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Resumen.

Las GnRHs corresponden a un grupo de neuropéptidos, los cuales fueron aislados del
hipotalamo de mamiferos. Sucesivamente, con los avances en las técnicas como la
inmunohistoquimica, HPLC, PCR e hibridacién in situ, se han encontrado hasta la fecha
24 variantes, 8 de estas se encuentran dentro del grupo de los peces teledsteos. Estas
hormonas tienen un papel importante sobre los procesos reproductivos, debido a que
regula la sintesis y la liberacion de las gonadotropinas (LH y FSH). Dentro de este grupo
de vertebrados, se localiza la GnRH de tipo salmon (sGnRH), esta se localiza
principalmente en el area preodptica y telencéfalo, teniendo como funciones la de
neuromodulador, paracrina e hipofisiotropica. Cabe destacar que, con los conocimientos
de su biologia molecular, se han podido explicar los mecanismos de regulacion para
muchas especies de peces, incluidos a los de la familia de los salmonidos. Esto a través
de rutas e interacciones con otras celulas, incluso con otrs sistemas de las GnRH,
dependiendo el numero y localizacion de las isoformas. Teniendo la presencia de
receptores especificos para cada isoforma. Con los datos obtenidos y pudiendo entender
su participacion en los procesos reproductivos, se han obtenido farmacos analogos de la
sGnRH (GnRHa), los cuales cada vez son mas eficaces, para una mejor prodccion de

gametos en especies de interes comercial y de ornato.



Introduccion.

Los peces 6seos constituyen el grupo mas abundante de los vertebrados, incluyendo
alrededor de 20 mil especies. Estos organismos habitan principalmente en aguas dulces,
salobres y marinas. Son considerados como una muy buena fuente de alimento, por
tener una abundante cantidad de proteinas (Osornio, 2001). Ademas, su demanda se ha
incrementado por el rapido crecimiento poblacional humano y se han tenido que
desarrollar diversas técnicas para el mantenimiento, crecimiento y reproduccién de
especies de importancia comercial y de ornato, cuya finalidad es la obtencién de una

mejor y mayor produccion de crias (Cardenas,1996).

Una de las ramas de la biologia, la endocrinologia, permite tener un mejor entendimiento
de los mecanismos implicados en el crecimiento y la reproduccion. Ello permite que estos
conocimientos sean aplicados para un mejor aprovechamiento para la explotacion de este
recurso. Nos enfocaremos principalmente a la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) que participa en los procesos reproductivos y de crecimiento.

Para el caso de los vertebrados, incluidos los peces teledsteos, los sucesos
reproductivos, implican la actuacién de un gran nimero de eventos muy complejos. Estos
van a estar regulados por el eje hipotdlamo-hipofisis-génada, esta Ultima recibe una serie
de informaciones necesarias, dadas a través de diversas condiciones fisiolégicas vy
ambientales, dependiendo de cada especie (Ferndndez-Fernandez et al., 2006; Kuo et al.,
2005; Amano, et al., 2002; Kobayashi, et al., 1997).

Para que se inicien los procesos reproductivos, el cerebro tiene que integrar la
informacion proveniente de factores ambientales (temperatura, fotoperiodo, osmolaridad,
alimento, feromonas, etc.) con las condiciones reproductivas en que se encuentra el
organismo (estacién en el ciclo sexual, sexo del individuo, edad, etc.) (Dickey & Swanson,
2000; Gur et al., 2000; Hassin et al., 1998; Kitahashi et al., 1998; Melamed, et al., 2000).
Estos factores actuaran para que en el momento adecuado se pueda estimular a través
de sefiales a las neuronas que se encuentran en el hipotalamo, principalmente, en donde
se sintetizan y se liberan la GnRH y asi iniciar la cascada de respuestas del eje

reproductivo (Onuma et al., 2005).



La GnRH, es un decapéptido que se sintetiza especialmente en las células
neurosecretoras del Area preoptica (POA) e hipotalamo. En los tetrapodos, la hormona va
a ser transportada por el sistema portahipofisiario, mientras que en los teledsteos la
entrega es por via directa a través de las terminaciones axonales. La GnRH estimula la
sintesis y liberaciéon de las gonadotropinas (GtHs) por medio de receptores especificos.
Las GtHs son la Hormona Luteinizante y Hormona Foliculo Estimulante (LH y FSH,
respectivamente), y son producidas por las células gonadotropas, se ubican en la parte
anterior de la hipdfisis (Sealfon et al., 1997). Para el caso de los peces Gseos, se han
descrito dos formas andlogas, la GTH-I y la GTH-II (Querat et al. ,2000). Ambas estan
conformadas por dos subunidades distintas, una o y B, las cuales estan unidas no
covalente entre si. La subunidad a, es la mas conservada en su secuencia, para ambas
gonadotropinas y la fraccién B, muestra menos homologia (Counis et al., 2005). La FSH y
LH viajan por el torrente sanguineo hacia las génadas, en donde inducen principalmente
el proceso de gametogénesis, ademas, de modular la producciéon de hormonas esteroides
sexuales (Yu, et al, 1997). La funcién de ambas gonadotropinas es diferente. En las
hembras la LH, estimula fundamentalmente la ovogénesis, ovulacion y formacion de
cuerpo ldteo, asi como la sintesis de progesterona, y en los machos la secrecién de
andrégenos; mientras que la FSH en hembras, induce el crecimiento y maduracion de los
foliculos ovaricos y en machos, la espermatogénesis. Su biosintesis y su secrecion,
depende de la actividad de la GnRH (Enomoto & Kyun 2004; Kaiser et al., 1997; Millar,
2005).

Los esteroides sexuales ademas de promover la gametogénesis (Kim et al., 2006),
extragonadalmente, actian como neuromoduladores en el encéfalo incluyendo al
hipotalamo, asi como en la hipdfisis (Scheider et al., 2006; Millar, 2005; Kaiser et al.,
1997). Estableciéndose asi una retroalimentacion en el eje reproductivo.

En los dltimos 30 afos se han descrito un total de 24 isoformas de GnRHs en el cerebro
0 estructuras equivalentes (Tsai, 2006; Adams, 2002). De estas isoformas, 7 estan
presentes en el cerebro de peces teledsteos, las cuales son conocidas como: GnRH de
salmon (sGnRH), GnRH de pollo IT (cGnRH-II), GnRH de mamifero (nGnRH), GnRH de
lbina (sbGnRH), GnRH de bagre (cfGnRH), GnRH de arenque (hrGnRH), GnRH de
medada (mdGnRH) o pejerey (pjGnRH) (Lethimonier et al., 2004; Somoza et al., 2002).



Estas son nombradas de acuerdo a la especie de la cual fueron aisladas originalmente
(Yu et al., 1997; Stefano et al., 2000; Amano et al., 2002; Zmora, 2002).

Todas las GnRHSs se identifican por la conservacion de los residuos N-terminal (pGlu-His-
Trp-Ser) y los residuos C-terminal (Pro-Gly-NH2) que permanecen constantes en las
variantes de la molécula. Las excepciones a ello son la hormona que se extrajo del
conegjillo de indias (pgGnRH) vy la de la lamprea (IGnRH-I), las cuales en sus residuos N-
terminal, presentan sustituciones. La primera de ellas en la posicidon dos y la otra en la
posicién tres. En peces cartilaginosos, teleésteos, anfibios, reptiles, aves y mamiferos,
todas las GnRHs han sido descritas con la presencia de un residuo de glicina en la

posicién seis (Tabla 1) (Barran et al., 2005).

En 1983, para los peces teleGsteos se aisl6 de encéfalos de hembras del salmoén
(Onchorhynchus keta), la primera molécula de la GnRH, la cual se asigné con las siglas
de sGnRH, de acuerdo a la nomenclatura convencional. Estudios posteriores han
demostrado que esta isoforma, esta presente en un gran nimero de especies de peces
0seos, inclusive, se ha reportado en algunas especies de reptiles y en una especie de
mamifero, el capibara (Hydrochaeris hydrochaeris) (Clarke & Pompolo, 2005; Carosfeld,
2000; Montaner et al., 1999).

En salmonidos, se han encontrado dos genes que codifican para el mismo péptido, asi
como dos mRNAs. A estos genes se les han asignado los nombres de sGnRH-I1 y de
sGnRH-II, respectivamente, los cuales son aproximadamente 453 pb y 481 pb. Ambos se
expresan en el cerebro. Ademas a los mensajeros se conocen como mRNA-1 y mRNA2.
La expresion de ambos se encuentra acorde a la etapa reproductiva en la que se

encuentre el organismo (Gray, et al., 2002; Ferriere, et al., 2001).

Por otro lado, en diversas investigaciones se han descrito en gasteropodos de la especie
Aplysia californica (Tsai et al., 2003; Zhang et al., 2000), en bivalvos (Pazos & Mathieu,
1999), cefalépodos (Di Cosmo & Di cristo, 1998), cnidarios (Anctil, 2000) y platelmintos
(Anctil & Tekaya, 2005), la presencia de moléculas bioactivas que, inmunolbgica y
bioguimicamente, tienen funciones similares a la GnRH de los vertebrados, El dato mas
reciente, es el aislamiento de un dodecapéptido presente el Sistema Nervioso Central en

una especie de pulpo, con funciones similares a la GnRH (Ilwakoshi et al., 2002).



Justificacion

En el control de la reproduccion depende de la interaccion de mdltiples factores, esta
regulacion es ejercida principalmente por la GnRH. Como su nombre lo indica, este
constituye el principal factor cerebral implicado en la estimulacion de la sintesis y
liberacion de las gonadotropinas hipofisiarias, LH y FSH. Ademas, de estar implicada en
la modulacién de conductas sexuales y de anidamiento. Asé que, el esclarecimiento de la
organizacién de estos sistemas, puede aportar informacion valiosa que favorezcan el

conocimiento y el control del ciclo reproductivo.

Debido a la importancia de este tipo de moléculas es primordial contar con la informacion
necesaria para poder entender el papel de las GnRHs descritas hasta la fecha, tanto en
los procesos reproductivos como en su participacion en la regulacién de otros fenbmenos
como el crecimiento y la neuromodulacién, incluyendo los hallazgos reportados para
vertebrados como en invertebrados, por lo cual sugiere que la GnRH surgié
tempranamente durante la evolucién. Su presencia ha persistido y se ha ampliado entre
los diversos phyla (Tsai, 2006).



Objetivo general:

e Analizar con base en la revisibn bibliografica actualizada, los aspectos
moleculares, evolutivos, reproductivos y funcionales de la GnRH, en los peces
teledsteos.

Objetivos particulares:

e Establecer los mecanismos de regulacion de la GnRH en los peces teledsteos, en
especial de la isoforma sGnRH.

e Describir los diferentes aspectos moleculares, evolutivos, reproductivos vy
funcionales de la isoforma sGnRH en dichos organismos.

e Establecer la importancia de aspectos moleculares, evolutivos, reproductivos y
funcionales de la isoforma sGnRH.



Material y métodos:

Para cumplir con los objetivos planteados en la presente tesina, se realiz6 una revision
bibliografica actualizada. Esto se hizo a través de revistas cientificas internacionales que
publican trabajos con la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), especialmente,
enfocadndose a la isoforma conocida como sGnRH, y con referencia en particular a los

peces teledsteos.

La informacion recopilada, fue leida, interpretada, analizada y utilizada para la realizacion
de un escrito en donde se describieron los aspectos mas importantes sobre los distintos
mecanismos de la isoforma sGnRH, asi como evolutivos, reproductivos y funcionales de

esta neurohormona.



Capitulo I. Hormona Liberadora de Gonadotropinas
(GnRH).

El primer nombre que se le dio a la GnRH, fue el de la Hormona Liberadora de la
Hormona Luteinizante (LHRH) (Harris, 1950). Se le asigné por el efecto estimulante de
dicha hormona, para la liberacién de la LH. Tiempo después, se le designé un nombre

mas general, el de la GnRH, el cual hasta la fecha ha resultado ser el mas adecuado.

La GnRH, fue aislada del tejido hipotalamico de mamiferos placentados (cerdos y ovejas)
(Kasten et al., 1996). La molécula esta formada por diez aminoacidos. A esta isoforma se
le nombré mGnRH (Amoss, et al., 1971). Tiempo después, con el uso de técnicas como la
secuenciacién, se encontré que existe una variante de esta molécula, la cual es originada
por el mismo gen pero que tiene una hidroxiprolina en la posicion 9 y se le llama
([Hyp9]GnRH). Esta variante, es generada por una modificacion enzimética
postraduccional a través de la prolil-endopeptidasa (Gautron et al., 2005; Gautron et al.,
1991; Montaner et al., 2001). Se ha reportado que se encuentra principalmente en
encéfalos de ratas, hamsters, perros y algunas especies de ranas (Gautron, 1991;
Montaner, 2001).

A través de distintas técnicas, como la obtencion de la estructura complementaria del
ADN (cDNA) y HPLC, la identificacion de nuevos miembros de la familia de la GnRH en

todos los vertebrados se ha ido incrementando rapidamente.

Se han descrito 24 isoformas para la GnRH para cordados (Tsai et al., 2006), se han
encontrado en invertebrados como el moluscos, cefalopodos (Octopus vulgaris), bivalvos,

gasteropodos (lvakoshi et al., 2002), incluso en platelmintos (Anctil, 2000).

Varias investigaciones, muestran la presencia de moléculas bioactivas que
inmunolégicamente y bioguimicamente, tienen funciones similares a la GnRH presente en
los vertebrados, presentandose en gasterépodos, en la especie Aplysia californica (Tsai et
al., 2003; Zhang et al., 2000), bivalvos (Pazos & Mathieu, 1999), cefalépodos (Di Cosmo &
Di cristo, 1998), cnidarios (Anctil, 2000) y platelmintos (Anctil & Tekaya, 2005).
Estimandose que, el posible origen de la hormona es desde hace 600 millones de afios,



por lo cual, se considera que esta neurohormona es antigua y con una secuencia muy
conservada.

Ademdés, 7 isoformas estan presentes en el cerebro de teledsteos, las cuales se
identifican como: GnRH de pollo Il (cGnRH-II), GhRH de salmén (sGnRH), GnRH de
mamifero (MGnRH), GnRH de robalo (sbGnRH), GnRH de bagre (cfGnRH), GnRH de
arenque (hrGnRH), GnRH de medaka (mdGnRH) (Lethimonier, et al., 2004; Somoza, et
al., 2002).

La identificacién de nuevas isoformas para la GnRH, se define por la diferencia que existe
entre las secuencias de aminoacidos, las cuales, son comparadas con la isoforma de
mMGnRH.

Aungue en todos los vertebrados, la secuencia de amino&cidos para las isoformas de la
GnRH es similar, presenta regiones conservadas, las cuales se encuentran
principalmente en las posiciones 1, 4, 9 y 10 (Tabla 1) (Myers & Patonay, 2006;
Lethimonier, et al., 2004; Okubo, et al., 2000; Somoza et al., 2002).



GnRH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 || 10 ||Referencias
Vertebrados
mGnRH p-Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly- Baba, et
NH, al.,1971.
sbGnRH - - - - - - - Ser - - Powell, et
al.,1994.
sGnRH - - - - - - Trp Leu - - Sherwood, et
al., 1983.
wfGnRH - - - - - - Met Asn - - Adams, etal,
2002.
cfGnRH - - - - His - - Pro - - Bogerd, et al.,
1994.
hrGnRH - - - - His - - Ser - - Carosfeld, et
al., 2000.
Montaner, et
PjGNRH al., 2001;
mdGnRH ) ) - ) Phe - ) Ser i ) Somoza, et al.,
2002.
dfGnRH - - - - His - Trp Leu - - Lovejoy, et al.,
1992.
cGnRH-II - - - - His - Trp  Tyr - - Miyamoto, et
al., 1984.
cGnRH-I - - - - His - Trp  GIn - - King, & Millar
1982.
rGnRH - - - - - - - Trp - - Yoo, et al.,
2000.
gpGnRH - Tyr - - - - Val - - - Jimenez-Linan
etal.,, 1997.
IGNRH-I - - Tyr - Leu Glu Trp Lys - - Shower, et al.,
1993.
IGNRH-II - - - - His Asp Trp Lys - - Shower, et al.,

1993.




Cordados y no cordados
tGnRH- | - - - - Asp Tyr Phe Lys - - Powell, et al.,
1996.
tGnRH- Il - - - - Leu Cys His Ala - - Powell, etal,
1996.
tGnRH- 11l - - - - - Glu Phe Met - - Anctil, 2001.
tGnRH- IV - - - - Asn  GIn - Thr - - Adams, etal,
2003.
tGnRH-V - - - - - Glu Tyr Met - - Adams, etal,
2003.
tGnRH- VI - - - - Lys - Tyr Ser - - Adams, etal,
2003.
tGnRH-VII - - - - - Ala - Ser - - Adams, etal,
2003.
tGnRH-VIII - - - - Leu Ala - Ser - - Adams, etal,
2003.
oGnRH - Asn Tyr Phe - Asn - Trp  His - - lvakoshi, etal.,
2002.

Tabla 1. Estructura primaria de las secuencias de aminoacidos de las 23 isoformas de
GnRH identificadas en vertebrados e invertebrados. GhRH de mamifero (mGnRH), GhRH
de pollo I (cGnRH- I), GnRH de rana (rGnRH), GnRH de lubina (sbGnRH), GnRH de pez
blanco (wfGnRH), GnRH de bagre (cfGnRH), GnRH de arenque (hrGnRH), GnRH de
medaka (mdGnRH) o GnRH de pejerrey (pjGnRH), GnRH de pez perro (dfGnRH), GnRH
de pollo IT (cGnRH-II), GnRH del conejillo de indias (pgGnRH), GNRH de lamprea Iy I 11
(IGnRH), GnRH de tunicado I -VITI (tGnRH) y GnRH de pulpo (0GnRH). Abreviaciones
de los distintos aminoéacidos: Acido glutdmico (Glu), Histidina (His), Triptofano (Trp),
Serina (Ser), Tirosina (Tyr), Glicina (Gly), Leucina (Leu), Arginina (Arg), Prolina (Pro),
Acido aspartico (Ans), Glutamina (GIn), Metionina (Met), Fenilalalina (Phe), Alanina (Ala)
(Modificada de Lethimonier, et al., 2004; Okubo et al, 2000; Somoza et al., 2002).



Capitulo Il. Nomenclatura de las GnRHSs.

Como se menciond anteriormente, un criterio para identificar a las diversas isoformas de
la GnRH, es anteponiendo a las siglas de la hormona, con letra mintscula la inicial del
nombre comun de la especie en donde fue aislada por primera vez dicha hormona. Por
ejemplo, para el caso de los salménidos, se le asigno el nombre de la sGnRH (Yu, et al.,
1997; Stefano, et al., 2000; Amano, et al., 2002; Zmora, 2002).

Se cree que con la adquisicion de nuevos conocimientos, acerca de la GnRH, como los
son, la estructura de las isoformas, su distribucion en el encéfalo y el establecimiento de
funciones adicionales en que participa la molécula, por mencionar las mas importantes,
este tipo de nomenclatura sera sustituida, pues no provee mas informacién que su fuente

de origen, y de manera intrinseca su secuencia.

Es por eso que, a través de varios andlisis bioinforméticos, como el del vecino mas
cercano, asi como algunos andlisis filogenéticos, Fernald y White (1999), han propuesto
una nomenclatura, en donde se puedan identificar los genes y los péptidos para la GnRH.
En el caso de los genes, tanto en humanos, como en mamiferos, el gen que codifica para
la conocida mGnRH, se le denominarA GNRH1. El segundo gen, que se encuentra
presente en todos los vertebrados y que codifica para la isoforma mas conservada,
conocida comiunmente como la cGnRH-II, se le designard& como GNRH2, para los
mamiferos y Gnrh2, en los no mamiferos.

En el caso de que existiera un gen que codifiqgue para una tercera isoforma, el cual se ha
encontrado en muchas especies de teledsteos, pero aun no ha sido localizada en

mamiferos, llamada sGnRH, se le nombrara como Gnrh3.

Recientemente, se ha podido realizar un arbol filogenético mostrando la existencia de
tres agrupamientos, en los cuales, las distintas isoformas de la GhRH se expresan en tres

diferentes areas del cerebro. Permitiendo definir la funcién de cada isoforma de GnRH.

La isoforma que se distribuya abundantemente en el area del hipotdlamo y que esta
relacionada con el control de la funcién de la hipofisis, se le denominara GnRH1. GnRH2,

se encuentra distribuida en el cerebro medio (cGnRH-II) y finalmente, GnRH3, en las



neuronas que se localizan en el telencéfalo (sGnRH). Sin embargo, este tipo de

nomenclatura no distingue entre las diferentes isoformas de la hormona encontradas en
el hipotalamo de las distintas especies.

Realizando arboles filogenéticos que incluyen las secuencias de los genes, asi como su
distribucion, se ha podido establecer la divergencia entre los grupos de vertebrados, ya
que, los cuerpos neuronales que contienen a la GnRH1 y a la GnRH2, estan presentes en
todos los grupos de vertebrados. La GnRH3, se presenta solo en los teledsteos,
sugiriendo que la duplicacion de este gen fue posterior al momento en que se separo la
linea evolutiva que origind a los anfibios, por lo que pudiera decirse que es reciente. De
hecho, varias investigaciones proponen que la duplicacion de este genoma, ocurrié
durante la transicién de los cordados simples, como es el caso de los teledsteos, hacia el

linaje del resto de los vertebrados (Hollan, et al.,1994; Lundin,1993; Ohno, 1993) (Figura
1).

Precursores de la GnRH
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Fig. 1. Ramas filogenéticas, en donde se muestran las tres distintas ramas en donde se
agrupan las distintas isoformas de la GnRH. Destacando que la agrupacion para GnRH

I11, solo se presenta en especies de teledsteos (Modificado de Millar, 2004).



Capitulo Ill. Genes de la GnRH.

Todos los genes que codifican para la GnRH en los vertebrados, consisten de 4 exones

separados por 3 intrones.

El primer exdén codifica para el extremo 5 sin traduccion (UTR). En el segundo, se
encuentra el péptido sefial (PS), el sitio de procesamiento (Gly-Lys-Arg), la secuencia de
la GnRH y una parte de la secuencia del péptido asociado a la GhnRH (GAP). El ex6n 3,
contiene la parte media de la secuencia del GAP (27 aminoacidos para el gen de la
sGnRH y 32 para el gen de la mGnRH y cGnRH-I). En el cuarto exdn, se encuentra la
ultima parte del GAP (9 aminoacidos para el gen de la sGnRH y 13 para el gen de la
MGnRH) y la regién del extremo 3’ sin traduccién. Ademas, posee un sitio de corte, el cual
se caracteriza por tener dos pares de bases GT (donador) y una AG (aceptor), que se

presenta en cada intrén (Kitahashi et al., 2005) (Figura 2).

El gen de la GnRH, es un excelente ejemplo de la diversidad de regulacién que se
requiere para mantener la funcién evolutivamente conservada de este. Pero, para
mantener la capacidad reproductiva, tanto del gen como su regulacion, requiere de

diversas sefales, asi como de neuromoduladores (Belsham & Lovejoy, 2005).
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Fig. 2. Representacién esquematica del gen que codifica para las distintas
isoformas de GnRH.



Gen parala sGnRH.

En 1983, se aisl6 en encéfalos de hembras de salmén (Onchorhynchus keta), la primera
molécula de la GnRH, para esta especie, a la cual se le asigno el nombre de sGnRH, de
acuerdo a la nomenclatura convencional (Sherwood et al., 1983). Estudios posteriores,
han demostrado, que esta isoforma, est4 presente en un gran nimero de especies de
teledsteos, ademas de que se ha reportado en algunas especies de reptiles y en una
especie de mamifero, el capibara (Hydrochaeris hydrochaeris) (Clarke & Pompolo, 2005;
Carosfeld, 2000; Montaner et al., 1999 ).

Ashihara, et al. (1995), obtuvieron para el caso de los salménidos, la coexistencia de dos
genes precursores para la sGnRH. Esto, se cree que se debid al resultado de la
duplicacién en su genoma, siendo este grupo de vertebrados de gran importancia, por

presentarse como un buen modelo evolutivo (Ferriere, et al., 2001).

Estos genes han sido localizados por técnicas como el Southern Blot e hibridacion in situ,
en varias especies de salmones y peces teledsteos, encontrando la existencia de ambos

genes en varios de ellos (Leder et al., 2004).

A estos dos genes se les han asignado los nombres de sGnRH-I y de sGnRH-II,
respectivamente, los cuales son aproximadamente de 453 pb y de 481 pb, en el
Onchorynchus mikiss y ambos son expresados en el cerebro (Ferriere, et al., 2001).

En salmén, se tiene reportado que los genes para la sGnRH contienen una regién rio
arriba que tiene una alta homologia con su region codificante. En el salmon del Atlantico,
se presenta una larga secuencia palindrémica de alrededor de 1200 pb, que
probablemente participa en el control de la transcripcion por la via de receptores a
estrdgeno, y también, se encuentra en la region rio arriba (Kungland, 1993). Al contrario,
el gen para la sGnRH-I, tiene 3 distintos palindromes en la region rio arriba (Higa et al.,
1997).

Ambos genes se expresan formando mRNAs en el cerebro y en las gonadas de varias
especies de peces teledsteos. El gen de la sGnRH1 usa el sitio de inicio; sin embargo, el

gen de la sGnRH2, usa dos sitios de inicio y un corte y empalme alternativo, produciendo



3 diferentes transcritos en las génadas de trucha arcoiris y salmén. Estos se expresan
indeterminadamente, durante los primeros dos afios de vida (Gray et al.,, 2002; von
Schalburg et al., 1999; Uzbekova, et al., 2001).

Para caso del pez cebra (Danio rerio), se ha estudiado el gen que codifica para la sGhnRH
y estd compuesto de 4 exones, los cuales son 20, 145, 75 y 93 pb, respectivamente, y 3
intrones, de 1129, 1509 y 94 pb (Figura 3).

Ademas, posee la tipica estructura del gen para la sGnRH reportada para varias especies
de peces teleésteos, que consta de la siguiente manera: El péptido sefial (PS) (23
aminodcidos), el decapéptido de la GnRH, el sitio de procesamiento y el GAP (58
aminodcidos) (Gopinath et al., 2004; Kuo, et al., 2005).

GnRH3 Gene
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"y Exon2-145bo T Exaond-T5bp E Exond-193bp
T Tr
Intron1-1128bp : niron2-150%bp E
CREB gsp1 Oct-1 Intron3-94b
MEF1 P

Fig. 3. Estructura del gen que codifica para la sGnRH en el pez cebra (Danio rerio)
(Tomado de Kuo, et al., 2005).

Promotor de la sGnRH.

Existen pocos estudios que se enfocan a la secuencia del promotor en los distintos genes
para la GnRH, sin embargo, existen al menos tres especies de peces teledsteos en los

que se ha podido identificar esta estructura.

Kitahashi et al., (2005), clonaron y analizaron los promotores de los genes para las tres
isoformas de GnRH (sGnRH, sbGnRH y cGnRH-II), en el Astatotilapia burtoni,
encontrando que varias de las regiones en el promotor muestran una alta homologia

(67.6-90.0 %), con regiones que corresponden con el gen de la especie Orizias latipes.

La regidon promotora, para esta especie, contiene un marco abierto de lectura en las
posiciones —2096 a la -4560 pb, la cual codifica para la proteina tirosina fosfatasa .

Presentando sitios de unién para el retinoide X (RXR), el receptor a glucocorticoide (GR),



el receptor a la hormona tiroidea (TR) y Receptor al acido retinoico (RAR). Ademas,
presenta sitios de union para factores de transcripcibn como c-jun, factores de
transcripcibn miogénicos, como la miogenina y la MRF4, ademas de agrupaciones de
c/EBP, sp-1, una caja GATA unida a la proteina 1 (GATA-1) y Oct-1. Ademas de esto, el
trascrito de la proteina responsable del crecimiento temprano 1 (Egr-1) y el Factor
esteroidogénico 1 (SF1), son fundamentales para el incremento de la expresion del gen
promotor de la subunidad B de la LH, en las células gonadotropas, la cual es inducida a
través de la GnRH, (Kaiser, et al., 2000; Duan, et al., 2002).

En el caso del pez cebra (Danio rerio) y el salmén (Oncorhynchus masou), el promotor del
gen para la GnRH, contienen los factores de transcripcion Oct-1 y Oct-6, ERE (elemento
de respuesta a estrogenos), el receptor a glucocorticoide (GR), el receptor a progesterona
(PR), la caja GATA-1, la proteina de union al elemento de respuesta al AMPc (CREB),
SF-1y una region OTX2 (Torgensen et al., 2002).

Todas estas regiones, tienen distintas funciones en la regulacion del gen para la GnRH,
las cuales resultan de gran importancia para su expresion. Por ejemplo, se ha visto que, el
CREB, en conjunto con los sitios Oct-1 y SP-1, son responsables de la expresion de la
sGnRH (Husebye et al., 1997).



Capitulo IV. Mensajeros de la GnRH.

Estructura de los cDNAs y mRNAs para la sGnRH.

El cDNA y el mRNA que codifican para las isoformas de la GnRH, han sido aislados en

varias especies de vertebrados.

Para el caso de los peces teledsteos, son pocos los datos que se tienen; sin embargo, se
sabe que en la mayoria de las especies, existen al menos dos isoformas que se expresan
en el cerebro, y en algunas, se encuentra también una doble expresién en las génadas y

otros tejidos.

La organizacion del mensajero, para las isoformas de la GnRH, contiene las regiones 3’ y
5’ sin traduccion, una secuencia que codifica para el precursor de la GnRH, el cual esta
compuesto por un péptido sefial (PS), el decapéptido que codifica para la isoforma de la

GnRH, el sitio de procesamiento y el GAP (Figura 4).
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Fig. 4. Estructura del mRNA en donde se muestra su organizacion: Regiones 3 y 5’ sin
traduccion (UTR), Péptido sefal (PS), sitio de procesamiento (SP), péptido asociado a la
GnRH (GAP) (Modificado de Kuo, et al., 2005).



MRNA para laisoforma de la sGnRH.

Se conoce de la coexistencia de dos o tres isoformas de la GnRH que se expresan en el
cerebro en una misma especie, ademas del mecanismo de activacion y expresion de cada
uno de los genes, asi como sus mMRNAs esto en la sGnRH es muy complejo (Vetillard et
al., 2006).

Ashihara et al., (1995) encontraron en el cerebro de salmonidos, la existencia de dos
diferentes genes precursores para la isoforma de la sGnRH. La explicacion a ello, es que
se presento la duplicacién del gen, durante la evolucion de este y otros grupos de peces,
hace aproximadamente 500 millones de afios, siendo estos tetraploides. Ambo genes
codifican para sus respectivos mRNAs y precursores y el decapéptido final, resulta ser el
mismo. Dependiendo del gen precursor, son nombrados sGnRH mRNA 1y sGnRH mRNA
2. En Oncorhynchus nerka, cuando son comparados los dos mRNAs, el mRNA 1,
presenta varias deleciones.

En salmdnidos, para la obtencién de los dos tipos de mRNAs que se presentan, se utilizan
distintas vias para el inicio de la transcripcién y posterior corte y empalme. En el caso del
MRNA 1, usa el sitio de inicio convencional y el procesamiento de corte y empalme. En la
sintesis de mMRNA 2, se comienza con un promotor rio arriba y un corte y empalme
alternativo. Para ambos mensajeros, ello se ha detectado tanto en el cerebro y en las

glnadas.

Localizacion de mRNA de sGnRH en el cerebro.

Entre los trabajos realizados para establecer la localizaciéon de los mRNA de sGnRH
destacan los realizados en O. mykiss, en la cual, por medio de Nothern Blot, se encontrd
que el mRNA 1, se expresa en el area preodptica (POA) e hipotalamo; mientras que el
MRNA 2, esta presente en los bulbos olfativos (OB) y el telencéfalo (Ferriere et al., 2001,
Uzbekova et al., 2000) (Figura 5).

En otro grupo de teledsteos como los ciprinidos, especificamente, en Carassius auratus,
se han descrito también la presencia de dos isoformas de sGnRH. Al igual que para los
salménidos, la explicacién para ello ha sido que los ciprinidos son tetraploides (Suetake et
al., 2000).



En el caso de especies como: Pagrus major (Okuzawa et al, 1994), Porichthys notatus
(Grober et al, 1995), Sparus aurata (Gothilf, et al, 1996) y Salmo salar (Klungland et al,
1992), se ha localizado un solo tipo de mRNA, esto debido quiz4, a que no se han tratado
de localizar las dos isoformas, o que las especies en cuestién, como en la ultima especie,
no sean tetraploides. Para Pargus, Porichthys, Sparus y Salmo salar, el mMRNA de esta

hormona es expresado en el hipotadlamo y los bulbos olfativos.

Se ha encontrado la expresién, de los mMRNAs para la sGnRH, en é&reas del cerebro,
ademas de encontrarse en el ovario y el testiculo de vertebrados. En las génadas poseen

funcién paracrina, estimulando la esteroidogénesis (Andreu-Vieyra & Habibi et al., 2001).

Se han hecho investigaciones demostrandose que con el avance de la gametogénesis, la

expresion de los MRNAs de GnRH varian de acuerdo a la etapa en la que se encuentren.

En especies como el ciclido, Astatotilapia burtoni, la expresién de los mensajeros para la
isoforma sGnRH, han sido detectados en el testiculo.

En el pez dorado (Carassius auratus), el mRNA de la GnRH tiene una alta expresion en
hembras que se encuentran en etapa de recrudescencia, madurez y estado postovulatorio
(Lin & Peter, 1997).

En especies tetraploides en donde existen 2 distintos mRNAs, como es el caso de la
trucha arcoiris, se ha encontrado que, en los machos el MRNA 2 se transcribe poco en los
organismos inmaduros y se va incrementando conforme la espermatogénesis avanza y
hasta el final de la misma. Se ha observado que la expresibn del mRNAL decrece
dramaticamente al inicio de la espermatogénesis, en especial, cuando la espermatogonia
se esta dividiendo (Uzbekova, et al., 2001), y se vuelve a incrementar en las
subsecuentes etapas hasta su término. Ademas, se cree que el incremento en la
produccién de andrégenos esta correlacionado con la expresion del mensajero observado

durante la espermatogénesis, sugiriendo que este tiene un efecto positivo.

En esta misma especie, para el caso de las hembras, el MRNA 1 se expresa durante la
ovogénesis, en especial, en las etapas finales del desarrollo de las gbnadas y durante la

primera puesta (Amano, 2003; Gray, et al., 2002; Ferriere, et al., 2001).



En sistemas donde coexisten tres isoformas de la GnRH, el mMRNA, para la sGnRH, no se
incrementa significativamente durante el proceso de maduracién gonadal, en machos y
hembras, sugiriendo que el mecanismo de expresion de este, no interviene de manera
directa en la regulacion de la expresion de los esteroides (Amano, et al., 2004; Okuzawa

et al., 1997; Okuzawa, et al., 2003).
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Fig. 5. Localizacion de los mRNAs para la trucha arcoiris (Oncorhynchus mikiss). El
MRNAL, se expresa en el area preéptica e hipotdlamo. EI mRNA2, en los Bulbos

olfatorios y telencéfalo.



Expresion de los mRNASs, durante las primeras etapas de

desarrollo.

Pocos son los estudios que se han realizado para determinar en que momento comienzan
a expresarse los mRNAs para la GnRH. von Schalburg, et al., (1999), encontraron que el
MRNA 2, se expresa durante el desarrollo temprano en embriones y en recién
eclosionados de salmon. Sin embargo, el MRNA 1 se expresa en momentos diferentes.
Primero, esta presente durante la etapa embrionaria y después vuelve a expresarse
cuando se empiezan a desarrollar las gonadas, tanto en hembras como en machos.
Sugiriendo que los MRNAs, intervienen desde etapas muy tempranas del desarrollo y que
estos se expresaran de acuerdo a la etapa en que se encuentren dentro de su historia de

vida (Figura 6).

(hjndri WsGRRH (¢ I

Fig.6. Expresion de sGnRH en embridn de pez cebra (Danio rerio), en distintas etapas de
desarrollo (36, 48horas y 5 dias) detectados por hibridacion in situ. (PO) Placoda olfativa
(BO) Bulbos olfativos (Modificado de Kuo et al., 2005).



Capitulo V. Proteina de la GnRH.

Precursor de la isoforma de la sGnRH

La estructura de los precursores en la GnRH, para tele6steos, consiste
principalmente de un péptido sefial (PS), el decapéptido de la GnRH, el sitio de

procesamiento y el GAP.

En los peces teledsteos, se tiene que la secuencia del péptido sefal tiene
aproximadamente de 20 a 25 aminoacidos. Conteniendo una regién hidrofilica, que
es requerida por la prehormona para que esta pueda ser secretada. Esta regién, ha
sido identificada para todos los precursores de la GnRH encontrados hasta la fecha,
porque al inicio de su secuencia, contiene un aminoacido con carga positiva (Lys o
Arg). Esta es altamente conservada en un gran nimero de especies, existiendo muy

poca diferencia entre sus aminoéacidos (Clarke & Pompolo, 2005).

En todos los precursores, hallados en todos los vertebrados, se encuentra el sitio
de procesamiento (Gly-Lys-Arg), y es seguido del decapéptido de la GnRH, el cual

es altamente conservado.

La diferencia fundamental en la estructura de los precursores para la GnRH, se
encuentra en la parte del GAP. Este sirve de referencia para poder determinar la
secuencia de las distintas isoformas. Siendo esta secuencia, de gran importancia
en técnicas como la hibridacion in situ e inmuniohistoquimica, para generar
ribosondas mas especificas y que estas tengan una menor homologia en relacion
con las secuencias que codifican para los propios decapéptidos. Ademas, esta
puede variar en el numero total de aminoacidos, dependiendo de cada especie. Por
ejemplo, el GAP del precursor parala cGnRH-II, en el pez dorado, bagre y mojarras,

tiene aproximadamente 49 aminoacidos (Pandolfi et al., 2005).

Para el precursor de la sGnRH, esta regién es variable entre las distintas especies
de peces teledsteos, ya que difiere entre 46 y 58 aminoacidos. En algunas especies

de salmones, esta presenta 46 aminoacidos, 54, para el caso de ciclidos y lubina



(Dicentrarchus labrax) y 58, en el pez dorado (Carassius auratus) y el pez cebra

(Danio rerio) (Lethimonier, et al., 2004; Torgensen et al., 2002).

La region del carboxilo terminal del GAP, en muchos precursores de la GnRH,
consiste de un sitio de aminoacidos dibasicos (Lys-Arg, Arg-Arg, Lys-Lys, 6 Arg-
Lys), el cual tipicamente representa un sitio de corte enziméatico, para promover el

procesamiento de las isoformas para la GnRH.

La funcion del GAP es poco conocida. Un papel que se le ha atribuido a este, es el de ser
auxiliar en el plegamiento del péptido para facilitar posteriormente, los sitios de ruptura,
contribuyendo de esta manera, a la maduracion de la molécula (Cardenas, 1997),
participar en el correcto procesamiento y empacamiento del decapéptido (Schneider et al.,
2006) y ayudar en una estructura secundaria adecuada para el procesamiento correcto
del precursor de la GnRH (Sherwood & Wu, 2005; Sherwood, et al., 1994). Ademas, se
sabe que, para el caso de los mamiferos, puede funcionar como un inhibidor de la
liberacién de la prolactina (Nicolics, et al., 1985: Weber et al., 1997) e inducir la dopamina
(Gobert et al.,, 1992). En el caso de los teledsteos, esta Ultima es un inhibidor de la
secrecion de GtHs en algunas especies.

Analizando la estructura de la GnRH, se ha demostrado que, tras la ruptura del
péptido sefal, el residuo del 4cido glutamico del amino terminal de la molécula, se
convierte en &cido piroglutamico. Entonces, la hormona se separa del GAP, al
separarse de los aminoacidos del sitio de procesamiento (Lys-Arg), por la accién de
endopéptidasas. El grupo del carboxilo terminal de la molécula, tiene una
modificacion por la apeptidil-glicina monooxigenasa, que amida a dicho grupo, el
cual, ya es activo. Después el GAP y la GnRH, son almacenados en los granulos de
secrecion, hasta que son liberados (Wetsel et al., 1991).



Capitulo VI. Origen de la sGnRH.

Varios estudios han localizado la distribucion de los péptidos de las distintas isoformas de
la GnRH en el cerebro. Sin embargo, adn no se sabe del todo, como y en que momento
las neuronas expresan a dicha hormona durante el desarrollo de cada especie (Wierman,
2004).

El origen y la migracion de las neuronas positivas a la GnRH, han sido ampliamente
estudiadas en mamiferos como ratones y humanos, por lo que en este grupo de
vertebrados, se tiene un panorama mas amplio. Para el caso de los teledsteos, este
conocimiento es muy escaso, contando con pocas investigaciones (Tobet, 2006; Whitlock,
2005; Schawanzel-Fukuda & Paff, 1989).

El origen de las neuronas que expresan a la GnRH-1 en el ratén, fue descrita en 1989, por
Wray, Schawanzel-Fukuda y Pfaff, quienes demostraron de forma independiente, que las
poblaciones de las neuronas productoras de GnRH que regulan el eje reproductivo se
originan en células que dan lugar a los tejidos del olfato (Wray, et al.,1989; Schawanzel-
Fukuda & Paff, 1989).

Después, Muske (1993), propuso la existencia de dos mecanismos que pueden explicar el
origen y distribucién de las isoformas presentes en una misma especie. El primero,
denominado Sistema Nervio Terminal-Septo Predptico y el segundo, el sistema de la
cGnRH-II o del cerebro medio. Las células del primer sistema, tiene su origen embrionario
en la placoda olfativa y aqui es expresada alguna isoforma de la GnRH de acuerdo a la
especie, por ejemplo, mGnRH, para el caso de muchos mamiferos, cGnRH-I, en aves,
sGnRH, en salménidos entre otros (Sherwood et al., 1997). Este sistema esta compuesto
por la extensién de cuerpos celulares nerviosos y se extienden hacia las proximidades del
nervio terminal (TN) y al hipotalamo anterior, a través del area septal. Las neuronas de
GnRH aisladas, han sido encontradas, en el bulbo olfativo a lo largo del TN en el
Dicentrarchus labrax (Gonzalez-Martinez et al., 2001) y en el hipocampo de mamiferos
(Dellovade et al., 1993). El siguiente sistema para el caso de todos los gnatostomados, es
representado por un grupo de neuronas localizadas en el diencéfalo posterior y la parte

rostral del mesencéfalo. Estas neuronas presentan la isoforma de cGnRH-II y por lo



menos en teledsteos, se sabe que se originan en la zona germinal del tercer ventriculo
(Gonzalez-Martinez et al., 2002). La funcioén fisioldgica de cGnRH-II es aln desconocida.
A través de técnicas bioquimicas, inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas, se ha
determinado la diferente distribucién de la sGnRH en el cerebro (Gonzalez-Martinez,
2001) en varios teledsteos, como el Oncorhynchus nerka (Parhar, et al., 1995),
Oncorhynchus keta (Chiba, et al., 1994), Oncorhynchus masou (Amano, et al., 1998),
Oryzias latipes (Parhar, et al., 1998), Haplochromis burtoni (White & Fernald, 1998),
Oreochromis niloticus (Parhar, 1999), Pagrus major (Okuzawa, et al.,, 2002),
Dicenthrarchus labrax (Gonzalez-Martinez, et al., 2002), Cichlasoma dimerus (Pandolfi et
al., 2002) y el Verasper moseri (Amano, et al., 2004). Estas especies tienen en comun, el
mismo patrén de distribucion, encontrandose principalmente en el Nervio Terminal (TN) y
en el area predptica, sugiriendo que cada una de estas areas tienen un diferente origen
embrionario (Biju, et al., 2005; Okubo et al., 2006; Pandolfi, et al., 2002; Tobet, et al.,
2001).

El origen del grupo de células de GnRH-ir, localizadas en el area preéptica (POA), es
aun investigado. Parhar sugiere que este grupo celular se deriva de la pared del
diencéfalo ventricular (Parhar, 1997; Parhar et al. 1998). Sin embargo, Gonzalez-Martinez
et al., (2002), propone que este grupo celular, se origina de la placoda olfativa, al igual
que el grupo neuronal que origina a todas las isoformas de la GnRH que se encuentra en

el nervio terminal.

sGnRH en el nervio terminal: Origen y expresion.

Con base en los amplios estudios acerca del origen de sGnRH en el TN como una
primera zona de aparicion de dicha hormona, dichos trabajos se han tomado como

modelo para ofrecer una explicacién de la aparicion de la isoforma.

Las neuronas que estan presentes a lo largo del nervio terminal, algunas veces forman
grupos celulares llamados “ganglio terminal” o ganglio del nervio terminal (TNG). Se ha
descubierto, que dichas neuronas se proyectan hacia la retina en teledsteos. Debido a la
proyeccion hacia esta y las estrechas relaciones topograficas con el sistema olfativo, el
TNG ha sido llamado nucleo olfatoretinalis. Se ha sugerido que, las neuronas del nervio

terminal detectan feromonas a través de procesos directos hacia el epitelio olfativo, y



median la informacion en el telencéfalo ventral para facilitar el comportamiento

reproductivo.

Para entender como las neuronas expresan a la sGnRH en el TN, se han realizado
investigaciones durante el desarrollo ontogénico de teledsteos. La hormona se detecta por
primera vez en la placoda olfativa de los vertebrados, una estructura que surge de la
placa neural anterior cuando el tubo neural se est4d formando (Whitlock, et al., 2003;
Whitlock et al., 2006; Whitlock & Weterfield, 2003), en donde apareceran los érganos del
olfato, a consecuencia de la interaccion de la placoda olfativa y las cresta neural. La
placoda, eventualmente dard lugar eventualmente a las estructuras sensoriales, tales
como las células del pelo, del oido interno y las neuronas de la nariz, asi como la lente del
ojo (pero no a las células del ganglio retinal), asi como a la adenohipéfisis (Baker &
Bronner-Fraser, 2001; Whitlock, 2004). Las células formadas de esta area, migran lejos
para poblar regiones del telencéfalo ventral, incluido el TN y el hipotalamo (Dubois, et al.,
2002; Parhar, et al., 1998; Fernald & White, 1999; Schwatz & Levine, 2006.).



Capitulo VII. Distribucion de las isoformas de la GnRH.

Diversas técnicas como lo son: el radioinmunoensayo (RIA), inmunocitoquimica,
inmunohistoquimica y HPLC, han sido utilizadas para establecer la distribucién de la
hormona en cuestiéon. Estas técnicas han sido aplicadas principalmente en el cerebro e
hipdfisis en un gran namero de especies de teledsteos, encontrando que dos o tres
isoformas estdn en ambas estructuras. Cabe destacar que estan presentes 3 isoformas,
en la familia de los perciformes o “peces modernos” (Tabla 2). En los peces teleésteos, la
distribucion de la GnRH se ha dividido en tres diferentes sistemas en el cerebro.

El primero, se distribuye a lo largo de la porcion ventral del cerebro anterior, en donde
estan incluidos el telencéfalo ventral, el area predptica (POA) y el hipotalamo y se le

nombrd, sistema VF-GnRH.

El segundo, engloba otras areas del diencéfalo y mesencéfalo o cerebro medio (MB-

GnRH) y por ultimo, el distribuido en el nervio terminal, el TN-GnRH (Dubois, et al., 2002).

En varias especies de teledsteos, el VF-GnRH presenta un gran nimero de isoformas
tales como:. sGnRH, mGnRH, cfGnRH, sbGnRH, mdGnRH o pjGnRH, hrGnRH
(Lethimonier, et al., 2004). De neuronas que poseen la hormona surgen axones hacia la

hipdfisis (Yamamoto et al., 1998; Gonzalez-Martinez et al., 2001).

En MB-GnRH se detecta la isoforma mas conservada, cGnRH-II, la cual, se encuentra en
todos los vertebrados (Rodriguez-Gémez et al., 1999; Somoza, et al., 2002, Okubo, et al.,
2001; Soga, et al., 1998; Yamamoto, et al., 1995; Powell, et al., 1994).

Hasta la fecha, para TN-GnRH en varias especies de teledsteos, solo se ha detectado la
sGnRH (Zandbergen, et al., 1995). Una recopilacion de los datos anteriores se muestra en
la Tabla 2.



Telencéfalo Area Mesencéfalo | Referencias
(Tel) predptica (MT)
(POA)
Anguiliformes
Anguilla anguilla. mGnRH mGnRH cGnRH-II Montero, et al. (1994).
Pantodonides
Pantodon buchholzi. mGnRH mGnRH cGnRH-II O’ Neill et al. (1998).
Osteoglosiformes
Scleropages jardin. sGnRH sGnRH cGnRH-II Okubo, et al. (2001)
Cupleiformes
Clupea harengus. sGnRH hgGnRH cGnRH-II Carosfeld et al. (2000).
Cipriniformes
Carassius auratus. sGnRH sGnRH cGnRH-II Yu, et al. (1998)
Danio rerio. Powell, et al. (1996).
Gnathopogon caerulescens Okuzawa et al., (1994).
Rutilus rutilus Penligton, et al., (1997).
Siluriformes
Clarias gariepinus. cfGnRH cfGnRH cGnRH-II Zandbergen et al. (1995).
Caraciformes
Piaractus mesopotamicus. sGnRH sbGnRH cGnRH-II Powell, et al. (1997).
Salmoniformes
Coreogonus clupeaformis. sGnRH wfGnRH cGnRH-II Adams, et al (2002).
Oncorhynchus mykiss. sGnRH sGnRH cGnRH-II Okuzawa, et al. (1990).
Oncorhynchus masou. Amano, et al. (1991).
Oncorhynchus nerka. Parhar, et al. (1995)
Atheriniformes
Odonthestes bonariensis. sGnRH piGnRH cGnRH-II Montaner et al. (2001).
Sinbranciformes
Symbranchus marmoratus. sGnRH piGnRH cGnRH-II Somoza et al. (2002).
Beloniformes
Oryzias latipes. sGnRH piGnRH cGnRH-II Okubo et al (2000).
Ciprinodontiformes
Xiphophorus maculatus. sGnRH piGNRH cGnRH-II Somoza, et al. (2002).
Escorpaeniformes
Sebastes rastrelliger. sGnRH sbGnRH cGnRH-II Powell, et al. (1996);

Collins, et al., (2001).




Perciformes

Cichlasoma dimerus. sGnRH sbGnRH cGnRH-II Pandolfi, et al., (2002)
Haplocromis burtoni. White, et al., (1995).
Oreochromis niloticus Parhar, et al., (1998).
Sparus aurata. Gothilf, et al., (1996).
Morone saxatilis. Chow et al., (1998).
Dicentrarchus labrax. Gonzélez-Martinez, et al.,
Pagrus major. (2001).
Oreochromis mossambicus. Senthilkumaran, et al.,
Acanthopagrus schlegeli. (1999).
Opleganthus fasciatus. Senthilkumaran, et al.,
(1999).
Senthilkumaran, et al.,
(1999).
Pleuronectiformes
Verasper moseri. sGnRH sbGnRH cGnRH-II Amano, et al. (2002).
Scophthalmus maximus. Anderson, et al. (2001).
Tetraodontiformes
Fugu rubripres sGnRH sbGnRH? cGnRH-II Aparicio, et al. (2002)
Escianidae
Micropogonias undulatus. sGnRH sbGnRH cGnRH-II Mohamed, et al. (2005).
Sciaenops ocellatus Mohamed & Khan (2006).
Centropomidae
Lates niloticus mGnRH mGnRH cGnRH-II Mousa & Mousa (2003).
Centropomus undecimalis. sGnRH sbGnRH Sherwood et al., (1993).
Poecilidae
Xiphophorus helleir sGnRH pjGnRH cGnRH-II Somoza, et al., (2002).
Xiphophorus maculatus
Lephidosirenidae
Lepidosiren paradoxa mGnRH mGnRH cGnRH-II Cassara, et al., (2001).

Tabla 2. Distribucion de las isoformas de GnRH en el cerebro de peces teledsteos

(Modificado de Somoza et al., 2002)




Para especies como el Carassius auratus, Onchorynchus masou, Scleropajes jardini,
Danio rerio, Rutilus rutilus y Onchorynchus mikiss, se ha localizado la presencia de dos
isoformas, la sGnRH y cGnRH-II. El patrén basico de distribucién de la primera, se
encuentra a lo largo de la porcion ventral del cerebro anterior (nervio terminal, telencéfalo
ventral, area predptica e hipotalamo), y la segunda en la transicién entre el diencéfalo y el
mesencéfalo (sinencéfalo) (Kah et al.,1991). Ademas de lugares tales como nervios que
se encuentran en el olfato, en los bulbos olfatorios, el nervio Terminal, incuso se ha
demostrado que esta hormona se presenta en la hipofisis a través de extensiones

axonales, sugiriendo que puede actuar como un neuromodulador.

La sGnRH, se localiza principalmente en los nervios que se encuentran en el olfato, en los
bulbos olfatorios, el nervio terminal, el telencéfalo ventral y el &rea predptica. Ademas, se
ha demostrado que la existencia de esta isoforma presenta extensiones axonales hacia la
hipdfisis (Amano, et al., 1991; Kim, et al., 1995).

La isoforma de la cGnRH-II, se distribuye en la regién media del encéfalo (Okubo, et al.,

2000; Soga, et al., 1998; Yamamoto, 2003).

La diferente distribucion de las células y fibras con isoformas especificas sugiere la

existencia de las diferentes funciones (Figura 7).

Hipofisis

Fig. 7. Representacion esquematica del cerebro de Dwarf gourami (Colisa lalia)), en
donde se muestran los tres sistemas de la GnRH, indicadas con flechas. En donde se
localizan: el epitelio olfativo (OE), el Nervio Terminal (TN), el nervio olfativo (ON), los
bulbos olfativos (OB), Telencéfalo (TEL), Tectum 6ptico (TO) (Modficado de Wirsig-
Wiechmann & Oka, 2002).



Capitulo VIII. Funcion de laisoforma sGnRH, de acuerdo
con su localizacion en el encéfalo.

Se sabe que el papel fisiolégico especifico de cada isoforma de la GnRH aln no es del
todo claramente entendida, pero se cree que las principales funciones, dependiendo de su
localizacién en el cerebro, estan relacionadas con la reproduccion y el comportamiento
social, siendo para ello, el ciclido Haplochorimis burtoni, el Thalassoma bifasciatum y dos
gobidos, el Zosteisessor ophiocephalus y el Gobius Niger, los mas estudiados hasta la

fecha (Burmeister et al., 2005; Scaggiante, 2006).

De acuerdo con la localizacion de la sGnRH, reportada para varias especies de
vertebrados, en especial, para el caso de los tele6steos, se han establecido diferentes

funciones para esta isoforma.

Como se asigno originalmente, cuando sGnRH se encuentra en VF, su papel es clave en
el control de la reproduccion de todos los vertebrados. Sus funciones son muy diversas,
actuando como una hormona neuroendocrina en la liberacién de las gonadotropinas,
también con un papel autocrino, en las neuronas que expresan la GnRH y como
neurotransmisor y neuromodulador. Ademas de tener una funcién paracrina, siendo
esencial para la gametogénesis y esteroidogénesis en las génadas, ejercida a través de la
regulacion de la sintesis y la liberacion de gonadotropinas en la hipdfisis, desde los peces
hasta los humanos (Ishizaki et al., 2004; Millar, 2004; Seaflon et al., 1997; Kobayashi et
al., 1997; Givens et al., 2004; Amano et al., 1995; Yamada, et al., 2002; Whitlock et al.,
2003).

En el pez dorado (Carassius auratus), se ha demostrado que esta distribucién es esencial
para el desarrollo del ovario y la ovulacion (Lim, et al., 2001). Ademas, se ha sugerido que
la principal funcion de la GnRH en esta area, sea la de coordinar la entrada de estimulos
olfativos y de la vision para el proceso reproductivo (Kudo, et al., 1996).

Por otro lado, se ha postulado que las neuronas que expresan a la sGnRH, en el area
predptica (POA), participan en el comportamiento social y reproductivo en el ciclido
Astatotilapia burtoni (Fernald, 2002, Greenwood & Fernald, 2004; Ogawa et al., 2006).



Si esta isoforma se expresa en las neuronas en el ganglio del nervio terminal (TNG), su
funcion es diferente, presentando un papel fundamentalmente como neuromodulador. Los
axones de las neuronas de esta zona, se extienden ampliamente dentro del cerebro pero
no llegan hasta la hipofisis (Oka, 1992). Otra atribucion de la funcion sGnRH en esta
region es, los cambios en el comportamiento animal, por ejemplo, en los estados de

motivacion y estimulacién (Abe & Oka, 2002).

Recientemente, en mamiferos, se han localizado la existencia de dos isoformas mas. Una
de ellas es denominada GnRH-II, con una secuencia similar a la isoforma conservada de
la cGnRH-II. La otra denominada GnRH-III, teniendo homologia con la sGnRH, presente
en teledsteos. Esta ultima, fue extraida del cerebro de bovino y de humano. En dichos
trabajos se ha sugiriendo que las funciones de estas dos isoformas participan en la
induccién de la secrecion de las gonadotropinas y el comportamiento sexual (Turkstra et
al., 2005).



Capitulo IX. Receptores y sefales de transduccién ala
GnRH.

Los eventos principales que la GnRH promueve en la hipdfisis anterior son: la sintesis y
liberacion de las gonadotropinas, y estan mediados por los receptores especificos a la
GnRH (GnRH-Rs), por ello, los conocimientos que se adquieran, tanto de su estructura y
como de su regulacion son esenciales para entender los mecanismos de la fisiologia de la

reproduccion (Guilgur, et al., 2006).

La clonacion molecular de los receptores para la GnRH han acelerado el progreso en los
estudios de la actividad estructural del complejo receptor-ligando (Millar, 2004; Seaflon, et
al., 1997).

A mediados de 1980, se sugirio que el receptor de la GnRH, estaba ligado con el
mecanismo de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR). Después, ya para 1992,
con la clonacion del cDNA para receptores en varias especies y la deduccién de
secuencias de aminodcidos, confirmarian que el receptor de la GnRH, posee la tipica
estructura caracteristica de esta superfamilia (Dobkin-Bekman et al., 2006; Khdra & Li,
2006; Ramakrishappa et al., 2005).

Dentro de los GPCR, los GnRH-Rs son miembros de la gran superfamilia de la
rodopsina. Estos receptores, cuentan con tres dominios funcionales: un amino terminal
extracelular, con una cantidad de 30-40 residuos de aminoacidos y algunos de ellos
pueden estar glicosilados; 7 dominios transmembranales (TMs) con hélices a (280-290
aminoacidos), la cual es caracteristica de esta superfamilia. Sin embargo, en mamiferos,
la diferencia es la ausencia del carboxilo terminal del tallo citoplasmético, el cual es el
encargado de la desensibilizacién o el reciclaje de los receptores e internalizacion de los
GPCRs. Los TMs estan unidos por 3 asas extracelulares (EL) y 3 asas intracelulales (IL),
importantes para la union del ligando y sefiales de transduccion, respectivamente, y el
Carboxilo terminal citoplasméatico que puede estar palmitolado. Su funcién es mediar los
efectos de unidn, propagacion de sefiales, la desensibilizacién o el reciclaje, provocada

por la exposicién prolongada a la GnRH o sus agonistas e internalizacion del receptor



(Lehhimonier, et al., 2004; McArdle, et al., 2002; Millar et al., 2004; Moncaut, et al., 2005;
Pawson & McNeilly, 2005;) (Figura 8).

En muchos GPCRs, la region del tallo citoplasmético, se ha visto que juega un papel
determinante en la regulacion de las sefiales del receptor, la desensibilizacién y el tréfico
intracelular (Ferguson, 2001). Ademas de acoplarse a la proteina Gg/11, Algunos estudios
han presentado que otras variantes de la proteinas G, como la Gg/11, Gs y la proteina Gi
pueden mediar las acciones de los receptores a la GnRH. El asa intracelular y el tallo del
carboxilo terminal, han sido incluidos en el acoplamiento de los GPCRs a las proteinas G.
Varios estudios han mostrado que €l receptor ala GnRH es capaz de unirse avarias
proteinas G, activando un nimero de efectores (Millar, 2004; Millar & Pawson, 2004), a
través de diferentes elementos de las tres asas intracel ulares, parece ser que se une ala
proteina Gg/11, por medio de las asas intracelulares 2 y 3, mientras que la proteina Gs, se
une a asaintracelular 1. En ciertos tejidos, se ha sugerido que € receptor ala GnRH, se
une ala proteina Gi, no obstante, no se han estudiado las asas intracelulares involucradas a
este respecto.

El tallo del carboxilo terminal de las GPCRs, ha sido incluido en la regulacion de las
sefiales por la via del receptor acoplado a las proteinas G. Muchos estudios han
establecido la importancia de esta region en el acoplamiento, desensibilizacion e

internalizacién de los receptores a la GnRH.

A través del acoplamiento con la proteina Gg/11 y la activacion de la PKC, el receptor a la
GnRH puede inducir la activacion de las 4 subfamilias de la MAPK, las cuales contienen
a la ERK, la c-jun-N-terminal proteincinasa (JNK) y la p38MAPK y la gran MAPK (BMK)
(Bonfil, et al., 2004; Bernard, et al., 2001). Se sabe que la ERK es una secuencia
exportadora no nuclear, que se encuentra dentro del nucleo, que desfosforila,
posibilitando la reasociacion junto a MEK (la cual no tiene una secuencia exportadora
nuclear) y en consecuencia cambian la translocacion del citoplasma al nucleo de las
células (Caunt et al., 2006; Krens et al., 2006). Todas estas han sido objeto de recientes
investigaciones. En donde se sabe que estas desempefian un papel en la regulacién de la
expresion de los genes para las distintas subunidades de las gonadotropinas (Naor, et al.,
2000). En esta ruta, el calcio tiene un papel importante (Gur et al., 2001; Naor, et al.,
1998). (Kraus, et al., 2001) (Fig. 9).



En la linea celular LBT2 se ha demostrado que la activacion de la ERK induce a c-fos y a
la expresion del gen de la LHP y el proceso de sefializacion ocurren por la activacion del
receptor a la GnRH a través de la via de las proteinas Gg/11 y Gs (Pawson & McNeilly,
2005; Harris et al., 2002; Liu et al., 2002).
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Fig. 8. Estructura general del Receptor a la GnRH. En donde se muestra el extremo
amino extracelular, los 7 dominios transmembranales (TMs), conectados por 3 asas intra

y extracelulares (IL y EL, respectivamente) y un extremo carboxilo intracelular.

En 1992, el cDNA que codifica para el GnRH-R, fue descrito en el ratén (Tsutsumi, et al.,
1992; Reinhart, et al., 1992) y se el asigné el nombre de GnRH RI. Con su aislamiento,

secuencias homologas fueron identificadas en diferentes especies de vertebrados.

En el pez gato africano, fue descrito el primer receptor para los peces teledsteos (Tensen,
et al., 1997). Desde entonces, cDNAs que codifican para este, han sido descritos para
varias especies. Debido a la presencia de diferentes isoformas encontradas, se sugiere la
existencia de mas de uno en varias especies de vertebrados. De hecho, en estos ultimos
afos, se ha descrito la presencia de mas de un subtipo son expresados en una sola
especie (Shimizu & Bédécarrats, 2006).



Con la existencia de las isoformas de la GnRH, se crey6 que cada receptor correspondia
exclusivamente a un ligando especifico. Sin embargo, en algunas especies de peces, los

receptores responden a mas de una isoforma de la GnRH (Blomenrhor, et al., 2002).

Con los datos obtenidos a partir de la clonacién de varios receptores para la GnRH, se ha
sugerido que hubo una evolucién temprana de estos subtipos en vertebrados, lo cual se
cree gue sucedié en paralelo con los distintos ligandos que se han reportado hasta la
fecha (Millar, 2003; Millar, 2004; Millar, 2005).

Se han encontrado tres diferentes receptores en especies como: Oryzias latipes (Okubo,
et al., 2003; Okubo, et al., 2001), Orechromis niloticus (Soga, et al., 2005); dos en: Danio
rerio (Troskie, et al., 1998), Carassius auratus (llling, 1999), Clarias gariepinus (Bogerd, et
al., 2002), Onchorynchus mikiss (Madigou, et al., 2002), Morone saxatilis (Alok, et al.,
2000), en Astatotilapia burtoni (Robinson, et al., 2001); y cinco en: Dicentrarchus labrax
(Moncaut, et al., 2005), Tetraodon nigroviridis (Ikemoto & Park, 2005) y en Oncorhynchus
masou (Jodo, et al., 2003).

De acuerdo a sus secuencias se ha elaborado el analisis filogenético de estas, indicando
que los receptores pueden ser agrupados en tres clases distintas, designados como:
GnRH-R1, GnRH-R2 y GnRH-R3 o receptores del tipo I, IT y II (Millar, 2005; Millar,
2004). El receptor de tipo I (GnRH-R-I), se encuentra en los mamiferos, anfibios y peces;
los del tipo I (GNRH-R-II), en anfibios y humanos y por dltimo los del tipo 11T (GnRH-R-
IIT), agrupan solo a los teledsteos, principalmente a la familia de los perciformes (Lehavi-
Sivan et al., 2006).

Los receptores del tipo I y II, muestran un agrupamiento muy extenso. El hecho de que,
los receptores del tipo I se encuentren en todas las clases de vertebrados, indica que este
receptor es antiguo, y se postula que pudo ser el primero, para luego poder separarse.
Los receptores del tipo III, solo incluyen a los peces, en especial, a los perciformes y
algunas especies de anfibios, por lo que se puede sugerir que la evolucion a lo largo del
linaje de los teledsteos, ha sido completamente aislada de otras clases de vertebrados
(Morgan & Millar, 2004). Comparando las secuencias del Ill, estan mas relacionados con

las del tipo II, que con las del tipo I, postulandose que la relacion entre los tipos Il y Il de



receptores surgieron de la duplicacion de un gen antiguo en los vertebrados inferiores
(Lehavi-Sivan et al., 2006; Lehavi-Sivan & Avitan, 2005; Millar, 2004) (Figura 9).
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Fig. 9. Arbol filogenético en donde se muestras los tres tipos de receptores para la GnRH
(Modificado de Lehavi-Sivan et al., 2005).

Estudios como el de Troskie, et al., (1998), en donde se analizaron las relaciones
filogenéticas del dominio extracelular 3 (EC3) del receptor para la GnRH, se ha propuesto
que todos los receptores pueden ser agrupados en dos tipos: los del tipo I, conteniendo a
los subtipos IA y IB, que incluyen a todos los grupos de vertebrados. Los del tipo II,
agrupan a los receptores que se presentan solo en tetrdpodos. Esta propuesta esta
basada en varios criterios, como la organizacién del gen, la existencia del carboxilo
terminal en este dominio y los tres clados filogenéticos para los tres diferentes tipos de
ligandos. Estos dos grandes agrupamientos se han utilizado con la finalidad de que, al
irse descubriendo nuevos tipos de receptores, en las distintas especies de vertebrados,
no resulten ser un problema, procurando que todos los receptores que puedan ser

identificados en todos los vertebrados se ubiquen dentro de esta propuesta (Millar, 2004).



La clasificacion de los distintos receptores para la GnRH entre especies puede ser
confusa, ya que a los genes se les ha asignado nombres de acuerdo a la cronologia y a la
derivacion de la secuencia. Sin embargo, no se ha tomado en cuenta la escala
filogenética, las caracteristicas farmacoldgicas o sus funciones (Millar, et al, 2004). Hasta

la fecha, la nomenclatura ha sido inconsistente.

Secuencia de los receptores para la GnRH, en teledsteos.

La organizacion gendémica para los receptores en peces teledsteos, ha sido descrito en el
Oryzias latipes (Okubo, et al., 2001) y en Onchorhynchus mikiss (Madigou, et al., 2002).

Estos presentan dos tipos de receptores.

Los genes que codifican para los receptores del tipo I, consisten de tres exones
separados por dos intrones. Este contiene a la regién 5’, con la presencia de las cajas
TATA y CAAT, esta estructura se ha conservado en el receptor del tipo II, en humano
(Neill, 2002). En general, la estructura del gen para el receptor del tipo II, es mas
compleja. En el caso las dos especies de peces tele6steos mencionadas anteriormente,
usan un promotor alternativo y un corte y empalme, que produce la estructura del gen se
compone de tres o cuatro exones (Madigou, et al., 2002). Sin embargo, se ha encontrado

gue en el Astotilapia burtoni, la estructura consiste de 5 exones (Robison, et al., 2001).

Recientemente, se han identificado dos tipos de receptores en tilapia (Lehavi-Sivan, et al.,
2004). El primero, tiene un 83-84% de homologia con varias especies de peces como el
Morone saxatilis, Dicenthrachus labrax y Seriola dumerilii y un 50-51% de homologia con
el receptor TA del Carassius auratus. El segundo receptor clonado tiene un 95% de
homologia con Astatotilapia burtoni, un 70-86% con el receptor del tipo 2 de Oryzias
latipes y con el receptor del tipo IA del Carrasius auratus. De acuerdo a su homologia y su
posicion filogenética, los receptores de Oreochromis niloticus fueron nombrados como
tGNRH-RI y tGnRH-RIII.



Funcion del GnRH-R.

La existencia de diferentes tipos y subtipos de receptores en una misma especie, asi
como su diferente distribucion, no solo en areas reproductivas, si no también en 6rganos

periféricos, nos lleva a la pregunta de saber: ¢ Estos tienen una distinta funcion?.

Los receptores para la GnRH, se han detectado a través de diferentes técnicas como
inmunocitoquimica, andlisis in silico, hibridacién in situ y clonacién molecular, encontrando
que estos se distribuyen en diferentes 6rganos. En varias especies como el Oncorhyncus
masou, Astatotilapia burtoni, Dicentrarchus labrax y Oreochromis niloticus, se ha
reportado que los receptores, se distribuyen en distintas areas del cerebro, hipdfisis, retina
ovario y testiculo Ademas de localizarse en las branquias y el rifién de peces teledsteos.
(Jodo, et al., 2003; Madigou, et al., 2002).

En el Astatotilapia burtoni y el Oreochromis niloticus, la distribucién de los receptores,
conocidos como Gnrhrl y Gnrhr3, es diferente, El primero se localiza en el cerebro, dentro
de los Bulbos olfativos hacia la medula, asi como en las partes anterior y posterior dorsal
de la hipdfisis, sugiriendo que la funcién que realiza, permite modular a la GnRH, a través
de la entrada sensorial y el crecimiento; y el segundo, se distribuye en areas del cerebro y
en la parte posterior de la adeohipdfisis, la cual contiene a la LH y la FSH, sugiriendo que
este tipo de receptor es importante en la regulacién de la reproduccion (Levavi-Sivan et
al., 2006).

La funciébn mas conocida para los receptores a la GnRH, es su participacion en la
regulacion de la liberacion de las gonadotropinas, por parte de las gonadotropas
(Lethimonier, et al., 2004; Millar, 2005; Rispoli & Nett, 2005). Para los receptores
encontrados en el areas del cerebro e hipdfisis, se ha sugerido que su funcidén esta
relacionada con regulacion de la reproduccién, ademas de participar como modulador
sensorial, en donde se incluye al olfato, la vista, la linea lateral, las funciones
fotoreceptivas, metabdlicas y motoras (Chen & Fernald, 2006; Eisthen et al., 2000; Soga,
et al., 2005). Cuando estos son encontrados en las génadas, se cree que participan como
un regulador paracrino en la gametogénesis y la esteroidogénesis (Madigou 2002). En
Astatotilapia burtoni, se observo que los dos receptores pueden participar en el

comportamiento social (Au, et al., 2006).



Auln no se han esclarecido las diferentes funciones que pudieran tener en otros 6rganos

gue no estan asociados directamente a las funciones reproductivas.

Senales de transducciéon de la GnRH.

En vertebrados, los mecanismos que median las sefiales de traduccién de la GnRH para
la estimulacién de la liberacion de las gonadotropinas, se hace a través de mdltiples rutas

de mensajeros secundarios (Chang & Jobin, 1994).

Se ha encontrado que la GnRH, se une a sus receptores en la membrana de las células
gonadotropas, y la interacciéon estabiliza un cambio conformacional en el receptor que
promueve la activacion de estos. En las células gonadotropas de la hipofisis (Abe, et al.,
2002; Grosse, et al., 2000), los receptores estan asociados preferentemente a los
miembros de la subclase de la proteina Gq (Grosse et al., 2000), pero dependiendo de la
zona extrahipofisiaria que expresa el receptor, este se acopla a alguna de las diversas
proteinas G (Gg/11, Gs y Gi).

Aungue las sefiales de los GPCRs, es especifica para cadatipo celular, laexpresion de los
heterol ogos resulta importante para generar |a hipétesis acerca de que sefiales adicionales
pueden estar interviniendo. En muchos de estos, se ha encontrado gque existen otras rutas de
sefiales independientes ala activacion con las proteinas G (Ruf & Seaflon, 2004).

Dichas proteinas G, activan a la Fosfolipasa C (isoforma B), y cataliza la hidrélisis del
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) a inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG).

El IPs, moviliza el Calcio intracelular, el cual activa a la Proteincinasa C (PKC), en especial
a las isoformas PKCp y PKCB-II, las cuales son encontradas en las células gonadotropas
(Kraus, et al.,, 2001; Junoy, et al., 2002). La fase inicial del incremento del Calcio
intracelular aumenta el funcionamiento del receptores al IP3;, en los almacenamientos
intracelulares, mientras que en la fase de meseta, depende de la entrada del calcio
externo, el cual se encuentra principalmente, via canales de voltaje del tipo L, estimulando
la sintesis y liberacién de la LH y FSH, en donde se expresan las tres subunidades para
estas (la subunidad a, LHB y FSHB) (Gur et al., 2002; Timpsmark et al., 2005; Counis et
al., 2005; Burger et al., 2004; Ando et al., 2001).



La fosfolipasa D y el A2, son inmediatamente activadas por las sefiales del receptor a la
GnRH, probablemente por la via de la PKC. La liberacion retrazada de la DAG, por la
fosfolipasa D, puede causar la activacion de calcio independiente de la PKC (Shacham, et
al., 1999), las cuales estimulan rapidamente la actividad del receptor en las células

gonadotropas (Harris, et al., 1997).
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Fig. 10. Esquema en donde se resume las rutas de las sefiales de traduccion (Modificado

de Chang, et al., 2000).

Se ha encontrado ademas que, existe otra via de segundos mensajeros, en donde la
Fosfolipasa A2 (PLA2), la cual se sabe que, es la enzima que regula la liberacion del
acido araquiddnico, en muchos tipos celulares (Nemenoff et al., 1993) y la Fosfolipasa D
(PLD), intervienen. Estas producen DAG y &cido araquidonico (AA) para activar la
formacion de mas PKC y se siga la via de segundos mensajeros. En Carassius auratus,
se observo que el AA, es capaz de contribuir en la liberaciéon de las gonadotropinas, a
través de la liberacion del calcio intracelular (Chang, 1996; Yaron & Lehavi-Sivan, 1990).

Un estudio posterior, indica que, cuando el AA es liberado, existe la formacién de



productos de lipoxigenasa, estimulando la liberacion de las gonadotropinas, pero

mecanismo no esta del todo claro (Shacham, et al., 2001) (Figura 10).
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Fig. 11. Esquema donde se representa la accion de la GnRH en la expresién del gen de

una de las subunidades para las gonadotropinas y su liberacion.

Un estudio reciente indica que existe otra ruta que también participa en este mecanismo,
la via de Ca/ Cadmodulina dependiente de la Cinasa 11 (Ca/CAMPK). Probablemente,

actla como uno o mas factores de transcripcion sensibles a la GnRH, como promotor de

la subunidad de la LHpB y regulando la expresién de la LH. (Pawson & McNeilly, 2005;

Haisenleder, et al., 2003; Ando, et al., 2005).

Por otra parte, en tilapia, se ha encontrado que el AMPc, actlla como una via alterna en la

regulacién de la expresion de los genes de las subunidades (Rispoli & Nett, 2005; Yaron

et al., 2001) (Figura 11).



Capitulo X. Evolucion de laisoforma sGnRH.

Hace unos cuantos afos, White et al. (1998), propusieron un arbol filogenético de las
prepo-hormonas de la GnRH, que abarca desde los teledsteos hasta los mamiferos, y en
el cual, todas fueron reunidas dentro de tres agrupamientos principales. En esta
propuesta no se presenta afectacion por la inclusién de nuevas isoformas descubiertas y
hasta la fecha ha sido ampliamente aceptada (Okubo et al., 1999; Okubo et al., 2000;
Okubo & Aida 2001; Dubois et al., 2002; Lethimonier et al., 2004; Vickers et al., 2004).
Dentro de los tres agrupamientos, se nombra como GnRHI, al grupo que contiene todas
las isoformas de la GnRH, que estan relacionadas con la funcién del control de la hipdfisis
y Se expresan en neuronas que se encuentran dentro del area predptica e hipotalamo. El
grupo de la GnRH-II, contiene sélo a la isoforma conocida como cGnRH-II y se expresa
en las neuronas del cerebro medio y por ultimo, el grupo de la GnRH-III, que a la fecha,
contiene solamente a la sGnNRH, que se localiza en las neuronas de la region olfativa y el
telencéfalo de teledsteos. El problema con estos tres agrupamientos, es la existencia de
tres genes paralogos para los teledsteos, mientras que para los tetrapodos no se ha
encontrado una tercera variante, siendo una posible explicacion que al paso del tiempo

este gen se haya perdido (Montaner et al., 1999).

Algunos estudios, se han enfocado en sugerir la existencia de tres diferentes sistemas
unicamente en los teledsteos, los cuales tienen distintas funciones fisioldgicas (Parhar et
al., 1998; Dubois et al., 2002). Sin embargo, el surgimiento de la sGnRH como sistema,
sigue siendo un tema discutido. Se propone qué si la duplicaciéon de la sGnRH, se
presenta solo en los teledsteos “per se” o se dio antes de la divergencia de los peces a
tetrdpodos. Algunos autores han sugerido que si la duplicacién fue reciente, se esperaria
que las isoformas de la sGnRH las distintas isoformas de la sGnRH en diversas especies
de peces 0seo0s, se agruparan con alguna de las formas hipofisiotropicas de la GnRH, con
la implicacién de que esta tercera, con caracteristicas similares a la SGnRH, deberia estar
presente en el Sistema Nervioso Central en los diferentes grupos de vertebrados o si no,

ausente como resultado de la pérdida del gen durante la evolucion de los tetrapodos.

Una hipotesis alternativa es, que la duplicacion que condujo a la aparicion de la sGnRH,

tan solo ocurrié dentro de los teledsteos, ello, basandose en las siguientes observaciones:



la isoforma de la mGnRH aparecié durante la evolucion temprana de los peces. Esto es
confirmado por la presencia de esta isoforma en especies de peces no teledsteos y
algunos teledsteos como la Anguilla anguilla y el Pantodon buchholzi (Sherwood et al.,
1991; Lescheid et al., 1995). La presencia de la sGnRH esta presente en algunas
especies de lenguados, de la familia Osteoglossomorpha (O'Neill et al., 1998; Okubo &
Aida, 2001), el cual es el eslabén entre los peces 6seos antiguos y el grupo de
euteleésteos (Inoue et al.,, 2001). Ademas, existe una gran familia de genes de GnRH
para los peces teledsteos (Taylor et al., 2003). Un hecho adicional es que la duplicacién
entera del genoma también se presentd dentro de estos organismos (Chen et al., 2004;
Hoegg et al., 2004; Van de Peer, 2004). Por ejemplo, para muchas familias de genes, se
han encontrado dos copias paralogas en especies como el Danio rerio y en Tetraodon
nigroviridis y en los tetrapodos solamente esta presente un ortdlogo (Wittbrodt et al.,
1998). Otro claro ejemplo es el que, se ha observado en ciertas especies tetraploides, que
existe la presencia de dos genes para la sGnRH o de la cGnRH-Il (Lin & Peter, 1997;
Ferriere et al., 2001; Gray et al., 2002; Uzbekova et al., 2002).

También se postula que la sGnRH surgié de mutaciones puntuales del gen de la mGnRH
o después de su duplicacién y su subsecuente divergencia, esto implicaria que los
factores de transcripcion participantes, deberian permanecer conservados o ser similares
entre los promotores correspondientes. (Figura 12). Dentro de este argumento, estudios
con genes reporteros, han confirmado la importancia de esta region para la expresion de
células especificas en Danio rerio, demostrando que el promotor de la mGnRH en el
humano, es capaz de conducir a la expresién especifica del gene del reportero en
células del Danio rerio transgénico (Torgensen et al., 2002). Recientemente, Kuo et al.,
(2005), suponen que después de la separacion de los peces actinopterigios y los peces
sarcopterigios, el antecesor de la forma hipofisiotrépica fue duplicada, ocasionando un
antecesor de la GnRH, probablemente entre la isoforma de la mGnRH y la isoforma
sGnRH.

Aungue algunos trabajos han reportado evidencias de la presencia de una tercera
variante ligada a la GnRH en los mamiferos, estudios detallados han fallado al purificar a
esta neurohormona y por lo tanto, al demostrar su presencia. Al respecto, estudios en la
secuencia del genoma en el humano y el raton, han sido negativas al identificar a la

sGnRH en estas especies (Hapgood, 2005; Kuo et al., 2005).



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

mGnRH [ Glu I His I Trp I Ser I Tyr I Gly | Leu | Arg | Pro I Gly ]

_UuG [ cee.
UGG ] cug]

sGnRH [ Glu I His I Trp I Ser I Tyr I Gly | Trp | Leu | Pro I Gly ]

Fig. 12. Secuencia de aminoacidos para dos isoformas de la GnRH: mGnRH y sGnhRH.
Destacando que en las posiciones 7 y 8, se encuentran dos sustituciones en sus tripletes,

un Uracilo por una Guanina y una Guanina por un Uracilo, respectivamente.



Capitulo XI. Uso de la GnRH y sus analogos.

La acuacultura se ha practicado desde hace muchos siglos y con el avance en los

conocimientos, se han usado en las Ultimas décadas métodos mas industrializados.

El cultivo intensivo de peces provoca, en la mayoria de los casos, variaciones respecto a
las condiciones en las que se encuentran las poblaciones naturales, provocando
alteraciones en su ciclo reproductivo. De hecho, numerosas especies no se reproducen
durante el primer afio en estado de cautiverio, probablemente por la falta de sintesis y/o
liberacion de gonadotropinas en este periodo y otras no lo llegan a hacer nunca
(Matsuyama et al., 1991).

Uno de los problemas mas serios, en el desarrollo de la acuacultura comercial, es la
implementacion de nuevos programas de mejora en el control de los procesos genéticos y
reproductivos en peces en cautiverio. En donde, la manipulacién de varios parametros
ambientales, tales como temperatura, fotoperiodo, salinidad, volumen y profundidad del
estanque, vegetacion del substrato, etc., pueden mejorar frecuentemente la eficacia en la
etapa de desove. Sin embargo, en algunas especies, los tratamientos hormonales son los
unicos medios de controlar la reproduccion confiablemente. En los Ultimos afios, una

variedad de pruebas hormonales se han utilizado con éxito.

Hoy en dia, varios agonistas sintéticos de la GnRH (GnRHa) altamente potentes, son
usados en muchas especies de vertebrados, incluidos a los peces teledsteos (Zohar &
Mylonas, 2001).

Este método ha contribuido significativamente al desarrollo de mas técnicas confiables

para el control de la reproduccion de los peces 6seos.

El disefio de analogos esta enfocada al mejoramiento no solo en las funciones
reproductivas, si no, en los procesos que involucran la unién al receptor y su efecto para
la activacion subsecuente que generan estos, asi como la resistencia a la degradacién por
las peptidasas (Schneider et al., 2006; Padula, 2005).



La utilizacion de los péptidos de la GnRH, para inducir la etapa de puesta en los peces,
tiene importantes ventajas para el uso terapéutico derivado del efecto fisioldgico en la
liberacion de la GtH (Peters, 2005). Primero, la GnRH y sus agonistas, son pequefios
decapéptidos que no generan una inmunorespuesta y pueden ser usados varias veces en

las subsecuentes puestas, sin que exista una reduccién en su eficacia.

En segundo lugar, este tipo de péptido, induce la liberacion de la LH enddgena, ademas
de que este “repara” las interrupciones endocrinas, que se presentan en los peces en que
se encuentran en cautiverio, promoviendo la maduracion final de sus ovocitos (FOM), a la
ovulacion y la etapa de puesta, que en el cautiverio con mucha frecuencia, se
interrumpen. También, la GnRH actla sobre el eje hipotalamo-hipéfisis-gbnada. Por lo
tanto, la GnRH puede proporcionar un estimulo mas equilibrado en los eventos
reproductivos y, probablemente, existe una mejor integracién de estos con otras funciones
fisiol6gicas, que va afectar directamente e indirectamente la liberacién de otras hormonas
necesarias para FOM, la espermiacién y la puesta. Tales hormonas incluyen a la
prolactina, hormona de crecimiento y hormonas tiroideas. Una tercera ventaja de los
GnRH analogos (GnRHa), es que pueden ser sintetizados y ser obtenidos en forma pura,
y no tiene el riesgo de transmitir enfermedades (como lo son los extractos de hipdfisis en
los peces). Finalmente, debido a la semejanza estructural de las distintas isoformas de
GnRHSs, para muchas especies de peces, el uso de GnRHSs, a diferencia del uso de
gonadotropinas, es genérico y el mismo GnRHa se ha aplicado con éxito a una amplia
gama de la especie de los peces. En donde la [D-Arg6, Pro9, NEthylamida]- salmén, se
ha usado para la induccién de la liberacién de la GtH en varias especies de peces como el
Carassius auratus y el Onchorhynchus mikiss. Se ha visto que, este analogo tiene una
mayor resistencia a la degradacion enziméatica, asi como una vida media mas larga en

comparacion con la forma natural de la sGnRH (Gothilf & Zohar, 1991).

En los salmoénidos, se ha demostrado que el GnRHa, al ser implantado dentro del
musculo dorsal, incrementa la cantidad de los mRNAs, que codifican para las
subunidades a y B de la LH, en la etapa de prepuesta (Kitahashi et al., 1994; Kitahashi et
al., 2004). Ademas, también se tiene reportado que existe un incremento de los mRNAs
de las subunidades a y B de la FSH (Ando et al., 2004; Ando & Urano, 2005; Chong et al.,
2004; Hassin et al., 2000).



En estas especies también se ha demostrado que el tratamiento con el GnRHa,
incrementa la cantidad de los mRNAs de la Hormona de crecimiento (GH), prolactina
(PRL) y somatolactina (SL), probado en organismos juveniles y maduros. En donde los
niveles par la GH, se elevan durante el invierno y en la primavera se incrementan los
MRNAs para la PRL y solo para la SL solo se tiene reportado la existencia de un

incremento, sin indicar en que época se presenta (Bhandari et al., 2003).

Para el caso de salmones maduros, el GnRHa incrementa la cantidad de mRNAs que
codifican para las subunidades de la GtH en la hipdfisis, ademas de elevar los niveles

plasmaticos de las hormonas esteroides (Kitahashi, 2004; Onuma, 2005).

En el Pagrus major, se ha visto que la implantacion de GnRHa, indce a la vitelogénesis y

a la ovulacién en hembras juveniles (Kumakura et al., 2003)



Discusion:

Desde su descubrimiento, la GnRH ha sido una hormona que generé una gran

expectativa por su funcién y potencial de aprovechamiento.

En los dltimos 15 afos, el cimulo de conocimientos sobre su estructura genética, la
regulacién de su transcripcién, las isoformas y variantes, distribucién en el encéfalo y
fuera de este, en las diversas etapas del desarrollo, asi como las diversas funciones con
las que es vinculada, su presencia en diversos organismos invertebrados y vertebrados,

se ha incrementado de manera exponencial.

Por este nuevo bagaje de conocimientos que se han ido aportando, se estan generando
nuevos enfoques y explicaciones acerca del origen, evolucién, distribucién, regulacién y

funciones de las variantes de las GnRHs.

Primero, referiremos que la propuesta de clasificar las variantes de acuerdo a su
localizacién en el encéfalo como: GnRH-I, GhRH-II y GnRH-III, ha ido cobrando fuerza
entre los estudiosos de este decapéptido, ya que dicha molécula, se ha vinculado con las
diferentes funciones en lo referente a su distribucion en el encéfalo y nervio terminal, y
con ello, faciltando la comprensibn de los fendémenos en los cuales participa,
independientemente de la isoforma (por las variaciones que existan en los aminoacidos),
de que se trate, esclareciendo que no obstante no ser exactamente la misma variante, al
expresarse en una region anatémica especifica del cerebro, cumplira con un papel
particular (Okubo, et al., 2000; Somoza et al., 2002).

Asi, de acuerdo, con los criterios anatofuncionales, la GnRH-I, se ubica en el APO y el
hipotalamo, teniendo funciones hipofisiotropicas, ademas de vincularse con la conducta,
de acuerdo con el organismo del cual se trate. En este grupo participan principalmente las
isoformas, sGnRH, mGnRH, wfGnRH, pjGnRH o0 mdGnRH, hgGnRH, cfGnRH y sbhGnRH,
para peces, anfibios, reptiles, mamiferos y humanos (Adams, 2002; Lethimonier et al.,
2004; Somoza et al., 2002; Tsai, 2006; Yamamoto, 2003; Zandbergen et al., 1995).



La GnRH-II, es constante y siempre se presenta el cerebro medio, asumiendo un papel
de neuromodulador. En todos los casos, la isoforma que se encuentra en todos los
grupos de vertebrados es la cGnRH-II, siendo esta considerada como la isoforma
evolutivamente mas conservada (Okubo et al., 2000; Soga et al., 1998; Yamamoto et al.,
1995; Powell et al., 1994).

El dltimo de los sistemas, corresponde a la GnRH-III, este se localiza en el nervio
terminal. Hasta la fecha, solo se tiene descrita a la isoforma sGnRH. Sin embargo, este
sistema ha sido descrito recientemente y comienza a investigarse por lo que deberan
transcurrir algunos afios para que se sigan acumulando evidencias, en las diversas
especies, y se pueda constatar si existen o no, las mismas funciones o la existencia de
otras isoformas de acuerdo a la especie en cuestién (Hollan, et al.,1994; Lundin,1993;
Ohno, 1993).

Resulta interesante que hasta la fecha, solo el primer sistema, sea el Unico en presentar
diferentes isoformas de acuerdo a la especie que se trate. Hasta el momento, nadie ha
postulado una posible explicacion para ello. Esta variedad molecular nos permite
comprender, al menos en parte, la evolucion de los ligandos con sus receptores que se
presentan en la hipéfisis de los diversos vertebrados. Estos responden de manera
diferencial a las isoformas como lo han reportado diferentes autores (Barran et al., 2005;
Millar, 2003; Millar, 2004; Millar, 2005). Es también sugerente que, los otros dos sistemas,
no han podido, ser remplazados por otra variante de una mejor manera, por lo que en
vertebrados, se conservan las mismas variedades y estas se presentan de manera

constante.

De igual manera, la estructura del gen, parece reafirmar la idea de esta alta presion
selectiva, ya que el numero de intrones y exones que conforman a cada uno de los genes
en las diferentes especies es igual. También el orden que guarda en la estructura de la
preprohormona, con la presencia de: un péptido sefial, la hormona, el sitio de
procesamiento y el GAP, presentan poca variacion en general. De esta, la secuencia que
ha sufrido mayores cambios es el GAP, cuya funcion hasta la fecha, no ha sido del todo
comprendida y, en apariencia, es la que a pesar de las variaciones que presenta, no
afecta la funcion primaria de la molécula (Cardenas, 1997; Gobert, et al., 1992; Kuo, et al.,
2005; Sherwood, et al., 1994).



Es interesante hacer notar, que aun para una misma isoforma de la GnRH, la secuencia
genética del GAP, puede variar entre las distintas especies y mantenerse constante con el
resto de la molécula (Pandolfi et al., 2005; Sherwood & Wu, 2005; Yu et al., 1997). Todo
ello en su conjunto, es lo que hace pensar que esta regién, puede ser la menos

importante de toda esta preprohormona.

La evolucion paralela de los receptores de las GnRHs (GnRHRs) con sus ligandos,
aunque no sabe del todo que tipo de receptor es afin a las distintas isoformas de la
GnRH. Sin embargo, se sabe que las isoformas del sistema 1 y 2, se pueden unir al

receptor del tipo 1.

En el caso de los peces, se cree que con la presencia de dos a tres varientes de la GnRH,
también existe la presencia de dos o tres receptores afines a estos. De hecho, algunos
receptores de peces, se han demostrado que responden eficazmente a mas de una
variante de GnRH. Las comparaciones entre los receptores de la GnRH, pueden
confundirse, porque los nombres se les han asignado segun la cronologia y su derivacion
de la secuencia o en base a sus caracteristicas filogenéticas, farmacoldgicas, o
funcionales (Millar et al., 2004). Por lo tanto, su nomenclatura actual es confusa. Ademas,
existe el reporte de que hay mas genes del receptor de GnRH que estan presentes en el
genoma de peces, comparado con los anfibios y los mamiferos. Existen cinco genes
reportados en pufferfish y el salméon (Oncorhynchus Masou), tres secuencias completas
en Danio rerio y el medaka (Okubo y otros., 2003). Se cree que estas copias se pudieron
haber generado de la duplicacién entera del genoma en los peces ancestrales, seguido
por divergencia lenta en su secuencia. Andlisis de primario las estructuras demuestran
que los receptores de GnRH del teledsteos pueden ser clasificados en dos o tres grupos
separados (Lethimonier et al., 2004; Okubo et al., 2003), pero su relacion a los receptores

mamiferos incompleto.

Para las distintas isoformas de la GnRHs, quiza lo que menos ha variado, son los
mecanismos de regulacion para su liberacion. En los cuales se tiene que los tipos de
receptores, asi como sus rutas de transduccion, se han conservado a través de la
evolucion con sus ligandos, pensando que, a pesar de las variaciones de la hormona, este

mecanismo se ha mantenido hasta la fecha (Guilgur, et al., 2006).



Conclusiones.

B En teledsteos, la SGNRH participa activamente en procesos que intervienen en la
reproduccion y aspectos sociales.

B En este mismo grupo de peces, la GnRH esté presente como GnRH-1 0 GnRH-3.
B Las GnRH-1 y GnRH-3 tienen un origen embrionario distinto y responden a
diferentes estimuladores, teniendo en consecuencia, una expresion diferencial.

B La presencia de esta isoforma para especies de teleésteos, a diferencia de las
demas, que pueden encontrarse en los vertebrados, es clave en el proceso de
evolucién de esta neurohormona, indicandonos que esta pudo surgir durante la

transicion hacia los tetrapodos.

Como conclusién general se puede sefalar que el presente trabajo cumplié con sus
objetivos al haber recabado la informacidon actualizada mas pertinente respecto a:
aspectos moleculares, evolutivos, reproductivos y funcionales de la GnRH para los peces

teledsteos.
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