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I. RESUMEN

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) cuenta a la fecha con 14
isoformas reportadas entre los vertebrados, teniendo un papel importante en el
control de las funciones reproductivas, ademas de que desempefa papeles de
neurotransmisor/neuromodulador en el sistema nervioso central de estos
organismos. En estos, se pueden presentar dos o hasta tres isoformas de la
hormona en el sistema nervioso del organismo, por ello, es importante
establecer que isoforma se presenta en regiones especificas del cerebro. En
los peces 6seos o0 teledsteos, la GnRH es sintetizada en células del
hipotalamo, en el area preodptica (APO), mismas que envian fibras nerviosas
gue contienen vesiculas con la hormona, esta es liberada directamente en la
adenohipdfisis. En este trabajo se establecio la distribucion de sGnRH en el
cerebro anterior de Chirostoma humboldtianum, para ello, se obtuvieron
encéfalos de ejemplares de dicha especie, mismos que se fijaron y procesaron
por la técnica histolégica de rutina y se les realizd la técnica
inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-sGAP. La hormona fue detectada
en el cerebro anterior, especificamente en el nucleo predptico periventricular y
el nucleo predptico magnocelular. También se presentaron fibras
inmunoreactivas en la region del hipotalamo y el area predptica ventral que se
dirigian a la adenohipofisis. De acuerdo con diversos estudios de la distribucion
de la GnRH en otras especies de teledsteos, en los cuales se constata la
presencia de esta en el area predptica, esta forma de GnRH parece ser la que
actua promoviendo la secrecion de gonadotropinas en la hipofisis al realizar un
papel neuroendocrino. Se concluye que la distribucion de sGnRH en esta
especie de pez mexicano es en el cerebro anterior, especificamente, en el
ndcleo preoéptico periventricular, el nucleo predptico magnocelular y en la

hipdfisis la cual concuerda con la reportada para otras especies de teledsteos.

Palabras Clave: GnRH, gonadotropinas, inmunohistoquimica, Chirostoma

humboldtianum, encéfalo..



I. Abstract

The releasing hormone of gonadotropins (GnRH) to the date has 14 isoforms
reported between the vertebrates. This hormone has an important paper in the
control of the reproductive functions and besides it plays roles of
neuromodulador/neurotransmitter in the central nervous system of these
organisms. There are two or up to three isoforms of hormone in the nervous
system of the organism. For this reason, it is important to establishment which
isoform appears in specific regions of the brain. In the bony or teleost fish, the
GnRH is synthesized in cells of the hypothalamus, in the area preoptical (APO),
those neurons that directly send fibers that contain vesicles with the hormone,
which in turn, it's releasing directly into the adenohypophysis. In this work the
distribution of sGnRH in the anterior brain of Chirostoma humboldtianum. Brains
were obtained, fixed and processed by the histological technique of routine and
immunohistochemistry was made to them with an antibody anti-sGAP. The
hormone was detected in the anterior brain, specifically, in the nucleus
preopticus periventricularis and the nucleus preopticus magnocelularis. Also,
immunoreactive fibers in the region of the hypothalamus and the ventral
preoptical area seem to reach the adenohypophyisis. According with previous
reports of the distribution of the GnRH in other species of teleosts, the presence
of this isoform in the preoptical area is stated, this isoform of GhnRH seems to be
the one that acts on gonadotrophins release in the pituitary. In conclusion the
distribution of sGnRH in this species of Mexican fish is in the anterior brain,
specifically, in the nucleus preopticus periventricularis, the nucleus preopticus
magnocelularis and in the pituitary which agrees with the reported one for other

species of teleosts.

Key words: GnRH, gonadotropins, immunohistochemistry, Chirostoma

humboldtianum, brain.



ll. INTRODUCCION.
A. ASPECTOS GENERALES

Desde el aislamiento de la primera isoforma de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) del cerebro de cerdos y ovejas en 1971 (Matsuo et al,
1971, Amoss et al, 1971), este neuropéptido ha sido identificado en otros
mamiferos, en otros vertebrados e inclusive en invertebrados (Lethimonier et
al., 2004). El nombre original del péptido fue hormona liberadora de la hormona
luteinizante (LHRH) y hacia referencia a sus efectos estimulantes en la
liberacibn de la hormona luteinizante (LH). Ahora se sabe que esta
neurohormona también estimula la liberacion de FSH (Barry y Dubois, 1974;
Leonardelli et al., 1973, Dubois et al, 2002). Es a través de la induccion de la
biosintesis y liberacion de las gonadotropinas LH y FSH de la hipdfisis, que la
GnRH estimula de manera indirecta la gametogénesis y la produccion de
esteroides sexuales, por ello, es considerado que la GnRH tiene un papel
importante en el control de las funciones reproductivas en todos los
vertebrados (Chen y Fernald, 2008).

Los peces 6seos no presentan un sistema porta hipotdlamo-hipofisiario, la
GnRH es sintetizada en células del hipotalamo y del area preoptica (APO),
mismas que envian fibras nerviosas que contienen vesiculas con la GnRH,
inervando directamente la hipofisis anterior, donde esta hormona se une a
receptores especificos de alta afinidad (GnRH-R) (Yaron et al, 2001,
Yamamoto, 2003).

La familia de hormonas GnRHs se ha expandido y actualmente incluye 24
isoformas, 14 entre las especies de vertebrados y 10 en invertebrados (cuadro
1). Estos péptidos tienen algunas caracteristicas en comun: todos son
decapéptidos (excepto por la GnRH de Octopus que presenta 12 aminoacidos),
con residuos en los péptidos 1, 4, 9 y 10 perfectamente conservados y con
modificaciones en sus extremos, el amino se trata de un piroglutamil y el
carboxilo terminal estad aminado (lwakoshi et al, 2002, Gorman y Sower, 2003).
En la nomeclatura tradicional de esta familia de hormonas, a cada isoforma se
le antepone la letra inicial del organismo donde fue identificada primero
(Somoza et al., 2002; Gorbman y Sower, 2003; Lethimonier et al., 2004, Tsali,

2005; Guilgur et al., 2006). Del total de las isoformas, 8 de ellas estan



presentes en el cerebro de los diferentes peces teledsteos, 2 de las cuales
fueron originalmente descritas en otro vertebrado y son: la GhRH de mamifero
(mGnRH, Matsuo et al, 1971, Amoss et al, 1971), y la GnRH de pollo II
(cGnRH-II, Miyamoto et al, 1984). Las otras seis han sido aisladas de
teledsteos y son: GnRH de salmoén (sGnRH, Sherwood, et al, 1983), GnRH de
lubina (sbGnRH, Powell, et al, 1994), GnRH de bagre (cfGnRH,
Ngamvongchon, et al, 1992), GnRH de arenque (hrGnRH, Carolsfeld, et al,
2000), GnRH de pez blanco (wfGnRH, Adams, et al, 2002), GnRH de medaka
(mdGnRH, Okubo, et al, 2000) o pejerrey (pjGnRH, Montaner, et al, 2001c).

Los salmédnidos incluyen el pez blanco, el salmén y la trucha (Smith y Stearley,
1989), y en ellos el péptido GNRH esta bien identificado en nueve especies por
la estructura primaria del cDNA o la secuencia del gene (Adams et al, 2002).
En algunos salmoénidos (salmén y trucha) solo dos formas de GnRH se han
identificado sGnRH y cGnRH-II. Existen otras especies de peces teledsteos
que expresan también solo dos formas GnRH y que incluyen al bagre
(Ngamvongchon et al, 1992), el pez dorado (Yu et al, 1988; Lin y Peter, 1996),
la perca (Penlington et al, 1997) y el pez cebra (Powell et al, 1996).

En otro grupo de salmoénidos, una tercera forma parecia estar presente pero no
habia sido identificada con antisueros. Adams et al, en 2002, identificaron la
tercera forma en el pez blanco (WfGnRH). Se ha encontrado un tercer gene de
GnRH en otras especies de peces no salmoénidos, mismo que puede
expresarse en areas del cerebro asociadas con el control de las
gonadotropinas de la hipdfisis. En teledsteos las neuronas de sGnRH estan
usualmente asociadas con la region del nervio terminal olfatorio y las neuronas
cGnRH-II estan presentes en el cerebro medio, mientras que la tercera forma
de GnRH se ubica usualmente en las neuronas del telencéfalo ventral y la

region predptica (White et al, 1995).



Cuadro 1. Estructura de las 24 isoformas de GnRH en vertebrados e invertebrados. GnRH de mamifero
(mGnRH), GnRH de conejillo de indias (gpGnRH), GnRH de pollo | (cGnRH-I), GnRH de rana (frGnRH),
GnRH de lubina (sbGnRH), GnRH de salm6n (sGnRH), GhnRH de medaka (mdGnRH), GnRH de bagre
(cfGnRH), GnRh de arenque (hrGnRH), GnRH de pez blanco (WfGnRH), GnRH de pez perro (dfGnRH),
GnRH de pollo Il (cGnRH-II), GnRH de lamprea I-lll (IGnRH), GnRH de tunicado I-VIIl (tGnRH), GnRH de
pulpo (0GnRH) (Modificado de Somoza et al., 2002; Gorbman y Sower, 2003; Lethimonier et al., 2004,
Tsai, 2005; Sherwood y Adams, 2005; Guilgur et al., 2006).

Isoforma

GnRH
mGnRH

gpGnRH
cGnRH-I
frGnRH
sbGnRH
sGnRH
mdGnRH

cfGnRH
hrGnRH
wfGnRH
dfGnRH
cGnRH-II
IGNRH-1II
IGNRH-I
tGnRH-I
tGnRH-II
tGnRH-1II
tGnRH-IV
tGnRH-V
tGnRH-VI
tGnRH-VII
tGnRH-VIII
tGnRH-IX
oGnRH




B. ANTECEDENTES

1.- DISTRIBUCION DE LOS SISTEMAS GnRH

Una primera nomenclatura de las GnRHs fue nombrando a las isoformas de
GnRH acorde a la primera especie en la cual fue encontrada la secuencia. Sin
embargo, esta denominaciéon no provee informacion filogenética, fisioldgica o
de algun otro tipo. La presencia de mas de una isoforma de GnRH en el
encéfalo de los vertebrados hizo evidente que se requeria de una nueva
manera de agrupar a las GnRHs. Basada en esta idea y en un analisis
filogenético que demostro la existencia de tres formas paralogas de GnRH en
el linaje de los vertebrados. (Muske, 1993; Okubo y Nagahama, 2008), una
nueva nomenclatura ha sido sugerida para las formas moleculares de GnRH,
en donde las tres formas paralogas son simplemente llamadas GnRH1, GhnRH2
y GnRH3 (White et al, 1998; Fernald y White, 1999). Bajo esta nomenclatura, la
forma de GnRH-Il de pollo (cGnRH-IlI), y GnRH de salmén (sGnRH) son
llamadas GnRH2 y GnRH3 respectivamente, y las otras formas de GnRH, que
incluyen; la de mamifero (mGnRH), la del conejillo de indias (gpGnRH), la
GnRH-I de pollo (cGnRH-I), la de rana (frGnRH), la de bagre (cfGnRH), la de
lubina (sbGnRH), la de arenque (hrGnRH), la de medaka (mdGnRH) y la del
pez blanco (WfGnRH) son llamadas GnRH1 (Okubo y Nagahama, 2008) (Figura
1).

En peces teledsteos, la distribucidn de las neuronas productoras de GnRH ha
permitido sugerir la existencia de tres sistemas principales en el encéfalo: un
sistema GnRH 1, ubicado a lo largo de la porcién ventral del cerebro anterior
(telencéfalo ventral, area preoptica e hipotalamo), que expresa distintas formas
de GnRH segun las especies (sGnRH, mGnRH, cfGnRH, sbGnRH, hrGnRH,
mdGnRH); el sistema GnRH 2, ubicado en el cerebro medio y que expresa de
forma conservada la cGnRH-Il (Goos et al, 1985., Kah et al, 1986.,
Senthilkumaran et al, 1999; Subheader y Rama Krishna, 1988., Batten et al,
1990., Kah et al., 1991., Yamamoto et al, 1995., Rodriguez-Gémez et al, 1999).
Ademas del sistema GnRH 3, que esta solo presente en este grupo de
organismos, cuyas neuronas expresan sGnRH, y que se encuentra en el nervio
terminal, con proyecciones a través del cerebro, el cual parece tener un papel

neuromodulador. (Figura 2) (Hofmann, 2006; Okubo y Nagahama, 2008).



GnRH 2 NEURONAS DEL
TEGMENTUM DEL CEREBRO
MEDIO

GnRH 3 NEURONAS DEL
NERVIO TERMINAL

GnRH 1 NEURONAS DEL AREA
PREOPTICA VENTRAL

@® GnRHI A GnRH2 & GnRH3

Figura. 1. Distribuciéon de las neuronas que expresan GnRH en el cerebro de una especie de pez
teledsteo, medaka, que posee las tres formas GnRH, la poblacién de neuronas que expresan GnRH1 y
GnRH3 estan presentes en el cerebro anterior , las neuronas que expresan GnRH2 estan exclusivamente
en el tegmentum del cerebro medio. Cb cerebelo; Die, diencéfalo; Mes, mesencéfalo; Myel, mielencéfalo ;
OB, bulbo olfatorio; OIN, nervio olfatorio; OpN, nervio 6ptico; OT, tectum &ptico; PG, glandula pineal ; Pit,

pituitaria (hipdfisis); Tel, telencéfalo. (Modificado de Okubo y Nagahama, 2008).

La GnRH1 es la principal forma presente en la hipdfisis y es aparentemente la
responsable de regular el sistema reproductivo al estimular las gonadotropinas

(Okubo y Nagahama, 2008). El papel fisiologico de GnRH2 aun no es claro, la
proyeccion de neuronas GnRH2 a través del cerebro medio implica que actua
como neuromodulador, también se propone que esta involucrada en la
regulacion del comportamiento reproductivo, en el consumo de comida y el
balance de la energia (Temple et al, 2003). En la tilapia Oreochromis niloticus
GnRH3 parece estar implicada en el control del comportamiento reproductivo,
en el anidamiento y en el comportamiento agresivo (Ogawa et al, 2006). White
et al (1995) proponen que GnRH3 en el ganglio del nervio terminal puede
funcionar en el sistema olfatorio y visual para coordinar impulsos sensoriales
con requerimientos reproductivos gracias a que las neuronas GnRH del nervio

terminal de los teledsteos se proyectan a los nervios olfatorio y éptico. Ademas



GnRH3 en el nervio terminal es capaz de influenciar el procesamiento de la
sefal en la retina en el pez dorado y en ciclidos (White et al, 1995; Behrens et
al, 1993, Grens et al, 2005). Sin embargo, la existencia de algunas fibras
conteniendo GnRH3 en la hipdfisis de la lubina dan a entender que esta ligada
a GnRH1, asi la GnRH3 (probablemente producida en el area predptica, pero
no en el ganglio del nervio terminal) actia como un factor hipofisiotrépico
(Gonzélez- Martinez et al, 2002a).

TELEOSTEOS SOLAMENTE

CEREBRO NERVIO TERMINAL

NEUROMODULACION
HIPOFISIS

GONADOTROPINAS

FUNCION Y
MADURACION

ESTEROIDES
SEXUALES

COMPORTAMIENTO
REPRODUCTIVO

Figura. 2 Los tres subtipos de GnRH influyen el comportamiento reproductivo a través de vias hormonal y
neuromoduladora, GnRH 1 principalmente controla la maduracion gonadal a través de la liberacion de
gonadotropinas de la hipdfisis, probablemente con funcion neuromoduladora en el cerebro. Ambas GnRH
2 y GnRH 3 influyen la reproducciéon y probablemente el comportamiento reproductivo a través de

acciones neuromoduladoras en el sistema nervioso central. (Modificado de Hofmann, 2006).



2.- FORMAS MOLECULARES DE GnRH

La clonacién molecular de cDNAs y genes que codifican las GnRHs de una
variedad de especies de vertebrados, ha revelado que su organizacion esta
bien conservada en todas las formas. Cada forma de GnRH es codificada por
un gene como parte de un polipéptido precursor terminal conocido como
preproGnRH.

PreproGnRH consiste de un péptido sefal (de 20-25 residuos de aminoacidos),
el decapéptido GnRH seguido de un sitio de procesamiento proteolitico (Gly-
Lys-Arg), y otro péptido asociado a GnRH (de 40-50 residuos de aminoacidos
de largo) y conocido como GAP (GnRH-associated peptide por sus siglas en
inglés) (Figura3) (Adelman et al, 1986, Okubo y Nagahama, 2008).

La funcidn fisiolégica del GAP aun no es clara y el alto grado de diversidad en
la secuencia del péptido GAP muestra que no tiene una funcién conservada.
Cada gene de GnRH tiene cuatro exones (denominados como exones 1, 2, 3y
4) y tres intrones. El exon 1 codifica para la regién 5sin traducir (5-UTR); el
exdon 2 codifica el N-terminal del polipéptido prepro-GnRH, incluyendo el
péptido senal, el decapéptido GnRH, un sitio Gly-Lys-Arg y el N-terminal del
GAP. El exon 3 codifica la porcidon media del GAP y el exén 4 codifica el C-
terminal del GAP y la regién 3 sin traducir (3"-UTR) (Okubo y Nagahama,
2008).

UTR Péptido sefial .

Figura. 3. Diagrama que ilustra la organizacion del gene de la hormona liberadora de gonadotropinas

(GnRH en vertebrados esta compuesto de cuatro exones y tres intrones. Las cajas representan los
exones Y las lineas adyacentes a los exones representan los intrones . GnRH es codificada como parte de
un polipéptido precursor llamado preproGnRH que consiste de un péptido sefial, el decapéptido GnRH ,
el sitio de anclaje (Gly-Lys-Arg) y el péptido asociado a GnRH (GAP). UTR la regién sin traducir.
(Modificado de Okubo y Nagahama , 2008).




Las secuencias del GAP representan herramientas valiosas para las técnicas

de hibridacion in situ porque son mas largas comparadas con las secuencias

de GnRH (Figura 4) y hay una identidad mas baja entre las secuencias del
GAP (Figura 5) (Gonzalez-Martinez et al, 2001, Guilgur, 2008).

Prepro-pjGnRH
Prepro-cGnRH-I
Prepro-sGnRH

GAP

RH

SLSP
WY P
SWLE

* &

DLDTFSDTLDNV-VEGFPHMDAPC

LT DSFS————— TSEISEENKLC

ASVGELEATIRMMGTGGVVSLPEEA

Prepro-pjGnRH RVVGCADESPFAKIYRMKGFLGGVTDRENGRRVYKK
Prepro-cGnRH-II EAGECSYLRPQRONVLENIVLDALARELQKRK-———

Prepro-sGnRH

SAQIQERFRPYSVINDDSSHLDTWRKKEVLE

Figura 4. Alineamiento de los tres prepro-GnRHs presentes en pejerrey. Se observa que la secuencia de

los GAPs presenta una baja similitud de secuencia entre los tres precursores, en comparacion con la

homologia observable entre los GhnRHs (Modificado de Guilgur, 2008).

%

sGAP

piGAP

cIIGAP

Figura 5. Porcentaje de similitud entre las secuencias correspondientes a los GAPs de los tres prepro-

GnRHs presentes en el pejerrey (Modificado de Guilgur, 2008).



3.- MECANISMO DE SECRECION DE GONADOTROPINAS

En las gonadotropas de la hipdfisis, la interaccion de la GnRH con su receptor
desencadena una cascada de reacciones intracelulares que se inicia con la
activacion de la proteina G. Un sistema de transduccién mayor es a través de
fosfolipasa C y se genera inositol 1, 4,5-trifosfato y diacilglicerol, liberacion de
calcio y activacion de proteina quinasa C, respectivamente, que estimulan la
sintesis y secrecién de las gonadotropinas FSH y LH. (Anderson, 1996;
Maudsley et al, 2004; Ruf y Sealfon, 2004; Kah et al, 2007) (Figura 6).

<
DY . B o W = 1 CnRH

Figura 6. Receptor a GnRH. Abreviaciones; AC=adenilato ciclasa, GnRH= hormona liberadora de
gonadotropinas , Ga= subunidad alfa de la proteina G, PKA= proteina cinasa A, PLC=fosfolipasa C, IP3=
inositol trifosfato, DAG= diacil glicerol, PKC= proteina cinasa C, Ca2+= calcio.



Aunque los primeros receptores de GnRH se identificaron en la hipdfisis, y hoy
resulta evidente que también se expresan en tejidos extrahipofisarios,
especialmente en el cerebro y las gonadas, reforzando la idea de que estos
decapéptidos no solo ejercen acciones neuroendocrinas a nivel de la hipdfisis,
sino que pueden actuar como neurotransmisores y/o neuromoduladores en el
cerebro, y como factores paracrinos en las gonadas (Marshall et al.,, 1976;
Habibi et al.,1987; Yu et al., 1998).

4.- RECEPTORES A GnRH

En 1997, Tensen y colaboradores documentaron el primer receptor no-
mamifero a GnRH, que fue clonado en bagre (Tensen, et al 1997; Kah et al,
2007). Los receptores a GnRH pertenecen a la familia de receptores acoplados
a proteinas G (GPCR) (Figura 7), que se caracterizan por poseer siete
dominios transmembranales hidrofébicos y una alfa hélice unida por asas
hidrofilicas extra e intracelulares. Los dominios extracelulares y las regiones
superficiales de los dominios transmembranales son tipicamente responsables
de los eventos de unidn, especialmente la tercer asa extracelular (EC3) (Karnik
et al, 2003; Millar et al, 2004).

Estos receptores solo tienen un dominio N-terminal extracelular y un dominio C-
terminal citoplasmatico. Las asas intracelular y el C-terminal median las
funciones de senalizacion de la transduccion, la union a la proteina G, la
propagacién de los eventos de sefalizacion, y la desensibilizacién e
internalizacién de los receptores de GnRH (Millar et al, 2004; Levavi-Sivan y
Avitan, 2005; Blomenrohr et al, 1999). Diferentes formas de receptores a GnRH
(GnRH-Rs) han sido clonados y caracterizados en los vertebrados y ligados a
las multiples formas de GnRH (Chin et al, 1993; Flanagan et al, 2007; Chen y
Fernald, 2008).
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Fig. 7. Estructura del receptor a GnRH. Los receptores a GnRH pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), se caracterizan por siete dominios transmembranales hidrofobicos alfa
hélice unidos por asas hidrofilicas extra e intracelulares. Los dominios extracelulares y las regiones
superficiales de los dominios transmembranales son tipicamente responsables de los eventos de union,

especialmente la tercer asa extracelular (ECL-3), (Modificado de Karnik et al, 2003).

Las relaciones filogenéticas no son directas entre los receptores a GnRH vy la
nomenclatura es confusa. Al contrario de las claras relaciones filogenéticas de
los tres ligandos GnRH, los receptores a GnRH parecen tener un pasado
evolutivo mas complejo. Previamente algunos autores agrupan a todos los
receptores en tres clases, y postulan que se unen a ligandos particulares por su
organizacion genética y la estructura del C-terminal (Tsutsumi et al, 1992; Millar
et al, 2004; Chen y Fernald, 2008).

En otro esquema, dos principales grupos de receptores a GnRH fueron
identificados basados en el tamafno del C-terminal, sugiriendo esto que los
receptores a GnRH presentan diferentes cascadas de transduccion y tendencia
para el progresivo acortamiento del C-Terminal, con lo cual modulan la
desensibilizacién o internalizacion de los receptores a GnRH (Guilgur et al,
2006). Un analisis filogenético y estructural sugiere que los receptores a GnRH
(GnRH-Rs) pueden ser clasificados en cuatro subfamilias: a1, a2, b1 y b2.
Flanagan et al, (2007) propone dos grupos principales de receptores a GnRH
(GnRH-Ra y Rb) basado en las relaciones filogenéticas de la secuencia de la
region que codifica para GnRH-Rs,.la comparacién sistematica de la estructura

de los GnRH-Rs esta basada no solamente en el hecho de la conservacion del



dominio EC3 en las cuatro subfamilias, sino también en el tamafo del C-
terminal. Generalmente GnRH-Ra tiene un tallo C-terminal corto diferente de
GnRH-Rb. (Flanagan et al, 2007).Los patrones filogenéticos de GnRH-Ra se
dividen en el grupo a1 (no-mamiferos), el grupo a2 (de mamiferos), el grupo b
GnRH-Rb1 que solo es encontrado en tetrapodos y el grupo b2 que se ha
encontrado solo en no-mamiferos. (Figura 8), (Troskie et al, 2000; Chen vy
Fernald, 2008). El C-terminal puede influir en los mecanismos de la trasduccion
de la sefal, asi como en la eficiencia del acoplamiento a los efectores rio abajo
en la via de sefalizacion y en la desensibilizacion e internalizacion del receptor
(Levavi-Sivan y Avitan 2005; McArdle et al 2002). ElI C-terminal de GnRH-Ra1
contiene entre 36 y 61 aminoacidos. El tallo de GhnRH-Rb1 incluye dos grupos:
el de tallo C-terminal corto consiste de 50 aminoacidos y el de tallo C-terminal
largo que consiste de 75 aminoacidos. GnRH-Rb2 tiene el C-terminal largo que
contiene entre 67 y 91 aminoacidos. El grupo GnRH-Ra2 muestra fuerte
preferencia por la G y11- ligada a la sefializacion de la proteina quinasa C, pero
no GnRH-Rb (Levavi-Sivan y Avitan, 2005).

Generalmente, las cuatro subfamilias de los receptores a GnRH pueden unirse
con los tres ligandos GnRH y todos presentan especialmente alta afinidad a
GnRH2. Por ejemplo GnRH-Ra1 tiene alta afinidad de unién y alta selectividad
para el ligando GnRH2, esta bien identificado en tetrapodos con alta afinidad y
selectividad para GnRH2, especialmente en los primates, este subtipo se ha
perdido en los roedores y no es funcional en humanos (Millar, 2003). Mientras
que GnRH-Rb2 tiene alta afinidad de union a GnRH2 y GnRH3, pero baja
selectividad al ligando solamente se ha identificado en mamiferos vy
especificamente tiene alta afinidad y especificidad para GnRH1 (Millar et al,
2004). La expresion de GnRH-R esta relacionada con la inervacion de GnRH;
Por ejemplo, la distribucion de GnRH-Ra1 y Rb2 es a través del cerebro de los
teledsteos (Madigou et al, 2000; Chen y Fernald, 2006; Chen y Fernald, 2008).
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Figura. 8. Arbol filogenético del vecino mas cercano de GnRH, basada en la secuencia de amino&cidos

de 75 taxa (Modificado de Chen y Fernald, 2008).



5.- EL ENCEFALO Y LA HIPOFISIS DE LOS TELEOSTEOS
EL CEREBRO

Una sencilla definicion del cerebro lo identificaria como la parte anterior del
tubo neural que se encuentra dentro del craneo. Sin embargo, la morfogénesis
del cerebro de los vertebrados es mucho mas compleja en su forma anatémica
y su organizacion interna. El tubo cerebral primario se divide originalmente en
un prosencéfalo anterior (arquencéfalo) y un deuteroencéfalo posterior.
Después, el cerebro pasa a una etapa triple que consta al frente del
prosencéfalo original (cerebro anterior), al medio el mesencéfalo (cerebro
medio) y en la parte posterior el rombencéfalo (cerebro posterior).

Para los vertebrados en general, la nueva historia embrionaria del cerebro es la
que comprende varios procesos de formacion. Una de las primeras
modificaciones consiste en la subdivisién de dos de las tres regiones primarias
del cerebro. EI mesencéfalo permanece intacto, pero el prosencéfalo se
diferencia en telencéfalo (anterior) y diencéfalo (posterior), mientras que el
rombencéfalo se convierte en metencéfalo y mielencéfalo.

En los peces, las cinco divisiones del cerebro estan esencialmente distribuidas

en linea recta (Torrey, 1978) (Figura 9 y 10).

Figura 9 Vista lateral del cerebro de la lubina (Dicentrarchus labrax). Cerebelo (CE), I6bulo inferior del
hipotalamo (IL), bulbos olfatorios (OB), Nervio 6ptico (OpN), tectum optico (OT), hipdfisis (P), Telencéfalo
(TEL). (Modificado de Cerda-Reverter et al, 2001a)



Figura 10. Esquema de encéfalo de lubina (Dicentrarchus labrax). Abreviaciones. Bulbo olfatorio (OB),
Telencéfalo (Tel),tectum 6ptico (OT), corpus del cerebelo(CCe),valvula del cerebelo (VCe), Medula
oblongata (MO), medula espinal (SC), Ganglio del nervio terminal (TNgc), parte ventral del telencéfalo
(Vv), hipotalamo (Hypot), sinencéfalo (Syn), pituitaria (Pit) (hipdfisi).(Modificado de Gonzalez-Martinez et
al, 2002a)

EL TELENCEFALO

La region mas anterior del cerebro de los peces, el telencéfalo o cerebro
anterior, esta vinculado principalmente a la recepcion, elaboracion vy
conduccion de los impulsos olfativos. Su tamafo relativo varia de acuerdo con
el grado en que el olfato juega un papel en la vida de la clase del pez
examinado. El nervio olfatorio, o nervio craneal |, penetra al cerebro a partir del
epitelio sensorial de las laminillas olfatorias o placoda que estan ubicadas en el
orificio o fosa nasal de los peces 6seos (Osteichthyes), mientras que los
nervios olfatorios derecho e izquierdo estan acompafados por otro par de
nervios, los nervios pequefios terminales, que se cree que tienen funciones
vasomotoras mas que sensoriales. Hacia adelante y a cada lado, el telencéfalo
estd compuesto de un bulbo olfatorio seguido en direccion caudal por un I6bulo
olfatorio y de dos cavidades internas, que corresponden a los ventriculos | y II.
Los peces 6seos que dependen especialmente del olfato para su alimentacién
o de las relaciones sociales, tienen lobulos olfatorios muy grandes. Estos
l6bulos, en su lado ventrolateral, contienen un ganglio grande conocido como el
cuerpo estriado, que es un centro de correlacién, principalmente para
retransmitir los impulsos olfatorios a los centros nerviosos sensoriales
posteriores 0 somaticos. El manojo mas anterior de fibras nerviosas que

conecta los dos lados del cerebro, es la comisura anterior, esta localizada en el



telencéfalo, y recorre a través de la llamada lamina terminal, la pared anterior
media de todo el sistema del canal neural (Bernstein, 1970; Torrey, 1978).
Aunque la olfaccion es una funcién obvia, no es la unica que tiene el
telencéfalo de los peces con espinas en las aletas (Actinopterygii), también se
piensa que tiene una funcién adicional generalizada, facilitando las actividades
de los centros y mecanismos del cerebro inferior. El desarrollo morfogenético
del cerebro anterior de los teledsteos es enteramente diferente del de otros
vertebrados, en el sentido de que se forma mediante la eversidn de las paredes
laterales del area dorsal (palial), en contraposicion a la evaginacion que da
lugar a los ventriculos laterales. En consecuencia, el cerebro anterior de los
actinopterigios retiene un ventriculo ventral (subpalio) uUnico y medio, en
contraste con los ventriculos ventrales (basales) pareados de los peces
inferiores y otros vertebrados (Bernstein, 1970; Torrey, 1978).

El telencéfalo de los peces esta extensamente inervado por fibras olfatorias
secundarias del bulbo olfatorio. Estas fibras se proyectan a través de la porcién
subpalial de cada hemisferio y también se proyectan a las areas basolaterales
del palio. El resto del palio del telencéfalo de los actinopterigios parece que no
recibe fibras olfatorias secundarias (Bernstein, 1970; Torrey, 1978; Cerda-
Reverter, 2001a).

EL DIENCEFALO

Una constriccion dorsoventral, y a menudo también una lateral pronunciada,
marca la transicion entre el telencéfalo y el diencéfalo de los peces. Hacia la
porcion dorsal, el parencéfalo o saco delgado dorsal, forma el techo de la
cavidad dentro del diencéfalo, también conocido como tercer ventriculo. Hay
dos sitios destacados a lo largo de la linea media del diencéfalo en las
lampreas, los 6rganos parapineal y pineal, también conocidos como dérganos
epifisiarios localizados ligeramente hacia la izquierda y hacia la derecha de la
linea media, respectivamente. Sin embargo, en los tiburones adultos, como en
el resto de los vertebrados y en los peces éseos actinopterigios, el érgano
pineal es una estructura cuya funcion es la recepcion de estimulos luminosos
mas o menos difusos. El resto del diencéfalo puede ser dividido en una region
epitaldmica con su ganglio habenular, un tdlamo y un hipotdlamo, como su mas

grande e importante componente. Los nervios Opticos penetran al cerebro y



cruzan hacia adelante hasta el diencéfalo, y esta region del cerebro se une
posteriormente a la porcidon ventral del mesencéfalo a través del saco vascular
de paredes delgadas y con circunvoluciones. Debajo del hipotalamo se adosa
la hipdfisis 6 glandula pituitaria, que en los peces 0seos es sostenida por un
pedunculo o infundibulo. El tdlamo sirve como un centro de relevo para la
transmision de los impulsos olfatorios y los del cuerpo estriado a los tractos
talamo-medular y talamo-espinal. En su region ventral, hacia la base del
cerebro y del hipotalamo, se apoya el nucleo geniculado o ganglio, que recibe
algunas conexiones del nervio 6ptico (Bernstein, 1970; Torrey, 1978; Cerda-
Reverter, 2001a).

En el quiasma oéptico de todos los peces las fibras nerviosas de la retina de un
ojo cruzan el techo 6ptico para llegar al otro lado del mesencéfalo pasando la
interseccion o cruce de las fibras de un ojo por sobre e inclusive a través del
manojo de fibras del otro ojo (Bernstein, 1970; Cerda-Reverter, 2001a).

Parece ser que el diencéfalo de los peces es un importante centro de
correlacion para la llegada y la salida de mensajes relacionados con la
homeostasis interna, y el hipotalamo afecta especialmente al sistema endocrino

a través de la glandula pituitaria (Bernstein, 1970; Cerda-Reverter, 2001b).



LA HIPOFISIS

La hipdfisis es una de las glandulas que participa en el control hormonal de la
reproducciéon. Se localiza en la base del diencéfalo, por detras del quiasma
optico y delante del saco vasculoso. Con un doble origen, una parte deriva
directamente del sistema nervioso y se llama neurohipdfisis, mientras que la
otra esta formada por la evaginacién ectodérmica del techo de la cavidad bucal
embrionaria y es conocida como adenohipdfisis. Esta ultima, secreta 6
diferentes hormonas (GH, ACTH, TSH, FSH, LH, PRL), y en peces se le
reconocen 3 partes: una rostral o pars distalis rostralis (PDR), otra mas caudal
o pars distalis proximalis (PDP) que contiene a las células gonadotropas vy
somatotropas, y un pars intermedia (PI) (Figura 11). La actividad de las células
productoras de gonadotropinas esta regulada por neurohormonas de origen
hipotalamico y esteroides sexuales, teniendo asi una importante posiciéon en el
eje que sirve para asegurar la reproducciéon (Eckert et al., 1990; Espinosa y
Labarata, 1986; Peter et al., 1990; Van Oordt y Peute,1983; Anglade et al,
1993). Como en mamiferos, la hipofisis de los peces juega un papel central
regulador en el control del crecimiento, del desarrollo, la reproduccién y la
adaptacioén a los cambios ambientales como salinidad y la temperatura (Kasper
et al, 2006). Diferente a los mamiferos, los peces teledsteos carecen de un
sistema porta-hipotalamo-hipofisiario para el transporte de las neurohormonas,
por lo que existe un transporte axonal directo entre las neuronas hipitalamicas y
las células endocrinas hipofisarias, via el tallo hipofisario y la pars nerviosa
(PN) (Weltzien et al, 2004; Kasper et al, 2006).



Figura 11. Mapa de localizacion de todas las hormonas de la hipdfisis de un teledsteo. La pars distalis
rostral (RPD), esta en rojo (la region ACTH) en amarillo,(la region PRL) . La pars distalis proximal (PPD)
azul oscuro (GH) en azul claro (TSH- ) y en verde ambas (LH- y FSH-B). La pars intermedia (PI) violeta
(MSH-a). La pars nerviosa (PN) gris. (Modificado de Kasper et al, 2006).

Las células productoras de hormonas de la adenohipdfisis se han investigado
por algunas décadas por medio de métodos de tincion, inmunohistoquimica y
biologia molecular (Agulleiro et al, 2006). Con estos métodos, las células
adenohipofisiarias que secretan hormonas, se han caracterizado y localizado
en diversas especies de teledsteos donde los tipos celulares productores de
hormonas estan arreglados en mosaico en la hipdfisis de tetrapodos adultos.
La hipofisis de teledsteos preserva la organizacion compartamental
embrionaria, ya que cada tipo celular produce una hormona especifica
localizada en un compartimento particular. Estos compartimientos representan
un modelo para el estudio de la ontogenia y filogenia de la hipdfisis (Weltzien et
al, 2004).



EL MESENCEFALO
El mesencéfalo o cerebro medio de los peces es relativamente grande; consta

del tectum Optico dorsal que aparece en la vista dorsal, como los dos lébulos
Opticos y tegmento ventral. El tectum esta formado de un cierto numero de
células nerviosas de diferentes tamafos, la mayoria de las fibras del nervio
optico terminan en el tectum, de tal manera que la porcién frontal de la retina se
proyecta en la porcién caudal contralateral del tectum, en forma contralateral,
en los peces. Los peces al igual que los demas vertebrados, tienen en sus ojos
lentes convexos que forman una imagen invertida en la retina; que a través de
la configuracion tectal, proyecta la imagen tal como es en la naturaleza. Entre
los peces Oseos actinopterigios la materia gris tectal se extiende hacia el
ventriculo como un torus longitudinalis pareado y se une a la comisura posterior
entre los dos hemisferios que descansan en el borde del diencéfalo , y esta
presumiblemente relacionado con la vision (Bernstein, 1970; Torrey, 1978;
Sarnat et al, 1976).

EL METENCEFALO

El cerebelo se desarrolla en el metencéfalo a partir de un aumento de volumen
de la médula subyacente, como un crecimiento externo dorsal del borde
posterior del 4to. Ventriculo del cerebro. Se sabe que sus principales funciones
se relacionan con el equilibrio durante la natacion, el mantenimiento del tono
muscular y la orientacion en el espacio; ademas es el mayor componente del
cerebro de algunos peces. En el cerebelo pueden distinguirse muchas capas
diferentes formadas por células nerviosas de diferentes formas, que incluyen a
la capa celular receptora o molecular y a las células llamadas de Purkinje, que
son de gran importancia en el cerebelo de los vertebrados superiores
(Bernstein, 1970; Torrey, 1978)

El cerebelo adquiere en los peces 6seos actinopterigios una caracteristica
proyeccion hacia adelante, la valvula cerebelosa que se extiende por debajo
del techo optico. El ventriculo del cerebelo ha desaparecido casi por completo
en los peces 6seos, como ha sucedido también con los pliegues transversales.
Las auriculas laterales y las fibras interauriculares aumentan en importancia

especialmente en los peces que tienen 6rganos de la linea lateral bien



desarrollados. Participa en el equilibrio, en la natacion, asi como en la puesta o

el comportamiento parental (Bernstein, 1970; Torrey, 1978; Sarnat et al, 1976).

EL MIELENCEFALO

Las divisiones cerebrales desde el cerebelo al telencéfalo son, en su mas
amplio sentido, centros sensoriales y centros coordinadores de las sensaciones
que se conectan con el tallo cerebral 6 mielencéfalo, mediante varios tractos
neurales. Estas cuatro divisiones situadas en la porcibn mas anterior han
aumentado en importancia como integradores sensoriales y se han vuelto mas
y mas perfeccionados en el curso de la evolucion. ElI mielencéfalo, con la
médula oblongada como su componente mas importante, es el centro a donde
llegan los nervios sensoriales, con excepcion de los del olfato y la vision. La
distincién entre la médula oblongada y la médula espinal de los peces es
imprecisa. La médula puede estar dividida en columnas de fibras nerviosas
basadas en el tipo de informacion transmitida; por lo tanto, hay columnas
sensoriales somaticas y viscerales, asi como columnas motoras somaticas y
viscerales (Bernstein, 1970; Torrey, 1978; Sarnat et al, 1976).

En el tallo cerebral, los nucleos de los nervios craneales Ill a X estan
dispuestos anteroposteriormente, mientras que los tractos de los nervios Il y IV
cruzan hacia el lado contralateral. Los componentes de los nervios aferentes
del tallo cerebral pueden estar divididos en nervios sensoriales somaticos vy
especiales que entran con los nervios craneales VII (facial), VIII (estato-
acustico), IX (glosofaringeo) y X (vago), la mayoria de ellos sensoriales
(Bernstein, 1970; Torrey, 1978; Sarnat et al, 1976).

La médula de los peces 6seos actinopterigios contiene un par de neuronas
grandes al nivel del nervio craneal VIII, conocidas como las células gigantes de
Mauthner. Las dendritas laterales de estas células de Mauthner se conectan
con las fibras de los nervios craneales V, VII, IX, y X, al cerebelo y al tecto
optico, ya que sus axones pasan a través de la médula espinal hacia los
musculos de la cola y estan mejor desarrollados en los peces que son buenos
nadadores, como el salmén del Atlantico y ciertas truchas (Bernstein, 1970;
Torrey, 1978; Sarnat et al, 1976).

Ademas de ser un area de relevo entre la médula espinal y el cerebro, la

meédula tiene también centros que controlan ciertas funciones somaticas y



viscerales. Estas incluyen, en los peces 6seos, los centros respiratorios y los
osmorreguladores. Los nucleos medulares también estan relacionados con el
mantenimiento del equilibrio durante la natacion (Bernstein, 1970; Torrey, 1978;
Sarnat et al, 1976).



6.- CONSIDERACIONES DE LA ESPECIE EN ESTUDIO

El género Chirostoma pertenece a la familia Atherinopsidae (Figura 12) que se
distribuye en el altiplano y la vertiente centrooccidental del pais, e incluye a los
peces blancos mexicanos y a los charales. Algunas de sus especies como el
pez blanco de Patzcuaro (Chirostoma estor) o el pez blanco de Chapala
(Chirostoma chapalicthies) y el charal grande o pez blanco del altiplano (Ch.
humboldtianum) han sido ampliamente utilizadas para la alimentacion humana

desde tiempos prehispanicos (Rojas y Sasso, 2005).
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Figura 12. Relaciones filogenéticas entre géneros de la familia Atherinopsidae (Dyer y Chernoff, 1996).

El Chirostoma humboldtianum como otros pescados blancos tienen un gran
valor comercial y su cultivo ofrece excelentes posibilidades econdémicas
(Méndez-Sanchez et al, 2002). Su importancia también se ubica en el ambito
ecologico dado que son especies nativas y endémicas de ambientes lacustres
de la Mesa Central de México, de manera que no existen en ningun otro lugar
del mundo. Por otro lado, constituye la contraparte de los pejerreyes
argentinos; que aun cuando comparten la misma familia tiene un género
distinto, y junto con varias especies alcanzan tallas mayores a los 20 cm, y
como talla maxima 42 cm de longitud total. (Figura 13) (Dyer y Chernoff, 1996).

Los pescadores lo diferencian de los chacuami y charari, o charales, que son



otras especies de la misma familia Atherinopsidae, porque estos ultimos tienen

una talla menor. (Rojas y Sasso, 2005).

Figura 13. Chirostoma humboldtianum de la laguna de Zacapu, Michoacan.

En el lago de Patzcuaro, las especies de pescado blanco y la cultura
purépecha constituyen un binomio cuyo origen se remonta a la llegada de los
primeros pobladores a esta regién. Por tratarse de especies nativas, sus
pesquerias se han desarrollado formando parte consustancial de lo purépecha.
Tanto en este lago como en Chapala y Zirahuén, el pescado blanco constituye
la pesqueria mas importante en términos de valor comercial, con una gran
demanda regional. En México son pocos los estudios sobre la biologia de la
reproduccion y el crecimiento, realizados con especies endémicas de peces.
Los trabajos sobre el género Chirostoma han sido sobre taxonomia,
distribucién, desarrollo embrionario, habitos alimenticios y pesqueria (Paulo-
Maya et al., 2000).



LAS ESPECIES Y SU DISTRIBUCION NATURAL

La Mesa Central fue asiento de un proceso evolutivo relativamente reciente que
devino en la existencia de 19 especies y seis subespecies nativas que
conforman la fauna ictiologica dulceacuicola de la familia Atherinopsidae en
México, agrupados en el género Chirostoma La distribucion natural del género
abarca los estados de Michoacan, Jalisco, Nayarit, Aguascalientes, Estado de
México y Guanajuato (Barbour, 1973). De éstas, cuatro especies y dos
subespecies corresponden al pescado blanco, y se desarrollaron en los lagos
de Patzcuaro y Zirahuén en Michoacan y en el lago de Chapala en Jalisco y
Michoacan. El lago de Patzcuaro es la localidad de tres especies de charal (C.
grandocule, C. attenuatum y C. patzcuaro) y una subespecie de pescado
blanco (Chirostoma estor estor). Por su parte, el lago de Zirahuén lo es para
una subespecie de charal (C. attenuatum zirahuen) y una de pescado blanco
(Chirostoma estor copandaro). Mientras que en el lago de Chapala se
encuentra el mayor numero de especies de este género, con seis de charales
(C. jordani, C. chapalae, C. labarcae, C. arge, C. consocium y C. contrerasi) y
tres de pescado blanco (Chirostoma lucius, Chirostoma sphyraena vy
Chirostoma promelas). Por su parte, la cuarta especie de pescado blanco
Chirostoma humboldtianum es quiza la de mas amplia distribuciéon natural, ya
que tiene como lugares de origen la laguna de Zacapu, el rio Lerma, los lagos
del Valle de México, de Santa Maria, de San Pedro Lagunillas en Nayarit y el
lago Juanacatlan en Jalisco (Paulo-Maya et al., (2000).

En los afos setenta se realizaron translocaciones de especies de pescado
blanco y de charales en cuerpos de agua de los estados de Chihuahua,
Puebla, Tamaulipas, Hidalgo, Querétaro, Guanajuato y Estado de México y
Michoacan, por lo que se ha ampliado su distribucién artificialmente (Rojas y
Sasso, 2005).



C. JUSTIFICACION

Al ser la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) una molécula
estimuladora de la secrecion de las gonadotropinas, y que presenta diferentes
isoformas, no todas involucradas en el proceso reproductivo, es importante
establecer la distribucion de la variante presente en el cerebro anterior y en la
hipéfisis en Chirostoma humboldtianum, para de esta manera comenzar a
conocer las relaciones anatomofuncionales que regulan procesos tan
importantes como la reproduccion en esta especie de pez endémico mexicano,
gque es sumamente utilizado para la alimentacibn humana. Ademas la
acuicultura tiene como objetivos basicos la reproduccion de las especies de
mayor interés socio-econémico, asi como la supervivencia y la mejora de la
calidad de la progenie. En la practica, esta actividad supone el mantenimiento
de los peces en condiciones de cautiverio, con el objeto de comercializarlos
para su consumo o con la intencion de incrementar su produccién por encima
de los niveles obtenidos en el medio natural. El cultivo intensivo de peces
ocasiona, 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 de cautiverio, probablemente por la falta de sintesis y/o
liberacion de gonadotropinas en este periodo y otras no lo llegan a hacer nunca
(Matsumaya et al, 1991). Es por ello que el conocimiento de los mecanismos
qgue regulan la funcion reproductora de esta especie de interés econdmico es
un requisito indispensable para el desarrollo de la acuicultura, ya que una vez
adquiridos los conocimientos necesarios sobre el proceso reproductor y su
regulacion en una especie determinada es posible controlar en cierta medida
las distintas etapas de la reproduccion.

En otro orden de ideas, el uso de recursos endémicos como Ch.
humboldtianum con fines comerciales, lleva implicita la obligacién de conocer lo
mas detalladamente posible sus caracteristicas bioldgicas, y con ello contribuir
a plantear mejores alternativas para su manejo y cultivo, ayudando de esta
manera a implementar explotaciones comerciales donde se puedan hacer

manejos reproductivos.



Por ello, en el presente estudio se propone conocer la distribucion de sGnRH
en el cerebro anterior de Chirostoma humboldtianum, con lo cual se pretende
sentar las bases para posteriores estudios de la fisiologia reproductiva de dicha
especie, coadyuvando a establecer cimientos mas soélidos para la realizacién
de cultivos comerciales de este grupo de peces de importancia econémica en

México.



[ll. OBJETIVOS

1.-OBJETIVO GENERAL

Establecer la distribucibn de la hormona liberadora de gonadotropinas,
isoforma de salmon (sGnRH) en el cerebro anterior y la hipofisis de Chirostoma

humboldtianum.

2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Establecer la distribucion de sGnRH en el cerebro anterior de
Chirostoma humboldtianum
b) Determinar si la isoforma sGnRH esta presente en la hipofisis de

Chirostoma humboldtianum.



IV. HIPOTESIS

La distribucion de la hormona liberadora de gonadotropinas de salmon
(sGnRH) de Chirostoma humboldtianum se localizara en el cerebro anterior e

hipofisis.



V. MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron 14 ejemplares de Chirostoma humboldtianum (11 hembrasy 3
machos maduros). En un intervalo de longitud patrén de 11.5 -16 cm, de peso
de 13 - 23 g. de la laguna de Zacapu, en el Estado de Michoacan. En la Fig.
14 se ilustra la metodologia seguida para este estudio.

Colectade los peces Chirostoma
humboldtianum

Obtenciondel Inclusion del Cortesal mic.rétomo
encéfalo encéfalo en paraplast 10y 20 micras

Inmunohistoquimica

|

Contratincion con hematoxilina
de Mayer

Observacional microscopio

Figura 14. llustra la metodologia empleada para la observacion de la distribucion de sGnRH de
Chirostoma humboldtianum.



1.-Coleccion del tejido

Los peces se anestesiaron con MS-222 Sigma ® se sacrificaron por
decapitacion

y se extrajé el encéfalo y la hipofisis, mismos que se colocaron en una solucién
amortiguadora de formaldehido con picrato (Stefanini et al, 1967) ( ver
apéndice 1) durante 24 horas.

2.-Procesamiento del tejido
Ambos tejidos se lavaron con amortiguador de fosfatos (PBS 0.1 M, pH 7.4)
posteriormente, se incluyeron los tejidos en parafina con la técnica de Martoja

(1970) de la siguiente manera:

Se deshidrataron los tejidos mediante concentraciones crecientes de alcohol
(70%, 80%, 90%, 96% y 100%), dejando la muestra 30 minutos en cada
concentracion, excepto en la Ultima, en la cual se dejo 45 minutos.
Deshidratado el tejido, se coloc6é en alcohol amilico durante 24 horas
posteriormente se pas6 por 2 cambios de parafina durante 2 horas cada una.
Finalmente, se incluyé el tejido en Paraplast y se realizaron cortes
transversales y sagitales seriados con grosor de 10 y 20 micras en un

microtomo rotatorio.

Antes de realizar la técnica inmunohistoquimica los cortes se desparafinaron
durante 30 minutos a 60° C, posteriormente colocados en xileno e hidratado el
tejido mediante concentraciones descendientes de alcohol (100%, 96%, 90%,
80% y 70%).



3.-INMUNOHISTOQUIMICA

La técnica inmunohistoquimica se llevo a cabo segun el método descrito por
Taylor y Burns, (1974), y utilizando un anticuerpo especifico contra el sGAP
recombinante elaborado en conejo donado por el Dr. Gustavo M. Somoza y
validado por Guilgur, 2008, del laboratorio de Ictiofisiologia y Acuicultura.
Instituto  Tecnologico de  Chascomus-Instituto  de  Investigaciones
Biotecnoldgicas, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas,
Universidad Nacional de General San Martin, Chascomus, Provincia de Buenos
Aires, Argentina.

La muestra se permeabilizo con metanol a -20°C, durante 5 minutos.
Posteriormente, se lavdé con PBS (0.1 M, pH 7.4) y se procedio a inactivar la
peroxidasa enddgena con etanol acido. Los cortes se lavaron tres veces con el
mismo amortiguador e inmediatamente después, se bloguearon los sitios
inespecificos con suero bovino al 1% con PBS (0.1 M, pH 7.4) a temperatura
ambiente, durante media hora. Una vez bloqueados los sitios inespecificos se
incubd con un anticuerpo de conejo anti-sGAP en una dilucién 1/1000 a 4° C
durante toda la noche. Cumplido el tiempo se lavo con PBS (0.1 M, pH 7.4) y
se procedid a incubar con un anticuerpo de chivo anti-lgG de conejo H+L
peroxidado en una diluciébn 1/200 por 2 horas a temperatura ambiente. Al
término de la incubacion, se lavé con PBS (0.1 M, pH 7.4) y se procedio a
revelar, utilizando una solucion sustrato con 20 mg de diaminobecidina (DAB),
(0.16% de H,O, en 100 ml de PBS0.1 M, pH 7.4). Cuando la reacciéon fue
visible (de 1 a 15min) se procedi6 a lavar nuevamente con PBS (0.1 M, pH 7.4).
Después, se contratifid con hematoxilina de Mayer y se deshidraté mediante
concentraciones crecientes de alcohol (70%, 80%, 90%, 96% y 100%), para su
aclaramiento con xileno y montaje con resina sintética Entellan ® Merck. Las
laminillas se revisaron en un microscopio Nikon y las area y nucleos
inmunoreactivos en el encéfalo, se identificaron de acuerdo a la metodologia
descrita por Amano et al (1991) y Peter y Gill (1975).



4.-CONTROLES.

Para validar el ensayo dentro de nuestro laboratorio, se realizaron cuatro
ensayos, observando que la inmunoreaccion fuera especifica para sGnRH. El
primero se realizé sin inactivar la peroxidasa endoégena agregando el sustrato
(DAB) el cual no tuvo reaccion. El segundo ensayo se hizo inactivando la
peroxidasa enddgena, agregando el sustrato sin los anticuerpos en la que no
se observo reaccion. El tercer ensayo se realiz6 sin bloquear los sitios
inespecificos, sin el primer anticuerpo (anti-sGAP) y con el segundo anticuerpo
(anti-lgG de chivo anticonejo H+L peroxidado) diluido en PBS (0.1 M, pH 7.4),
en el cual tampoco se observd reaccion. El dltimo ensayo, se llevé a cabo
poniendo el segundo anticuerpo (anti IgG de chivo anticonejo H+L peroxidado)

sin el primer anticuerpo (anti SGAP), el cual también no presento reaccion.



VI. RESULTADOS

La isoforma fue encontrada en el cerebro anterior, especificamente, en el
nacleo preodptico periventricular, el nucleo predptico magnocelular (Figura 15y
16) y se encontraron fibras inmunoreactivas en el hipotalamo y area preoptica

ventral.

También se mostré inmunoreaccion en la hipdfisis (Figura 17). Por otro lado, no

se detectaron diferencias entre machos y hembras.

Figura 15. Esquema de un corte mediosagital de cerebro de Chirostoma humboldtianum, donde se
aprecia la distribucion de sGnRH. Los puntos azules indican el sitio donde se encontré inmunorreaccion a
sGnRH. Muestran la distribuciéon en el nucleo preoptico periventricular (NPP). Abreviaciones: medulla
oblongatta (MO); cerebelum (CBL); optic tectum (OT); tegmentum cerebro medio (MT); hipofisis (PIT);
quiasma optico (OC); nucleus preopticus periventricularis. (NPP), bulbo olfatorio (OB), Ganglio del nervio
terminal (TNG).



Figura 16. a) Esquema de corte frontal de la zona del cerebro anterior de Ch. humboldtianum
Abreviaciones; nucleo preoptico periventricular (NPP), nucleo tenia (Nt), regiones dorsales (Dx) y
ventrales (Vx) del telencéfalo, nervio dptico (ON). Los puntos azules indican el sitio donde se encontrd
inmunorreaccion a sGnRH. b) Nucleo preéptico periventricular,(flechas) microscopia de campo claro,
contratincion hematoxilina de Mayer, (10X), c¢) Neurona inmunoreactiva del nlcleo preoptico
periventricular (flecha), microscopia de campo claro, contratincion hematoxilina de Mayer (100X) , d y e)
Neuronas inmunoreactivas del nicleo preéptico magnocelular (flechas) microscopia de campo claro,
contratinciéon hematoxilina de Mayer (100X). En todos los casos la inmunoreaccion positiva a SGNRH
se indica con las flechas.




Figura 17. Corte mediosagital de cerebro de Chirostoma humboldtianum a) Se aprecia la conexion del
cerebro con la hipdfisis, microscopia de campo claro, contratincion hematoxilina de Mayer (10X), b) se
aprecia inmunoreaccion en la adenohipdfisis (flechas) microscopia de campo claro, contratincion
hematoxilina de Mayer (20X).



VIl. DISCUSION

Este trabajo reporta por primera vez la distribucion de la isoforma sGnRH en

Chirostoma humboldtianum en una zona del encéfalo, el cerebro anterior.

La importancia de la localizacion de las neuronas sGnRH en el cerebro de
Chirostoma humboldtianum radica principalmente en tratar de comprender su
posible participacion en la reproduccion, basados en la comparacién con otras
especies de teledsteos, de dicha distribucion neuronal sGnRHnérgica en las

mismas regiones del encéfalo de esta especie.

En el cerebro de peces 6seos, solo las neuronas preopticas liberan GnRH a la
hipdfisis en cantidades substanciales (Gonzalez- Martinez et al, 2002b). La
distribucion de la isoforma sGnRH encontrada en Chirostoma humboldtianum
en el ndcleo predptico periventricular y el ndcleo magnocelular nos permite
sugerir que esta isoforma puede ser la liberada a la hipéfisis dado que, se ha
observado que sGnRH es capaz de estimular la liberacion de gonadotropinas in
vitro, en pez dorado (Mackenzie et al, 1984) en trucha (Weil et al, 1986) en
carpa comun (Lin et al, 1994), como in vivo en pez dorado (Peter et al, 1985) y

por tanto tener la funcion hipofisiotropica.

En la actualidad, un punto de discusién interesante se refiere a que, no todos
los peces teledsteos presentan los tres tipos de GnRH bien delimitado
(Gonzéalez- Martinez et al, 2002a; Mohamed et al, 2005; Vickers et al, 2004) se
ha observado traslapada la distribuciéon de neuronas que producen GnRH1 y
GnRH3 en el cerebro anterior (Gonzalez- Martinez et al, 2002a; Mohamed et
al, 2005, Vickers et al, 2004; Mohamed y Khan, 2006). Estas evidencias
pueden explicar la distribucién encontrada para sGnRH en el cerebro de
Chirostoma humboldtianum ya que, ademas de encontrarla en el cerebro
anterior especificamente en el nucleo predptico periventricular, también se
localiz6 inmunoreaccion en la hipéfisis como lo reporté Prassada-Rao (1999),
todas las neuronas en el nlcleo predptico inervan a la hipéfisis, por lo tanto,
ello nos permite sugerir que sGnRH es la isoforma presente en la hipdfisis en

este pez endémico. La sobreposicion de sGnRH en Chirostoma puede también



apoyarse en el hecho de la distribucion de las isoformas de GnRH encontrada
en el cerebro del pejerrey Odontesthes bonariensis una especie emparentada
con Chirostoma (ambos pertenecen a la misma familia Atherinopsidae), en
donde mediante un estudio inmunohistoquimico utilizando diferentes
anticuerpos para las diferentes variantes de GnRH, sGnRH, pjJGnRH y cGnRH-
II, revelaron tres diferentes areas inmunoreactivas: el ganglio del nervio
terminal (como en la unién entre el bulbo olfatorio y el telencéfalo anterior), el
area preoptica anterior al hipotdlamo y el tegmento del cerebro medio. También
fueron detectadas fibras inmunoreactivas a GnRH en diferentes areas del
cerebro como: el bulbo olfatorio, el telencéfalo ventral, el hipotalamo, el area
mesencéfalica y una importante inervacion que entra a la glandula hipéfisis. En
dicho reporte se incluye también la presencia de algunas neuronas multipolares
del nucleo preoptico periventricular inmunoreactivas a la isoforma sGnRH,
observandose que un importante grupo de fibras inmunoreactivas a dicha
hormona se dirigen a la adenohipdfisis del pez, ademas reportan la variante de
GnRH especifica de la especie (pjGnRH), localizandola en el cerebro anterior
con un importante grupo de axones que corren en situacion ventral hacia la

parte posterior y que pudieran alcanzar la hipofisis (Stefano et al., 2000).

Ademas, se han realizado diversos trabajos para demostrar la sobreposicién de
las isoformas 1 y 3 en cerebro anterior béasicamente estos han sido
desarrollados en algunas especies de teledsteos y con diferentes metodologias

por ejemplo:

En la lubina europea (Dicentrarchus labrax), se demostré que cada uno de los
tres mensajeros de GnRH son expresados en una region especifica del cerebro
y se describié por primera vez la sobreposicién de las células que expresan
SGAP y sbGAP en el telencéfalo y el diencéfalo de este pez, sugiriendo lo
anterior, que los sistemas de GnRH1 y GnRH 3 no se segregan claramente,
por lo menos en esta especie. Por ello, para evitar el problema de la reactividad
cruzada cuando se utilizan anticuerpos relacionados con los decapéptidos a
GnRH, se utilizaron anticuerpos generados para los diferentes GAPSs,
aprovechando que esta parte de cada una de las isoformas es mas variable, y

esto facilita la obtencion de anticuerpos mas particulares a cada una de las



isoformas de GnRH presentes en el encéfalo porque esta reportado que la
distribucion de la inmunoreactividad a GnRH es similar a la del GAP (Gonzalez-
Martinez et al, 2001).

La sobreposicion anatomica de isoformas de GnRH en el cerebro anterior es
también reportada en el pez Coregonus clupeaformis y parece apoyar que
esta condicién puede ser mas comun de lo que originalmente se supuso. En
esta especie, por medio de inmunocitoquimica, utilizando dos anticuerpos
antiGnRH, uno que reconocia WfGNnRH y sGnRH, y otro que identificaba
sGnRH y cGnRH-II, encontraron células inmunoreactivas con localizacién
sobrepuesta en el cerebro anterior. Debido a esta restriccion técnica, utilizaron
hibridacién in situ con tres ribosondas disefiadas para cada una de las tres
isoformas de GnRH, encontrando a la sGnRH en las neuronas del bulbo
olfatorio, telencéfalo ventral y area preoptica; a la cGnRH-Il en el cerebro
medio, y a wfGnRH con una distribucion en el telencéfalo ventral, area
predptica y el hipotalamo. En el cerebro anterior las células contenian sGnRH
y WfGnRH en las mismas regiones del cerebro, pero, no colocalizadas en la
misma ceélula. Debido a ello, los autores sugieren que ambas isoformas,
sGnRH y wfGnRh tienen el papel de liberadora de gonadotropinas en el

cerebro del pez blanco (Vickers et al, 2004).

Una posible explicacion a la sobreposicion de las isoformas en cerebro anterior
es que, la presencia de los sistemas GnRH-1 y GnRH-3 se origind por
duplicacibn de una de las isoformas y evolucionaron como sistemas
independientes. (Palevitch et al, 2007). Esto, parece ser apoyado por el hecho
de que ambos grupos de neuronas, GnRH 1 y GnRH3 surgen de la placoda
olfativa y de acuerdo a la posicion particular de las neuronas, migraran para
integrar el sistema GnRH-1 o0 GnRH-3 (Yoshida et al, 1995; Amano et al, 2002
a, b; Gonzalez —Martinez et al, 2002b; Okubo et al, 2006; Palevitch et al,
2007). Sin embargo, hay un debate concerniente al origen de las neuronas
sbGnRH o sistema GnRH 1, ya que estudios en la lubina europea y la lubina
dorada demostraron que las neuronas sbGnRH son primeramente detectadas
en el bulbo olfatorio y el telecéfalo ventral y mas tarde migraran a su posicién



final en el area preoptica e hipotalamo (Gonzalez - Martinez et al, 2002b; Wong
et al, 2004)

Adicionalmente, se sugiere que algunos teledsteos han perdido el gene GnRH1
y solo tienen GNnRH2 y GnRH3. Dado que es la primera vez que se describe la
presencia y distribucibn de wuna isoforma de GnRH para Chirostoma
humboldtianum, no podemos descartar si esta condicion de tan solo dos
isoformas, se cumple para dicha especie, como sucede en algunos salménidos
y en ciprinidos. Como ejemplo de especies de teledsteos con solo dos GnRHs
podemos citar lo reportado para el pez dorado (Carassius auratus), en el cual,
la distribucion de cGnRH-II y sGnRH en el cerebro, fue observada utilizando
anticuerpos para cGnRH-1l y sGnRH encontrando neuronas inmunorreactivas a
cGnRH-II en cerebro medio e inmunoreactivas a sGnRH localizadas en el
area entre el nervio olfatorio y el bulbo olfatorio (el ganglio del nervio terminal),
el telencéfalo ventral, el area preodptica y el hipotalamo, encontrando también
fibras inmunoreactivas a sGnRH distribuidas en varias regiones del cerebro
desde el bulbo olfatorio hasta la médula espinal fue especialmente en los
bulbos olfatorios , telencéfalo ventral, area predptica, hipotalamo, techo optico y
el tAlamo e inervando la pars distalis proximalis de la hipdfisis, esto sugiere que
sGnRH no solamente regula la liberacion de las gonadotropinas, también actia
como neuromodulador en varias regiones del cerebro (Kim et al, 1995).

De forma similar, en otras especies como el salmén Oncorhynchus masou, se
demostré la distribucion de GnRH en el cerebro de este pez, por medio de un
estudio inmunohistoquimico con dos anticuerpos, se encontré6 a la isoforma
cGnRH-II en cerebro medio y sGnRH en areas, entre el nervio olfatorio y el
bulbo olfatorio, el bulbo olfatorio ventral, entre el bulbo olfatorio y el telencéfalo,
el telencéfalo ventral y el area preoptica. También se encontraron fibras
distribuidas en varias regiones del cerebro, desde el bulbo olfatorio hasta la
meédula espinal, especialmente abundantes en el bulbo olfatorio , el telencéfalo
ventral, el area preoptica, el hipotdlamo , el techo 6ptico y el tdlamo y
directamente inervando a la hipdfisis. Estos datos sugieren que en el salmén

masu, sGnRH no solamente actla regulando la liberacién de gonadotropinas



de la hipdfisis, sino que también tiene funciones como neuromodulador en el

cerebro (Amano et al, 1991).

Esto ha sido demostrado también en el pez cebra Danio rerio (Steven et al,
2003; Palevith et al, 2007). En estas especies las neuronas GnRH 3 localizadas
en el hipotalamo ventral parecen reemplazar a GhnRH1 y proveer inervacion a la
hipofisis para regular la reproduccion (Amano et al, 1995a, 2007; Yamada et al,
2002). En la tilapia Oreochromis niloticus GnRH3 parece estar implicada en el
control del comportamiento reproductivo, en el anidamiento y en el

comportamiento agresivo (Ogawa et al, 2006).

Se ha propuesto también que, GnRH 3 en el ganglio del nervio terminal puede
funcionar en el sistema olfatorio y visual para lo cual es transportada para
coordinar impulsos sensoriales con requerimientos reproductivos gracias a que
las neuronas GnRH del nervio terminal de los teledsteos se proyectan a los
nervios olfatorios y optico (White et al, 1995). Ademas, la GnRH3 del nervio
terminal es capaz de influenciar el procesamiento de la sefal en la retina en el
pez dorado y en el ciclido (White et al, 1995; Behrens et al, 1993, Grens et al,
2005).

Asi, la organizacion de los sistemas GnRH se ha determinado principalmente
mediante técnicas inmunohistoquimicas, pero debido a la alta homologia
existente entre los distintos decapéptidos (60-90%), dichos estudios cuentan
con algunas limitaciones (Kah et al, 1986., Amano et al, 1991), Por lo tanto,
actualmente, se prefiere la utilizacién de anticuerpos y ribosondas dirigidos
hacia el GAP (Ronchi et al, 1992, Gonzalez -Martinez et al, 2001, 2002a).

Esta isoforma se localiz6 en el cerebro anterior que posee una marcada
influencia sobre la hipdfisis, por lo qué, es razonable atribuirle un papel como
neurohormona hipofisiotropica, en especial, en la regulacion de la
reproduccién. Esto, tiene una gran importancia para la comprension de la
endocrinologia de la reproduccién de esta especie, pues al presentarse en los
teledsteos dos grandes patrones de distribucién de estas hormonas, uno en el

cerebro anterior y el otro en el cerebro medio (Guilgur, et al, 2006), es



fundamental el conocer para una especie en particular como se presentan sus

isoformas de GnRH.

Finalmente, Chirostoma humboldtianum constituye la pesqueria mas
importante en términos de valor, con una gran demanda regional. Su
importancia también se ubica en el ambito ecolégico dado que son especies
nativas y endémicas de ambientes lacustres de la Mesa Central de México, de
manera que no existen en ningun otro lugar del mundo (Rojas y Sasso, 2005).
El pescado blanco tiene entonces importancia cultural, ecoldgica y econémica,
pero enfrenta una serie de problemas que ponen en peligro su permanencia y

gue se podrian resolver con la contribucién de este estudio.



VIIl. CONCLUSIONES

En el pescado blanco Chirostoma humboldtianum la distribucién de la isoforma
de GnRH de salmon o sGnRH se localiz6 en el cerebro anterior,
especificamente, en el ndcleo preéptico periventricular, el nucleo predptico
magnocelular y en la hipofisis.



1.- APENDICE 1
Amortiguador de formaldehido con picrato
(Stefanini et al, 1967).

Paraformaldenido...........cccooveiiiiiec e, 209
Acido picrico (solucion acuosa saturada, filtrada)............. 150ml

Calentar a 60°C, afadir de 2 a 5 gotas de hidréxido de sodio
acuoso 1.0 M (4%), necesario para disolver el paraformaldehido.
Filtrar, enfriar y llevar a 1000 ml con el siguiente amortiguador de
fosfatos.

Fosfato de sodio monobasico (NaH,PO4H,0).................... 3.31g
Fosfato de sodio dibasico (Na;HPOy).....ccceevvvvevveeinenne, 17.89¢g

Agua llevar a 1000ml.

Nota: El pH es 7.3 este fijador es estable por mas de 12 meses a temperatura ambiente, el picrato no
precipita las proteinas en solucién neutra y las razones por que se improvisa la preservacion de la
estructura y antigenicidad no se conocen.
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