndcleos hipotaldmicos que inervan la RPD cuando se presentan
modificaciones en la concentracién de estradiol, tanto de manera natural, como bajo
condiciones de implantes (Canosa et al., 2004; 2005). También se ha reportado que altas
concentraciones de estradiol disminuyen los mRNAs del subtipo 2 de receptor a
somatostatina (sst2) en las hipdfisis de hembras de Carassius auratus, lo que pudiera ser
una prueba indirecta de que las moléculas estimuladoras pudieran ser mas efectivas
(Cardenas et al., 2003).



El incremento encontrado en el nimero de somatotropas observado entre los grupos
tratados, es que, en los organismos inmaduros practicamente no se detecta estradiol en
circulacién, y al aplicarles la hormona, las hipoéfisis responden de una forma exacerbada,
mientras que en las hembras maduras, al ya haber estado sometidas a la influencia del
estradiol, la respuesta es menos notoria. En el caso de las hembras recrudescentes, el
resultado es mas bajo y con una desviacion mayor , lo cual pudiera deberse, al menos en
parte, a la amplia variacién en las condiciones de la génada, pues al incluir individuos con
indice gonadosomaético (IGS) de alrededor del 3% a organismos casi maduros con un IGS
de cerca del 8%, la respuesta tiende a ser heterogénea. Sin embargo, no existe ninguna
duda de que el numero de células que logré determinarse por la técnica utilizada es muy

superior a lo registrado en los grupos testigo respectivos.

Entre otras hipétesis que nos ayudan a explicar el incremento de somatotropas se
encuentra la de la cooperacion celular en la hipdfisis. Varios trabajos al respecto
han aportado pruebas de que en la adenohipdfisis de los mamiferos (Childs et al., 2000;
2001; 2002 a; b; 2005 a; b) y mas recientemente en los peces 6seos (Wong et al., 2005)
las células endocrinas no sélo sintetizan un tipo hormonal (modelo de una célula-una
hormona), sino que, al menos bajo ciertas circunstancias, algunas células endocrinas son

capaces de sintetizar mas de una hormona.

Las primeras relaciones que se establecieron fue entre las células gonadotropas y las
células somatotropas, a las cuales se les detecté que ademas de poseer la proteina de la
hormona de crecimiento, era posible localizar mRNA de alguna de las gonadotropinas, por
lo que se les describi6 como células co-gonadotropas. Dicha relacion era temporal y

dependia de la fase del ciclo estral en que se encontrara la rata (Childs, 2002a).

En nuestro trabajo para explicar el aumento en las células inmunoreactivas a GH,
existen al menos dos posibles explicaciones, una de ellas es que aumente la cantidad de
somatotropas, a través de diferenciacion de células como las esteladas. Otra, propuesta,
es que alguna de las células endocrinas que producen alguna otra hormona (ejemplo:
gonadotropas) presente un fenédmeno de cooperacién y se transforme en cosomatotropa.
En particular, apoyados en los hallazgos descritos en parrafos anteriores, la cooperacion
es la opcién que creemos mas viable, si bien, no es posible descartar el que existan otras

vias para que algunas células produzcan GH.



Se ha preferido utilizar el término de células GH inmunoreactivas a somatotropas debido a
gue el anticuerpo utilizado, aunque ha sido ampliamente usado en diversos laboratorios
para la deteccion de GH en Carassius auratus a través de radioinmunoandlisis, y con ello
validado su uso, no se ha aplicado en técnicas de inmunohistoquimica, y al ser este IgG
de tipo policlonal, no podemos descartar completamente, que no presente un minimo de
reaccion cruzada con otras hormonas estrechamente emparentadas como la prolactina y
la somatolactina, por lo cual una sugerencia para futuros trabajos seria utilizar anticuerpos
monoclonales altamente especificos contra GH y desechar completamente la posibilidad

de una reaccién cruzada.

De igual forma, es recomendable el realizar la cuantificacion de células, asi como medir
los efectos del estradiol en sistemas de células aisladas de la hipdfisis, lo que permitiria,

el determinar una respuesta particular a un estimulo especifico.



CONCLUSIONES

En hembras inmaduras, recrudescentes y maduras del pez dorado la administracion
de implantes de estradiol aumenta la cantidad de células GH inmunoreactivas en la

hipofisis.

Existe una variacién en el nimero de células hipofisiarias GH inmunoreactivas en
hembras en los tres distintos estados reproductivos del pez dorado, implantadas con

estradiol.

El modelo de los implantes de esteroides en el pez dorado es Util para el estudio de

los mecanismos que regulan la liberacion de GH.
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