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1. Introduccion

Lubina europea (Dicentrarchus labrax)
Filo Chordata

Subfilo Vertebrata

Superclase Osteichthyes

Clase Actinopterygii

Subclase Neopterygii

Infraclase Teleostei

Superorden Acanthopterygii
Orden Perciformes

Suborden Percoidei

Familia Moronidae

Genero Dicentrarchus Gill, 1860

Especie Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758)

1.1 La lubina europea

La lubina europea (lubina de ahora en adelante), Dicentrarchus labrax (Linnaeus,
1758), es un teledsteo marino de la familia Moronidae perteneciente al orden de los
Perciformes. Es una especie esencialmente mediterranea, aunque también ha sido
descrita en las costas del norte de Europa. Es un pez eurihalino y euritermo, por lo que
puede vivir en ambientes con un amplio rango de salinidades (3-38%o) y temperaturas

(2-32°C) (Carrillo et al., 1995; Pickett y Pawson, 1994).

Como la gran mayoria de peces teledsteos, la lubina es una especie gonocdrica, en la
cual machos y hembras permanecen como sexos separados durante todo el ciclo vital.
Sin embargo, es muy dificil distinguir el sexo de un individuo determinado dada la
ausencia de caracteres sexuales externos. No obstante, el crecimiento esta claramente
relacionado con el sexo, de tal forma que las hembras crecen mas y alcanzan mayor
tamafio que los machos. En general, en el Mediterraneo y en condiciones naturales, la

primera maduracion sexual de los machos tiene lugar durante el segundo afio de vida y
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un afio después la de las hembras. La lubina es una especie con desarrollo ovarico de
tipo sincrono por grupos, es decir durante la época de puesta, cada hembra produce
varias cohortes de oocitos. De esta forma, una hembra puede dar lugar a 4 ovulaciones
en una misma época de puesta que puede durar de 1 a 2 meses. La recrudescencia
gonadal y la puesta son dependientes del fotoperiodo y de la temperatura del agua, por
lo que, segun la latitud, tendra lugar durante el invierno en el Mediterraneo o durante la
primavera en las Islas Britanicas. Los huevos son peldgicos y transparentes, con 1-2
gotas de grasa. Una vez fertilizados, el desarrollo embrionario dura en torno a 3 dias a
15°C, mientras que el desarrollo larvario dura unos 40 dias a 19°C. Después de la
eclosion, los juveniles habitan en aguas costeras y estuarios, donde crecen y se preparan
para su primera maduracion sexual (Barnabé, 1991; Carrillo et al., 1995; Pickett y

Pawson, 1994).

1.2 Conceptos basicos de la reproduccion en peces

1.2.1 El testiculo en teleosteos. La espermatogénesis

En la lubina, los testiculos son de tipo lobular y estdn compuestos por multitud de
lobulos separados entre si por capas de tejido fibroso conectivo. En general los
testiculos son alargados y estan unidos por la pared dorsal de la cavidad corporal
presentando un espermiducto en la superficie medio dorsal posterior. El espermiducto
desemboca en la papila urogenital, ubicada entre el recto y los ductos urinarios. En los
peces teledsteos los testiculos se organizan en dos compartimentos principales, el
intersticial y el tubular. El intersticial se caracteriza por la presencia de células
esteroidogénicas o de Leydig, vasos sanguineos y linfaticos, macr6fagos, mastocitos y
tejido conectivo (Koulish ef al., 2002). El compartimento tubular contiene las células

germinales y las células somaticas que les dan soporte, las células de Sertoli. Estas
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ultimas son esenciales para las células germinales, ya que son determinantes para la
capacidad espermatogénica del testiculo y condicionan el tipo de espermatogénesis
(Matta et al., 2002). En peces, la espermatogénesis es de tipo cistico (Callard, 1996),
por lo que las células de Sertoli se asocian a una espermatogonia indiferenciada a partir
de la cual se genera un ciste de células germinales clonicas, todos ellas en el mismo
estado de desarrollo. Ademas, en peces, las células de Sertoli conservan su capacidad
proliferativa incluso en el estado adulto (Schulz et al., 2005). Esto es debido a que
durante la fase de mitosis, la cual se produce al inicio de la espermatogénesis, las
células de Sertoli proliferan al igual que las células germinales que forman el ciste. Esta
capacidad proliferativa de las células de Sertoli se reduce cuando las células germinales

entran en meiosis, y se detiene definitivamente en los cistes postmeidticos.

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacion celular en el que una
espermatogonia indiferenciada primordial o primaria (SSC, spermatogonial stem cell)
(De Rooij y Grootegoed, 1998) prolifera y se diferencia para, finalmente, producir
esperma maduro. En los peces, las SSC experimentan dos tipos de divisiones (Fig. 1.1).
Unas destinadas a su propia renovacion que garantiza la fertilidad a largo plazo, y otras
que llevan a su diferenciacion y estan dirigidas a la formacion de los espermatozoides
(Miura et al., 2002; Schulz et al., 2003). Este es un proceso organizado en tres fases
principales: 1) proliferacion mitdtica de las espermatogonias; 2) divisiones meidticas
para la formacion de los espermatocitos primarios y secundarios; y 3) formacion de
espermatidas haploides que finalmente se reestructuraran en espermatozoides (Pudney,
1995; Schulz et al., 2010). La espermatogénesis empieza cuando una SCC experimenta
un numero determinado de divisiones mitdticas. Estas divisiones dan lugar una
secuencia de espermatogonias A diferenciadas y espermatogonias B, dando lugar a una

gran poblacion de espermatogonias. Como consecuencia de las divisiones mitoticas, las
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espermatogonias van cambiando su morfologia, de tal forma que a medida que progresa
la espermatogénesis la heterocromatina incrementa y el tamafio celular y nuclear
disminuye (Zanuy et al., 2009). La tltima generacion de espermatogonias dara lugar, en
la ultima divisidon mitética, a los espermatocitos primarios en fase de preleptoteno, los

cuales inician la primera division meidtica para formar los espermatocitos secundarios.

Stg A*
5 SE
Stg A* ' 2 Stg A
L | ) 20
- ~a < el |
.'/J e’ 1. Renovacion

- \ 3 2. Diferenciacion
3. Mitosis

2 .-’:)O $tgB 4. Meiosis |
'y 7 8% et 2 5. Meiosis Il
'i'«%—-'r , L a 6.Espermiogénesis

7. Espermiacion

Stz B tardia

Std

Figura 1.1 Representacion del proceso de espermatogénesis en peces teledsteos. Espermatogonia A
indiferenciada (StgA*), espermatogonia A (StgA), espermatogonia B (StgB), espermatocitos I (Stcl),
espermatocitos II (Stcll), espermatidas (Std), espermatozoides (Sz), célula de Sertoli (SE) (adaptado de
Molés, 2011).

Debido a las transformaciones morfologicas que experimentan durante la larga profase
de la meiosis, los Stcl adquieren los nombres de espermatocitos en leptoteno, zygoteno,
paquiteno y diploteno (Cobb y Handel, 1998). Finalmente, durante la espermiogénesis,
las Std experimentan una serie de transformaciones celulares. De esta forma se alargan
para adoptar la forma de espermatozoide, adquieren flagelo, compactan al maximo su

DNA en un pequeiio ntcleo localizado en la cabeza y crean el cuerpo intermedio en el

que se acumularan las mitocondrias. En el momento de la espermiacion, la pared del
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ciste se abre y se libera el esperma al lumen, lugar en el que adquiere la capacitacion

(Schulz et al., 2010).

1.2.2 Control endocrino de la reproduccion

La reproduccion en peces, como en otros vertebrados, estd controlada por un sistema
endocrino constituido por el cerebro, la hipofisis y las gonadas o eje cerebro-hipofisis-
gonada (eje CHG) (Fink, 2000). Este eje es responsable de la regulacion hormonal que
controla el proceso reproductor. El cerebro integra los diferentes estimulos, externos e
internos, y los traduce en sefiales neuroendocrinas (neuropéptidos) responsables de la
sintesis y secrecion hipofisaria de dos gonadotrofinas (Gths), la hormona foliculo
estimulante (Fsh) y la hormona luteinizante (Lh). Posteriormente, dichas Gths llegan a
las gonadas a través del torrente sanguineo, donde actiian sobre el desarrollo gonadal y
la gametogénesis a través de la induccion de la secrecion de esteroides sexuales. A su
vez, los esteroides gonadales controlan la sintesis y liberacion de Gths, bien sea
actuando directamente sobre las células hipofisarias o indirectamente sobre ciertos
nucleos hipotalamicos, mediante retroalimentacion positiva o negativa, dependiendo del

estado de desarrollo gonadal (Levavi-Sivan et al., 2010) (Fig. 1.2).

1.2.2.1 Funcion de las gonadotrofinas en la gametogénesis

La hipofisis es una pequena glandula endocrina adosada a la parte ventral del cerebro de
todos los vertebrados. En ella se sintetizan importantes hormonas implicadas en la
regulacion de la mayoria de los procesos fisioldgicos del organismo, incluidas las
gonadotrofinas que, como ya se ha visto anteriormente, estan implicadas en el proceso
reproductor. Actualmente se sabe que, tanto en los machos como en las hembras de los
peces teledsteos, la Fsh y la Lh se secretan en distintas células y en diferentes momentos

del ciclo reproductivo, lo que sugiere una funcion diferencial de ambas Gths sobre el
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desarrollo gonadal. Sin embargo, debido a la escasez de herramientas para medir los
niveles de ambas Gths en plasma, especialmente de Fsh, la informacion al respecto se
limita a unas pocas especies de salmones (Swanson, 1991), la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (Gomez et al., 1999), la tilapia (Oreochromis niloticus) (Aizen
et al., 2007), y mas recientemente la lubina (Molés et al., 2012) y el lenguado senegalés

(Solea senegalensis) (Chauvigné et al., 2014).

Estimulos externos/interncs

4

GnRH  Dopamina
i
ro—

Hipofisis J¢— |

F5H LH
+

+-
Gonadas ¢
Esternides
saxualas
Gametos

Figura 1.2 Representacion esquematica del eje CHG en peces teledsteos. El simbolo + indica estimu-
lacion mientras que — representa inhibicion (tomado de Molés, 2011)

En salmén coho (Oncorhynchus kisutch) (Swanson, 1991) y en trucha arcoiris (Prat et
al., 1996; Gomez et al., 1999), los niveles de Fsh plasmatica incrementan durante el
inicio de la oogénesis (coincidiendo con el inicio de la vitelogénesis) y de la
espermatogénesis (revisado en Swanson et al., 2003). En este caso concreto, al ser una
especie de puesta unica, los niveles de Fsh en plasma permanecen elevados hasta el

inicio de la ovulacidon y espermiacion, disminuyendo posteriormente (Swanson, 1991).
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Lo mismo se observdo en el caso de machos de lenguado senegalés, donde se
encontraron niveles elevados de Fsh durante la fase de espermatogénesis temprana que
disminuyeron durante la de espermiaciéon (Chauvigné et al., 2014). En el caso de la
tilapia, una especie con ovarios de desarrollo asincrono, se detectaron dos picos de Fsh
entre dos puestas sucesivas. El primero se observd 2-3 dias después de la primera
puesta, en un estado de desarrollo que probablemente fuera la fase de vitelogénesis. El
segundo se observo justo antes de la segunda puesta, en el estado de maduracion de los
oocitos (Aizen et al., 2007). En la lubina, especie objeto de este estudio, los niveles
maximos de Fsh en plasma de hembras se observan durante la vitelogénesis y la post-
vitelogénesis, descendiendo posteriormente durante la maduracion y ovulacion (Molés
et al., 2011, 2012). Para los machos, los niveles de Fsh incrementan durante el
desarrollo testicular y decaen justo en el momento que empieza la espermiogénesis
(Molés et al., 2012). Estudios de expresion de la subunidad fshf realizados con, lubina
americana (Morone saxatilis) (Hassin et al., 1998), falso halibut del Japon o lenguado
japonés (Paralichthys olivaceus) (Kajimura et al., 2001), y pez gato americano
(Ictalurus punctatus) (Kumar y Trant, 2004) ponen de manifiesto la dindmica de los
niveles de expresion de dicha subunidad, que incrementa durante el inicio del
crecimiento gonadal y disminuye durante el periodo de puesta. Los niveles de Lh
plasmatica tienen un comportamiento opuesto a los de Fsh, de tal forma que
permanecen muy bajos durante las fases tempranas de la gametogénesis e incrementan
durante la maduracion final de los oocitos y la espermiacion (referencias en Swanson et
al., 2003). De igual forma, los andlisis de Lh en plasma de machos de lubina muestran
un incremento de los niveles de esta hormona durante la espermatogénesis, que
alcanzan sus valores maximos durante la fase de espermiacién. En hembras, los niveles

plasmaticos de Lh permanecen bajos durante la pre-vitelogénesis y vitelogénesis
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temprana, empiezan a aumentar durante la vitelogénesis tardia y post-vitelogénesis y

alcanzan sus maximos valores durante la maduracion/ovulacion (Rocha et al., 2009)

Para que las Gths ejerzan su funcidon, es indispensable que en las gonadas estén
presentes sus receptores especificos. Estudios llevados a cabo en diferentes especies de
teledsteos muestran que hay diferencias en el patron de expresion gonadal de los genes
fshry lhr, lo cual sugiere que dichos receptores estan implicados en periodos criticos de
la gametogénesis. Por ejemplo, en algunas especies de salmonidos (Campbell et al.,
2006; Bobe et al., 2004) los niveles del receptor fshr aumentan en el momento de la
maduracion del oocito, mientras que los niveles de Fsh en plasma e hipofisis presentan
perfiles elevados en las fases previas. En el caso de la lubina, la expresion ovarica de
ambos genes, fshr y lhr, muestra un perfil similar (Rocha et al., 2009), con un
incremento mayor de fshr durante la vitelogénesis, aunque ambos permanecen elevados
durante la maduracion y la ovulacion. En el caso de los machos, ambos receptores
muestran un patrén similar caracterizado por un perfil bimodal con un mayor nivel de
expresion durante la espermiacion que en el caso del gen /hr coincide con los niveles

mas elevados de Lh plasmatica.

1.2.2.2 Accion de los esteroides sexuales durante la espermatogénesis

Como ya se ha mencionado anteriormente, las mitosis que experimentan las SSC estan
dirigidas hacia su propia renovacion, o hacia la diferenciacion en esperma mediante
meiosis. En algunas especies de peces el proceso de renovacion de las SSC es debido a
la accion del 17p — estradiol (E2). Asi, en anguila japonesa (Anguilla japonica) y hucho
japonés (Hucho perryi), se ha demostrado, tanto in vivo (Miura et al., 1999; Amer et al.,
2001) como in vitro (Miura et al., 1999), que la presencia de E2 incrementa el numero

de mitosis de las SSC dirigidas hacia su propia renovacion pero no hacia su
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diferenciacion. Por el contrario, en peces hay evidencias, que demuestran que la
aparicion de las mitosis, encaminadas hacia la diferenciacion de las SSC, se genera tras
el estimulo de las GtHs. Estudios in vitro en peces demuestran que la accion principal
de la Fsh es promover la proliferacion de las espermatogonias hacia la diferenciacion y
formacion del esperma (Ohta et al., 2007) a través de su accion sobre las células de
Leydig y de Sertoli. Se sabe, que la acciéon de la Fsh sobre las células de Leydig
estimula la produccion de 11-KT (Ohta et al., 2007; Molés et al., 2008; Garcia-Lopez et
al., 2008). Este androgeno esta considerado como el mas importante en los peces y su
funcion es esencial en la espermatogénesis, tal y como se ha demostrado en la anguila
japonesa (Miura et al., 1991a, 1991b; Miura et al., 1996) y en el pez cebra (Danio rerio)

(Leal et al., 2009).

La siguiente fase del proceso de espermatogénesis es la entrada de las espermatogonias
B en meiosis para dar lugar a los espermatocitos primarios. Este proceso también esta
bajo control hormonal, pero no de los androgenos, sino de los progestdgenos. La 17a,
20p dihidroxi-4-pregnen-3-ona (DHP), estd considerada como una hormona inductora
de la maduracion (MIH) en los machos y en la fase final de la espermatogénesis,
durante la espermiacion, sus niveles plasmaticos son altos. No obstante, en varias
especies de teledsteos, también se han detectado niveles plasmaticos altos de DHP en
momentos relevantes de la proliferacion espermatogonial (Schulz et al., 2010). En este
sentido, se ha confirmado, in vitro, que la DHP es capaz de inducir el inicio la meiosis
en las espermatogonias (Miura et al. 2006). Ademas, la DHP también induce la sintesis
de 11-KT, que es esencial para el avance de la espermatogénesis (Ozaki et al., 20006).
Dicha induccion estd asociada al incremento de la expresion del gen de la enzima 11-f-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (//-fhsd). Asi, algunos trabajos han demostrado que la

gonadotropina coriénica humana (hCG) (Jiang ef al., 2003) y la Lh (Gémez et al., 1999)
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son capaces de estimular la expresion de //-fhsd, lo cual es coherente con la
implicacion de la Lh en las etapas finales de maduracion de los gametos. Por tanto, la
funcion principal de la Lh es estimular la sintesis de esteroides implicados en la
capacitacion y maduracion del esperma, como son la DHP y la 17a,208-21-trihidroxi-4

pregnen-3-ona (20B-S) que también actiia como MIH.

1.2.3 Control ambiental de la reproduccion. El fotoperiodo

Los peces, al ser animales poiquilotermos, son reproductores estacionales y debido a
ello restringen sus periodos de puesta a momentos muy concretos del afio, estando en
estrecha sincronia con las variaciones del fotoperiodo en la latitud donde se encuentran
y de la temperatura del agua donde habitan. En el caso de nuestra especie, la lubina, ésta
presenta un periodo de puesta restringido a los meses de invierno (en el Mediterraneo
noroccidental; 40 °LN), con temperaturas de alrededor de 12 °C y fotoperiodos de 9-10
horas de luz:15-14 horas de oscuridad (9-10 HL:15-14 HO). Las puestas ocurren
invariablemente entre los meses de Enero-Marzo con pequefios adelantos o atrasos
segun las variaciones anuales térmicas del agua (Carrillo et al., 1995; Prat et al. 1999).
Esta sincronia de la funcion bioldgica de la especie con las condiciones medio-
ambientales, representa una ventaja para su supervivencia debido a que ajusta una
funcion bioldgica a un periodo del afio que es el mas favorable para su supervivencia.
Sin embargo, esto representa un problema para el acuicultor ya que le obliga a
comercializar su producto en periodos del afio muy restringidos. Ademas, este mismo
hecho no permite satisfacer las demandas de la industria acuicola que necesita un
suministro continuo de huevos y larvas a lo largo de todo el afio. Los peces, gracias a su
flexibilidad de adaptacion, son capaces de sincronizar sus ritmos bioldgicos con las
fluctuaciones periddicas ambientales para optimizar los recursos existentes. De esta

forma, una manipulacion adecuada de los pardmetros ambientales puede alterar sus
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ritmos biologicos y ponerlos al servicio de la industria acuicola (Bromage et al., 2001;
Imsland et al., 2003; Begtashi et al., 2004; Norberg et al., 2004; Migaud et al., 2006).

El control ambiental mas generalizado de la reproduccion de los peces de zonas
templadas en cautividad, estd basado en simulaciones, lo mas ajustadas posible
mediante el uso de relojes temporizadores, del fotoperiodo y de la temperatura a los de
su habitat natural. Sin embargo existen otros tipos de manipulacion de los factores
ambientales naturales, utilizados en piscicultura, para modificar el tiempo del periodo
de las puestas del stock de reproductores, como la aplicacion de ciclos de fotoperiodos

comprimidos o expandidos respecto a las variaciones naturales de luz. (Fig. 1.3).

Manipulacion con fotoperiodos naturales
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Figura 1.3 Contraccion y expansion de los ciclos naturales de luz. Las flechas verticales indican la época
de puesta (tomado de Carrillo et al., 2009).

Por un lado, los fotoperiodos comprimidos son ciclos estacionales de luz comprimidos a
periodos de tiempo mas cortos de un afio. En este sentido, desde que Hoover (1937)
demostré que los fotoperiodos comprimidos adelantaban la puesta de la trucha de
arroyo (Salvelinus fontinalis), se han venido utilizando ciclos comprimidos, tipicamente
de 6 0 9 meses, en varias especies de teledsteos (Bromage y Duston, 1986; Beacham y
Murray, 1993; Poncin, 1989; Blyte et al., 1994; Bon et al., 1999; Rodriguez et al.,
2000a; Norberg et al., 2004). En general, mientras mas comprimido es el fotoperiodo

mas se suele adelantar la puesta. Por otro lado, los fotoperiodos expandidos son

I3|Pagina



1. Introduccion

fotoperiodos cuyos ciclos tienen una duracion mas larga de un afio. Tipicamente, se han
utilizado fotoperiodos expandidos de una duracion de 18 meses por ciclo, que han
provocado retrasos de 3-6 meses en varias especies de teledsteos (Bromage y Duston,
1986; Norberg et al., 2004). Sin embargo, la manipulacion ambiental que emplea ciclos
naturales de luz desfasados, expandidos o comprimidos, a pesar de ser efectiva en
alterar la época de puesta de los reproductores, necesita de una programacion un tanto
compleja de los relojes temporizadores para regular de forma precisa las variaciones
térmicas o fotoperiodicas del medio ambiente. No obstante, esta manipulacion se puede
simplificar en gran medida mediante la aplicacion de ciclos foto-térmicos constantes sin
que por ello se pierda efectividad en la regulacion de los ciclos reproductores. Asi pues,
se ha comprobado que los incrementos o disminuciones progresivas de luz y
temperatura, pueden ser reemplazados por ciclos foto-térmicos de longitud constante o
por una combinacion de ellos (Bromage et al., 1984, 1992; Carrillo et al., 1989, 1993;
Zanuy et al., 1995; Amano et al., 1995; Prat et al., 1999; Hansen et al. 2001; Rodriguez

et al., 2004) (Fig. 1.4).

Onda sinusoidal de luz (Fotoperiodo natural) Onda cuadrada de luz (Fotoperiodo constante)
520 4 gt B
2 161 Verano @ =16 FL {Fot. largo)
g 1 2 ln.‘rierno g 1 2 FC {FOI. COI'TCI)
- - | T —————
amjjasondefm mamjjasonde fm
Meses Meses

Figura 1.4 Sustitucion de los métodos de manipulacion ambiental mediante cambios progresivos
estacionales de luz por la aplicacion de fotoperiodos constantes para alterar la época de puesta. A.
Variacion estacional natural del fotoperiodo (onda sinusoidal). B. Fotoperiodos largos y cortos constantes
(onda cuadrada) (tomado de Carrillo ef al., 2009).

Por otro lado, se ha demostrado que el efecto de la manipulacion fotoperiddica en la
alteracion de las puestas estd claramente limitado por la temperatura. Los estudios en

salmoénidos generalmente se hacian a temperatura baja constante propia de aguas de
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manantial (Bromage et al., 1984; Takashima y Yamada, 1984). En cambio, los estudios
en lubina se realizaron a temperatura ambiente siguiendo las fluctuaciones naturales del
agua de mar. Esto permitid ver que existia un umbral térmico para que las puestas de la
lubina tuvieran lugar de manera espontdnea. Anteriormente ya se habia identificado este
umbral (Zanuy et al. 1986; Devauchelle y Coves, 1988) al constatar que las ovulaciones
y las puestas s6lo se producian de forma espontdnea cuando el rango de temperatura era
9-17 °C. Sin embargo, es muy dificil discriminar claramente entre los efectos de la
temperatura y los del fotoperiodo dado que en la naturaleza, estos dos factores casi
siempre suelen ir asociados. De todas maneras, en peces, el fotoperiodo parece estar
asociado al control de los ritmos enddgenos o relojes involucrados en la alteracion del
tiempo de maduracion, mientras que la temperatura, podria actuar de una manera

permisiva en la entrada de estos procesos endogenos.

Como hemos visto, el fotoperiodo es la principal sefial ambiental que usan la mayoria
de las especies de peces, de las zonas templadas, para predecir los cambios estacionales.
Ello les permite prever la época de puesta mediante la activacion de las vias
neuroendocrinas que, a su vez, estimulan el eje reproductivo y el crecimiento gonadal.
En este sentido, el 6rgano pineal en peces es una estructura fotosensible capaz de captar
las sefiales de luz procedentes del medio ambiente. Este 6rgano desempefia un papel
clave en la transduccion de estas sefiales en produccion circadiana de melatonina. En
todos los vertebrados, la melatonina producida por la glandula pineal se libera al
torrente sanguineo durante la fase oscura, proporcionando asi niveles altos durante la
noche y bajos durante el dia. Por tanto, se puede decir que la melatonina es la hormona
responsable de proporcionar informacion al organismo acerca de la hora del dia y de la
época del afo (Reiter et al., 1993). En lubina, los ritmos de melatonina en plasma

reflejan la capacidad del 6rgano pineal para integrar la informacién estacional y por
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tanto, para sincronizar el proceso reproductivo anual (Garcia-Allegue ef al., 2001). En
este sentido, se ha demostrado que machos de lubina mantenidos bajo fotoperiodo
natural exhiben variaciones diarias y anuales en los niveles de melatonina plasmatica,
las cuales se caracterizan por presentar elevaciones nocturnas. Dichas elevaciones
desaparecen en peces bajo un régimen de luz continua (Bayarri et al., 2010). En este
sentido, se sabe que la exposicion a luz continua, durante un periodo de tiempo largo,
afecta a la afinidad de los receptores de melatonina (Kd) y a los cambios en su densidad
(Bmax). Asi, la presencia de cambios estacionales en Kd y Bmax en la region
hipotaldmica indica que este tejido estd directamente implicado en el control ritmico de
la reproduccion y ademas existe una relacion clara entre el estado de madurez del
animal y las variaciones diarias y estacionales en los sitios de union de la melatonina
(Bayarri et al., 2010). Sin embargo, la melatonina ocular en lubina presenta perfiles
diarios. Asi, en esta especie, se han observado niveles elevados de melatonina en la
retina durante el dia, y niveles bajos durante la noche (Sdnchez-Vazquez et al., 1997). A
pesar de ello, en otro estudio, también en lubina, se sugiere que la melatonina ocular no
contribuye directamente a la melatonina en plasma, pero que el drgano pineal requiere
de la informacioén luminica procedente de los ojos para secretar y liberar la melatonina

adecuadamente al torrente sanguineo (Bayarri ef al., 2003).

Por tanto, la informacién de los ritmos estaciones de melatonina es utilizada por los
reproductores estacionales para ajustar su ciclo reproductivo con la estacion apropiada.
Asi, los cambios estacionales en la duracion del dia son transducidos en ritmos de
melatonina adecuados que modulan la actividad de eje reproductivo y la regulacion del
desarrollo gonadal (Falcon et al., 2010). No obstante, queda mucho por investigar en

torno a las dianas celulares y moleculares de la accion de la melatonina.
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1.2.4 Primera maduracion sexual o pubertad

En los peces, como en los otros vertebrados, se entiende como pubertad el periodo del
ciclo vital durante el cual un juvenil inmaduro adquiere la capacidad de reproducirse
sexualmente por primera vez, implicando para ello la activacion funcional del eje
reproductivo (Schulz et al., 1999; Zanuy et al., 2001; Okuzawa et al., 2002; Schulz et
al., 2002; Jalabert et al., 2005). El final de la pubertad en los machos ocurre cuando
tiene lugar la primera hidratacion del esperma y la espermiacion (Okuzawa et al., 2002).
Sin embargo, los numerosos eventos neuroendocrinos y de desarrollo que intervienen en
este proceso hacen mas dificil reconocer el inicio de la pubertad. De acuerdo a los
resultados obtenidos en peces se cree que la transicion hacia la primera ola de
proliferacion espermatogonial rapida, es el punto de inicio de la pubertad gonadal en

machos y ésta se regularia por la accion de la Fsh (Taranger et al., 2010).

En los ecosistemas naturales hay una relacion clara entre la edad, el tamafio al cual se
inicia la pubertad y las condiciones ambientales, como por ejemplo la disponibilidad de
alimento que delimita el crecimiento (Stearns et al., 1986, 2000; Hutchings et al., 2008;
Piche et al., 2008). En condiciones de cultivo intensivo es frecuente observar que la
edad y el tamafio de los peces que alcanzan la pubertad se reducen en comparaciéon con
los que presenta la misma especie en los ecosistemas naturales (Svasand et al., 1996).
Por tanto, es plausible pensar que la pubertad precoz o precocidad es una respuesta
fenotipica a las condiciones de crecimiento mejoradas por la mayor disponibilidad de
alimento y, probablemente, asociada a unas reservas de energia mas elevadas. Por el
contrario, un crecimiento lento puede retrasar la edad de la pubertad con el fin de
mantener la forma fisica, de manera que la aparicion de esta se puede retrasar, en uno o
mas anos, debido a la estacionalidad del proceso reproductor (Taranger et al., 2010).

Asi pues parece logico que para que haya machos precoces, estos deben superar un
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umbral critico de tamafo y/o estado energético, mientras que los individuos cuyos
tamafios y/o estados energéticos estan por debajo de este umbral permanecen inmaduros
hasta la proxima temporada reproductiva. En los cultivos intensivos de lubina hay una
proporcion considerable (alrededor del 20-30% o superior) de machos precoces, durante
el primer afio de vida (Carrillo et al., 1995), que muestran un tamafio significativamente
mayor al de los machos no precoces (Begtashi et al., 2004). Sin embargo, durante el
segundo afio de vida, estos machos precoces muestran una tasa de crecimiento menor
que la de los machos no precoces (Felip et al., 2006). Lo mas probable es que pubertad
y reproduccion ciclica de los peces adultos, compartan el mismo mecanismo de accion
del sistema neuroendocrino implicado en la transduccion de las sefiales ambientales. De
hecho, mediante la aplicacion de fotoperiodos comprimidos o dias largos constantes a
lubinas juveniles, se logré alterar, convenientemente, los perfiles de algunas hormonas
reproductivas obteniendo un adelanto y un retraso, respectivamente, de la primera
madurez sexual (Rodriguez et al., 2001a, b). Por otro lado, un estudio en juveniles de
bacalao Atlantico (Gadus morhua), demostrd que la exposicion a luz continua (LL) es
capaz de inhibir su maduracion sexual (Davie et al., 2007). Al igual que ocurre en el
bacalao, en los machos juveniles de lubina expuestos a LL, durante el primer ciclo
anual, se reducen drasticamente las tasas de espermiacion precoz, en comparacion con
juveniles mantenidos bajo fotoperiodo natural (Begtashi et al., 2004). En este sentido,
Rodriguez et al. (2012) identificaron un periodo fotosensible, en la lubina, que coincidia
con el inicio de la pubertad. Este periodo fotosensible, que se localizd en septiembre,
probablemente est4 relacionado con la disminucion de las horas de luz que ocurre en

esta misma época.
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1.3 Control neuroendocrino de la reproduccion en peces.

La reproduccion sexual es uno de los procesos biologicos més fascinantes que ocurren
en la naturaleza. Este proceso implica la fusion de dos gametos, lo cual permite que
haya una recombinacion Unica de genes parentales, a la vez que incrementa la
diversidad genética de la descendencia. El éxito de la reproduccion sexual depende,
fundamentalmente, de la produccion de gametos en las gonadas masculinas y
femeninas. Sin embargo, la funcién gonadal esta controlada por una serie procesos
neuroendocrinos, que transmiten los cambios en el medio ambiente y en el entorno
hormonal al organismo. De esta forma, la neuroendocrinologia se puede definir como el
estudio de la actuacion cerebral sobre el sistema endocrino y, reciprocamente, como el
estudio de los efectos ejercidos por este sobre el cerebro. Estos dos mecanismos estan
estrechamente vinculados y contribuyen a que el organismo adapte su respuesta a los
cambios que se producen en el medio externo y entorno endocrino (Kah, 2009). La
neuroendocrinologia, especialmente en peces, es un campo de investigacion aiin joven y
a pesar de que se han hecho progresos considerables, todavia quedan muchas incognitas

por resolver.

1.3.1 La organizacion del sistema hipotalamo-hipofisis.

Como en todos los vertebrados, la actividad de la hipéfisis de los peces se controla, en
gran medida, por una serie de neurohormonas (neuropéptidos, neurotransmisores)
sintetizadas por poblaciones neuronales especificas del cerebro que posteriormente
alcanzan dicho o6rgano diana para ejercer su accion (Kah, 2009). En general, los
mecanismos fundamentales de este proceso son muy similares entre peces y tetrapodos,

aunque existen diferencias significativas en la forma como estas neurohormonas
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alcanzan las células diana en la hipofisis. Debido a ello, es importante conocer bien la

organizacidén neuroanatémica del complejo hipotadlamo-hipofisis en peces.

1.3.1.1 Organizacion de la hipofisis.

En todos los vertebrados la hipéfisis esta unida al hipotalamo por un tallo corto que, en
peces, esta compuesto por fibras neurosecretoras que van desde el cerebro a la hipofisis
(Fig. 1.5). De hecho, estas fibras son axones de neuronas localizadas en distintas partes
del cerebro y que envian sus proyecciones a la hipéfisis. Por su parte, la hipofisis esta
compuesta por la adenohipéfisis y por la neurohipofisis. La adenohipo6fisis contiene
diferentes células secretoras de distintas hormonas y, por tanto, representa la parte
glandular de la hipofisis. Por otro lado, la neurohipoéfisis consiste, principalmente, en un
haz de fibras neurosecretoras que tienen su origen en diferentes partes del cerebro y son
responsables de la secrecion de diversos péptidos en las proximidades de las células
hipofisiarias. En peces, la adenohip6fisis se divide en pars distalis (PD; el l6bulo
anterior de los vertebrados terrestres), constituida, a su vez, por la pars distalis rostral
(PDR) y pars distalis proximal (PDP), y por la pars intermedia (PI; 16bulo intermedio
de los vertebrados terrestres) (Olivereau y Ball, 1964). En todos los vertebrados,
incluyendo a los peces, el 10bulo anterior contiene las células corticotropas (células de
hormona adrenocorticotropa (ACTH)), las mamotropas (células de prolactina (PRL)),
las somatotropas (células de hormona de crecimiento (GH)), las tirotropas (células de
hormona estimulante del tiroides (TSH)) y las gonadotropas (células LH/FSH)

(Olivereau y Ball, 1964).

En comparacion con los vertebrados terrestres, la pars distalis de los teledsteos presenta
dos caracteristicas propias: (1) las células de un tipo celular determinado se agrupan

usualmente juntas en una determinada region de la glandula, a diferencia de los
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mamiferos donde no forman masas especializadas. (2) No existe un sistema porta-
hipofisiario funcional de manera que las diferentes células de la pars distalis reciben
inervacion neurohipofisaria, que puede ser mas o menos directa dependiendo de la

especie.

A Hipotalamo

Neurohipofisis (NH)
Neurona hipofisiotropica
Célula hipofisiaria

Mernbrana basal

Adenohipofisis (AH)

Figura 1.5 La inervacion de la hipdfisis en teledsteos. A) Representacion esquematica de la vista lateral
de la hipofisis que muestra las proyecciones de las neuronas hipofisiotropicas terminando en la membrana
basal que separa la neurohipoéfisis (NH) de la adenohipdfisis (AH), o bien, directamente en las células
adenohipofisarias. B) Imagen de microscopia electronica de la hipdfisis del pez mosquito (Gambusia
affinis) donde se muestran varias fibras neurosecretoras (ne) que terminan en la membrana basal (bm). La
acumulacion de pequefias vesiculas a lo largo de la membrana (flechas) sugiere la liberacion de material
neurosecretor. Barra = 1 mm. C) Imagen al microscopio electronico de la hipofisis del pez mosquito
donde se muestra una terminacion nerviosa estableciendo contactos sinapticos (flechas) con dos células
gonadotropas. Barra = 1 mm (modificado de Zohar et al., 2010).

La PDR contiene células ACTH, PRL vy, en algunas especies de teledsteos, TSH. La
PDP contiene las células gonadotropas, GH y en algunos casos TSH. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que en determinados estados fisiologicos ciertas células hipofisarias
pueden proliferar y por tanto existe un cierto nivel de plasticidad en la localizacion de
un tipo determinado de acuerdo al estado fisiologico del organismo. En este sentido,
cabe destacar que durante la maduracion sexual, las células gonadotropas de

perciformes o salmonidos tienden a invadir la periferia de la PI.
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1.3.1.2 Inervacion de la hipofisis.

Como ya se ha comentado anteriormente, los peces teledsteos, al contrario que los
vertebrados terrestres, carecen de un sistema porta-hipofisario. En cambio, las
neurohormonas que controlan la actividad de los diferentes tipos celulares hipofisarios
son liberadas directamente por las terminaciones nerviosas que se encuentra sus
proximidades. En algunas especies, se han observado verdaderos contactos sindpticos
neuroendocrinos y, por lo tanto, la inervacion hipofisaria de los teledsteos debe ser
considerada como el equivalente funcional de la inervacion de la eminencia media en
los vertebrados terrestres (Zohar et al., 2010). En general, existe una buena
correspondencia entre la distribucion de las fibras nerviosas implicadas en el control de
un tipo de célular determinado y su distribucion dentro de la hipéfisis. Por ejemplo, las
fibras de la hormona liberadora de gonadotrofinas (Gnrh; ver apartado 1.3.2.1) en su
mayoria estan presentes en la PDR, que es donde se ubican las células gonadotropas. De
esta forma, se han identificado numerosos neuropéptidos y neurotransmisores en fibras
que penetran en la PD y que a su vez modulan la liberacién de gonadotrofinas. Este es el
caso de la Gnrh (Gonzalez-Martinez et al., 2002a; Lethimonier et al., 2004; Oka e
Ichikawa, 1990), el acido gamma-aminobutirico (GABA) (Kah et al., 1987), el
neuropéptido Y (Batten et al., 1990; Kah et al., 1989b), la dopamina (Kah et al., 1984,
1986), el polipéptido activador de la adenilatociclasa de la pituitaria (PACAP) (Wong et
al., 1998), la galanina (Anglade et al., 1994; Batten et al., 1990), la somatostatina, la
colecistoquinina, la sustancia P, o el factor liberador de la hormona de crecimiento

(GRF) (Batten et al., 1990, 1999).
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1.3.2 Principales factores cerebrales implicados en el control de la funcion

gonadotropa de la hipofisis.

Se ha demostrado in vitro que en los peces hay numerosos factores cerebrales
(neuropéptidos, neurotransmisores) que estimulan la liberacion de gonadotrofinas en
hipéfisis. Sin embargo, tan s6lo un niimero limitado de éstos son capaces de provocar
este efecto in vivo. Por tanto, todavia existen lagunas importantes en el conocimiento y
demostracion de la importancia fisiologica del control multifactorial de la actividad
gonadotropa. En este apartado se pretende hacer una breve revision de aquellos factores
cerebrales para los que se ha identificado una funcidn clara sobre la hip6fisis y con

accion sobre la reproduccion.

1.3.2.1 Hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH).

Existen distintas variantes de GnRH cuya clasificacion se ha realizado en base al
analisis filogenético de los genes codificantes conocidos y sus respectivos sitios de
expresion (Fernald y White, 1999; White et al, 1995). El analisis filogenético muestra
que existen tres ramificaciones principales de las GnRH. Una ramificacion contiene
variantes hipofisiotropicas, expresadas principalmente en el hipotadlamo de anfibios y de
mamiferos, pero que también contiene una serie de variantes hipofisiotropicas de peces.
Las variantes presentes en esta ramificacion se denominan GnRHI1. Otro grupo de
variantes, evolutivamente relacionado, contiene todas las formas de GnRH que se
expresan consistentemente en el sinencéfalo/mesencéfalo de vertebrados, desde peces
hasta mamiferos denominadas GnRH2. Finalmente, se observa una tercera ramificacion
filogenética de GnRH que incluye solo genes de peces que se expresan principalmente
en el cerebro anterior rostral. Las variantes presentes en esta ramificacion se denominan

GnRH3.
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Hasta la fecha se han realizado numerosos estudios sobre la identificacion y localizacion
de las neuronas productoras de Gnrh expresadas en el cerebro de peces, ya sea mediante
inmunohistoquimica o, mas recientemente, mediante hibridacion in sifu y transgénesis
(Abraham et al., 2008; Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007; Okubo y Nagahama,
2008). Gothilf et al. (1996) describieron por primera vez en peces, especificamente en
dorada (Sparus aurata), la distribucion de las neuronas que expresan las diferentes
formas de Gnrh y posteriormente estd informacion se clarific6 aun mas en la lubina
(Gonzalez-Martinez et al., 2001, 2002a) (Fig. 1.6). En este ultimo estudio, usando
ribosondas y anticuerpos especificos para las zonas GAP, se vio que las células Gnrh2
aparecen restringidas al sinencéfalo (Syn) dorsal, pero, sin embargo, la distribucion de
las células Gnrhl y Gnrh3 se superponen en los bulbos olfatorios (OB), telencéfalo
(Tel) ventral y nucleo predptico (NPO) (Gonzalez-Martinez et al., 2001, 2002a). Las
fibras Gnrhl so6lo se observaron en la superficie ventral del cerebro anterior, asociadas
con el Tel ventral, NPO e hipotalamo (Hypot), mientras que las fibras Gnrh2 y Gnrh3
mostraron una distribucion abundante en todo el cerebro. Ademas se demostrd, que las
neuronas Gnrhl representan la fuente principal de inervacion de Gnrh a la hipofisis
(Pit), llegando a la PDP y a la frontera de la PI, donde también se encontraron células
gonadotropas y los receptores de Gnrh (Gonzélez-Martinez et al., 2004b). Estos
resultados corroboran las evidencias fisiologicas que sugieren que la Gnrhl tiene un
papel muy importante en la estimulacion de la secrecion de las gonadotrofinas, en
aquellas especies de perciformes que expresan tres formas de Gnrh. Aunque en la lubina
los axones Gnrh3 también llegan a la hipdfisis, esta inervacion es muy reducida en
comparacion con las proyecciones de las neuronas Gnrhl. En contraste, no se detectaron

axones de neuronas Gnrh2 en la hipéfisis de la lubina, lo cual sugiere que de existir un

24|Pagina



1. Introduccion

papel de la Gnrh2 en el control de la reproduccion, no implicaria una accion directa de

las neuronas Gnrh2 sobre las células gonadotropas, al menos en esta especie.

* Gnrh2
4 Gnrh3

Figura 1.6 A) Esquema de una seccion sagital del cerebro de lubina que resume la distribucion de células
Gnrhl (circulos verdes), Gnrh2 (estrellas azules), Gnrh3 (tridngulos rojos) y fibras (puntos de color
pequefios). B — D) Secciones transversales seriadas de la hipofisis y del hipotalamo de lubina inmuno-
tefiidas con anticuerpos anti-salmon prepro-péptido asociado a GnRH (Gnrh3; B), anti-dorada prepro-
péptido asociado a GnRH (Gnrhl, C), y anti-pollo-II prepro-péptido asociado a GnRH (Gnrh2; D).
Campo oscuro. Cabe destacar la intensa inervacion Gnrhl en la hipoéfisis (C), la presencia de algunas
fibras Gnrh3 inmunorreactivas (B), y la ausencia de inmuno-tincion Gnrh2 (D) (puntas de flecha blancas).
OB, bulbos olfativos; GL, capa glomerular; TNgc, células ganglionares de las terminaciones nerviosas;
Vv, parte ventral del telencéfalo ventral; Tel, telencéfalo, NPOpc, parte parvocelular del nticleo predptico
parvocelular; NPOav, parte anteroventral del nucleo predptico parvocelular; Hypot, hipotalamo; NLTI,
parte lateral del nucleo lateral tuberal; NLTm, parte media del nticleo lateral tuberal; NLTv, parte ventral
del nucleo lateral tuberal; Pit, pituitaria; NH, neurohipdfisis; PPD, pars distalis proximal de la hipdfisis;
OT, techo optico; VCe, valvula del cerebelo; Syn, sinencéfalo; CCe, corpus del cerebelo; MO, bulbo
raquideo; SC, médula espinal (modificado de Gonzalez-Martinez et al., 2002).

Ademas de la organizacion neuroanatomica del sistema Gnrh en peces (Gonzalez-
Martinez et al., 2004b, 2002b), se han realizado estudios de los patrones de sintesis y
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secrecion de la Gnrh a lo largo de las diferentes etapas de desarrollo gonadal. En la
lubina americana se caracterizaron, de manera detallada, los niveles hipofisiarios de las
distintas formas de la Gnrh durante distintos estados de desarrollo reproductivo y se
observo que la Gnrhl y la Gnrh2 aumentaban, durante la recrudescencia gonadal
alcanzando su punto maximo durante la maduracién, tanto en machos como en hembras
(Holland et al., 2001). Los niveles de Gnrh3 fueron bajos durante todo el desarrollo
gonadal y s6lo se observaron picos estacionales en animales en maduracion. El analisis
del contenido de las tres formas de Gnrh enddgenas en hipdfisis, durante diferentes
etapas del ciclo reproductivo de la dorada, mostrd niveles de Gnrhl y Gnrh2 en todos
los estados de desarrollo gonadal, pero los de Gnrhl fueron significativamente mayores
en las hipofisis de machos y hembras maduros con respecto a peces en recrudescencia
(Holland et al., 2001). Curiosamente, estos niveles elevados de Gnrhl se correspondian
con el contenido, también elevado, de Lh en plasma. Por tltimo, no se detecté Gnrh3 en
la hipofisis en ningin estado de desarrollo gonadal. En la hipéfisis de lubina se
detectaron las tres formas de Gnrh, pero en machos maduros sélo Gnrhl (Rodriguez et
al., 2000). Todos estos datos muestran que en animales maduros hay una relacion muy
estrecha entre la Gnrhl y la actividad reproductiva y, ademas, sugieren que la Gnrh2 y
la Gnrh3 probablemente tengan un papel neuroendocrino distinto al de la funcion

hipofisiotropa.

La implicacion funcional de la Gnrh en la regulacion de la liberacion de la Lh se ha
establecido en todos los ordenes de teledsteos. Aunque los ensayos para cuantificar Fsh
todavia no estan disponibles para la mayoria de las especies de peces, se ha demostrado
que en estos, al igual que en los mamiferos, la Gnrh también estimula la secrecion de
Fsh, al menos en los salménidos (Breton et al., 1998; Mafiands et al., 1999; Weil et al.,

1999; Dickey y Swanson, 1998). Por otro lado, el analisis de los niveles de expresion de
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determinados genes ha permitido examinar, de un modo mucho mas completo, el papel
de la Gnrh en la regulacion de la sintesis de las gonadotrofinas. Los estudios realizados
hasta la fecha, indican que los efectos relativos de la Gnrh sobre la transcripcion de los
genes de las subunidades fshf y [hf dependen de la especie, del sexo y del estado
reproductivo de los peces (Yaron et al., 2003). Asi, por ejemplo, en la lubina se
demostré que habia una regulacion diferencial de la expresion de los genes que
codifican las subunidades de gonadotrofinas. En esta especie, el tratamiento con un
analogo de la Gnrh (GnRHa) provoco el incremento de los niveles de mRNA de las
subunidades gtha y de la [hf, pero no de la subunidad fshf (Mateos et al., 2002). Estos
datos se han corroborado in vitro en otras especies de peces como carpin dorado
(Carassius auratus) (Hassin et al., 1998; Khakoo et al., 1994), salmon japonés
(Oncorhynchus masou) (Ando et al., 2006; Dickey y Swanson, 2000), trucha arcoiris
(Mafanos et al., 1999), tilapia (Gur et al., 2002; Melamed et al., 1996) y pez gato
africano (Clarias gariepinus) (Bosma et al., 1997; Rebers et al., 2000, 2002), donde se

ha observado que la Gnrh afecta directamente a la sintesis y/o liberacion de Fsh y Lh.
1.3.2.2 Dopamina.

En muchos teledsteos, aunque no en todos, se ha demostrado que la dopamina puede
inhibir fuertemente la liberacion de gonadotrofinas. La dopamina es un pequeiio
neurotransmisor que se sintetiza a partir de la tirosina. Esta ultima es transportada hacia
el cerebro, en particular hasta las neuronas dopaminérgicas, a través de la barrera
hematoencefalica. Alli, la enzima tirosina-hidroxilasa la transforma en 1-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), y la enzima DOPA-descarboxilasa la convierte
finalmente en dopamina. La dopamina se conoce por ejercer una amplia gama de
efectos en el cerebro de los vertebrados y por actuar sobre varias funciones de la

hipéfisis, en particular sobre la secrecion de prolactina en mamiferos. En peces,
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especificamente en el carpin dorado, se ha demostrado que la dopamina tiene un efecto
doble, por un lado inhibe la liberacion de gonadotrofinas por accion directa sobre las
células gonadotropas, y por otro, reduce la secrecién de la Gnrh en las proximidades de
¢éstas (Trudeau, 1997). Por el contrario, en muchos peces teledsteos, sobre todo en
especies marinas, incluida la lubina, no se ha observado inhibicion dopaminérgica de la
liberaciéon de gonadotrofinas (Copeland y Thomas, 1989; Prat et al., 2001). En
definitiva, es muy probable que esta inhibicion dopaminérgica tenga diferentes

significados fisiologicos y adaptativos en funcion de la especie.

1.3.2.3 Neuropéptido Y.

El neuropéptido tirosina o NPY es un péptido de 36 aminoacidos de la familia de
péptidos pancreaticos que esté estrechamente implicado en la regulacion de la ingesta en
peces y mamiferos. Particularmente en peces, el NPY también estd implicado en la
regulacion de la liberacion de gonadotrofinas (Breton et al., 1991; Kah et al., 1989a;
Peng et al., 1993b) y es uno de los factores que podria actuar como enlace entre el
crecimiento, la ingesta y el eje reproductivo. En este contexto, muchas especies de peces
reducen la ingesta de alimentos durante el periodo reproductivo. Por ejemplo, en
salmonidos la expresion de NPY en el area preoptica hipofisiotropica aumenta durante
época de ayuno (Silverstein et al., 1998) y los efectos estimulantes del NPY sobre la
secrecion de Lh a nivel hipofisario también son mayores en lubinas ayunadas (Cerda-
Reverter et al., 1999). Por otro lado, se ha demostrado que el NPY estd directamente
involucrado en la liberacion de Lh a nivel hipofisario en carpin dorado y también se ha
observado su implicacion en la liberacion de Gnrh a partir de los terminales Gnrh

presentes en la hip6fisis o en la region predptica (Peng ef al, 1993a; Trudeau, 1997).
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1.3.2.4 Acido gamma-aminobutirico (GABA).

El GABA es un neurotransmisor muy abundante en el cerebro de todos los vertebrados.
En el carpin dorado, se demostrd que dicho neurotransmisor estimulaba la secrecion de
Lh a través de varios efectos, entre los que se incluye la estimulacion de la liberacion de
Gnrh (Kah et al., 1992; Sloley et al., 1992) y la inhibicion de la dopamina (Trudeau,
1997; Trudeau et al., 2000). En la trucha arcoiris, el GABA tiene una acciéon general
estimuladora de la secrecion de Fsh y de Lh, que depende, en gran medida, del sexo y
del estado reproductivo de los peces. La accion estimulante del GABA se ejerce, al
menos en parte, directamente sobre las células gonadotropas, en las que se observa una
importante inervacion por fibras de glutamato descarboxilasa, la enzima anabolica del
GABA (Maifanos et al., 1999). En células hipofisarias dispersas se ha demostrado que
el GABA estimula tanto la secrecion basal de Lh y Fsh, como la inducida por la Gnrh,
dependiendo dicho efecto, en gran medida, de la accion de los esteroides (Manands et

al., 1999).
1.3.2.5 Hormona inhibidora de gonadotrofinas (GnlH).

La hormona inhibidora de gonadotrofinas es un dodecapéptido, identificado
inicialmente en aves (Tsutsui et al., 2007), perteneciente a la familia de péptidos
LPXRF-amida que también estd presente en anfibios, mamiferos e invertebrados
(Kriegsfeld et al., 2006; Tsutsui et al., 2007; Tsutsui y Ukena, 2006). Este péptido se
expresa principalmente en las neuronas hipotalamicas y septales del cerebro de las aves,
e inhibe la sintesis y liberacion de las gonadotrofinas actuando directamente a nivel de
la hipofisis (Tsutsui et al., 2007; Tsutsui y Ukena, 2006; Yin et al., 2005). La presencia
de neuronas hipotalamicas GnlH parece ser una caracteristica conservada a lo largo de

la evolucion de los vertebrados, ya que recientemente se ha descrito la existencia de un
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péptido de la familia LPXRF-amida en peces (Osugi et al., 2006; Sawada et al., 2002;
Tsutsui et al., 2007). En carpin dorado, estas células putativas de Gnih estan presentes
en el nicleo periventricular posterior del hipotdlamo, asi como en el 4rea nerviosa
terminal. Por su parte las fibras Gnih alcanzan el nticleo lateral tuberal, el telencéfalo
ventral, el techo Optico y la hipofisis (Sawada ef al, 2002). Su distribucion
neuroanatémica se ha caracterizado recientemente en la lubina, encontrando que los
cuerpos neuronales que expresan este neuropéptido se localizan en los bulbos olfatorios,
el area predptica caudal y el tegumento. Estas neuronas inervan profusamente el area
predptica, el hipotalamo, el techo optico, el torus semicircular y el tegumento caudal,
aunque también se han observado proyecciones conspicuas en los bulbos olfatorios, el
telencéfalo dorsal y ventral, la habénula, el tilamo ventral, el 4rea pretectal, el
tegumento rostral, el tubérculo posterior, la formacion reticular y el lobulo vagal
(Paullada-Salmerén et al., 2014; 2015). Estos autores también demuestran que las
acciones inhibitorias de la GnIH sobre el eje reproductivo se conservan a lo largo de la
filogenia de vertebrados, de tal forma que el péptido LPXRF-amida ejerce, sobre el eje
reproductivo de peces, funciones similares a las descritas en aves y en mamiferos

(Paullada-Salmeroén et al., 2014).

1.3.2.6 Neuroquinina B (NKB)

La neuroquinina B (NKB) es un miembro de la familia de péptidos de la taquicinina
(TK). Las TKs se caracterizan por un aminodcido comin C-terminal de secuencia
FXGLM-NH2 (donde X es un residuo hidrofobico). Esta familia incluye la sustancia P,
la neuroquinina A (NKA) y la NKB, asi como el neuropéptido K, el neuropéptido-y y la
hemoquinina-1 (Page, 2004). La NKB es la unica TK sintetizada a partir del gen
preprotaquicinina-B (Page ef al., 2001) y en mamiferos se denomina como 74C3, a

excepcion de los roedores donde se conoce como 7ac2. En humanos se demostrd
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inicialmente que aquellos individuos con mutaciones con pérdida de funcion de los
genes que codifican la neuroquinina B (NKB) o su receptor, el receptor de neuroquinina
3 (NKBR, Tac3r), mostraban hipogonadismo hipogonadotrépico (Topaloglu et al.,
2009). Este fue el primer estudio que definié la NKB como un factor esencial para la
llegada de la pubertad y el control de la secrecion de gonadotropinas en los mamiferos.
Estos resultados, en mamiferos, estan apoyados por estudios recientes que proporcionan
evidencias de la existencia de un grupo de neuronas, en el nlcleo arcuato del
hipotalamo (ARC), sensibles a la accion de los esteroides y, ademas, co-expresan NKB,
kisspeptina, dinorfina, NKBR y el receptor de estrogeno a (Rance ef al., 2010). Aunque
el gen TAC3 de mamiferos codifica para un péptido de taquiquinina, el ortélogo de
peces codifica para dos péptidos putativos de taquiquinina. El segundo péptido putativo
de peces, denominado neuroquinina F (NKF), es Uinico, y mediante ensayos in silico, se
ha visto que esta conservado en las distintas especies de peces (Biran et al., 2012). En
embriones de pez cebra, el gen tac3a se expresa asimétricamente en la habénula, y en
cambio, en los adultos, se localiza en nucleos cerebrales especificos que estan
involucrados en la reproduccion. Ademas, durante las primeras semanas de vida de esta
especie, los niveles de mRNA de tac3a aumentaron gradualmente, alcanzando su
maximo en la pubescencia. Por otra parte, la inyeccion intraperitoneal de los péptidos
NKBa y NKF en hembras maduras de pez cebra aumento significativamente los niveles
de Lh (Biran et al., 2012). Estos resultados sugieren que el sistema NKB/NKBR
también podria estar implicado en el control neuroendocrino de reproduccion de los

peces.

1.4 El sistema Kiss/Gpr54: un nuevo actor en neuroendocrinologia reproductiva.

Desde el descubrimiento del sistema GnRH en vertebrados hace mas de 35 anos, se ha

avanzado considerablemente en el conocimiento de los complejos circuitos
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neuroendocrinos que controlan la reproduccion tanto en mamiferos como en peces.
Durante este periodo, la aparicion de nuevas herramientas metodologicas y la
aceptacion creciente de los peces como un modelo valido para el estudio de la
neuroendocrinologia reproductiva de vertebrados, han contribuido al avance tanto en el
conocimiento basico de esta area de investigacidon, como en su aplicabilidad en
ganaderia, acuicultura y medicina (Zohar et al., 2010). Ademas de la Gnrh y de la
dopamina, considerados hasta hace poco como los principales moduladores de la
liberacion de gonadotrofinas en peces, se ha descubierto recientemente un nuevo
sistema fuertemente implicado en el control de la funcidon reproductiva, el sistema

Kiss/Gpr54 (Fig 1.7).
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Figura 1.7 Representacion esquematica de los principales circuitos que controlan la liberacion de
gonadotrofinas en peces. La Gnrh y la dopamina (en algunas, pero no en todas las especies) estimula e
inhibe, respectivamente, la liberacion de Lh/Fsh directamente desde las células gonadotropas. Estos
efectos son modulados por las neuronas GABA que actuan aumentando la secrecion de Gnrh e inhibiendo
la dopamina. La kisspeptina puede modular la actividad de las células gonadotropas directamente, o bien,
de forma indirecta a través de las neuronas Gnrh (modificado de Zohar ef al., 2010).

En 1996 se describié por primera vez el gen KISS1 en humanos, el cual se identificd

como un gen que presentaba una expresion elevada en lineas celulares de melanoma con
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baja capacidad metastasica (Lee et al., 1996, 1997). Poco después, en 1998, se clond el
gen KISSI y se llevé a cabo su localizacion cromosémica (West ef al., 1998). Las
kisspeptinas, el producto peptidico del gen KISSI, se caracterizaron en 2001. Dichos
péptidos pertenecen a una familia de proteinas originadas por el procesamiento
proteolitico diferencial de una pre-proteina de 145 aminodcidos, que da lugar a la
kisspeptina-54 (Kiss-54) como producto mayoritario. Ademas de la Kiss-54, se originan
también una serie de péptidos de menor tamafio, denominados Kiss-14, Kiss-13 y Kiss-
10 (Fig. 1.8). Todos ellos comparten los 10 aminoacidos pertenecientes a la region C-
terminal de la pre-proteina. Dicha region C-terminal se caracteriza por presentar el
motivo terminal (Arg-Phe-NH2), que es caracteristico de la superfamilia de péptidos
RF-amida. Esta region C-terminal es la region bioldogicamente activa responsable de la
union de las kisspeptinas al receptor y de su activacion (Muir et al., 2001; Ohtaki et al.,

2001; Kotani et al., 2001).
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Figura 1.8 Proteolisis del precursor de las kisspeptinas activas para generar la familia de este
neuropéptido.

Por otro lado, en 1999, y sin ningun tipo de conexion con los estudios sobre KISS/, se

identificé en rata un receptor acoplado a proteina G inicialmente huérfano, denominado
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por ello GPR54. Posteriormente, se identificd su ortdlogo humano, al que inicialmente
se le denomin6 AXORI2 o hOT7T175, y que actualmente se corresponde con el
GPR54 o KISSIR (Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001). Dos afios mas tarde se
observo que el péptido Kiss-54 inhibia la metastasis pulmonar de células de melanoma
in vivo, y lo hacia a través de la interaccion con el GPR54 (Ohtaki et al., 2001). De esta
forma, se demostréd por primera vez la relacion entre GPR54 y sus ligandos, los

productos del gen KISS1.

1.4.1 Papel del sistema Kkisspeptina en el control neuroendocrino de la

reproduccion.

En el afio 2003, de Roux et al. (2003) y Seminara et al. (2003) descubrieron, de forma
independiente, la presencia de deleciones y mutaciones que inactivaban el receptor
GPR54 en pacientes afectados de hipogonadismo hipogonadotropico idiopatico. El
papel crucial del receptor GPR54 en la fertilidad de los mamiferos se corroboro6
mediante la generacion de ratones carentes del gen Gpr54 (knock-outs). Dichos ratones
presentaban un fenotipo similar a los humanos que sufrian inactivacion de dicho
receptor (Seminara et al., 2003; Funes et al., 2003; Kauffman et al., 2007; Lapatto et
al., 2007; Messager et al., 2005a). En concreto, los ratones knock-out macho mostraban
caracteres sexuales secundarios poco desarrollados, como testiculos de menor tamafio y
bajos niveles de testosterona circulante. Por otro lado, las hembras presentaban defectos
en la apertura vaginal, ovarios y utero de menor tamafio y fallos en la concepcion (Fig.
1.9). Este descubrimiento sugeria, que el sistema KISS/GPR54 podia tener un papel
esencial en la regulacion de la funcidon reproductiva, y por tanto, de la secrecion de

gonadotrofinas hipofisarias.
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Figura 1.9 Anatomia de los odrganos reproductores de ratones macho y hembra con genotipo
silvestre/salvaje (wt) o mutante para Gpr54 (-/-). A) Reduccion del tamafio del pene de los ratones
silvestres/salvajes en comparacion con los ratones mutantes. B) Los testiculos de los ratones mutantes son
mucho mas pequefios que los de los silvestres/salvajes. C) El tamaiio de los ovarios y el utero de ratones
mutantes es menor que el de los de ratones silvestres/salvajes (tomado de Funes et al. 2003).

Posteriormente se realizaron un nimero considerable de estudios que se centraron en el
andlisis del efecto de las kisspeptinas sobre la secrecion de gonadotrofinas hipofisiarias.
Para ello, se realizaron inyecciones sistémicas o intracerebroventriculares (i.c.v.) de este
péptido en distintas especies, incluyendo rata (Irwig et al., 2004; Castellano et al.,
2006a; Matsui et al., 2004; Navarro et al., 2004, 2005a, 2005b, Thompson et al., 2004),
raton (Gottsch et al., 2004; Messager et al., 2005b), oveja (Messager et al., 2005b),

primates (Plant et al., 2006; Shahab et al., 2005) y humanos (Dhillo et al., 2005). En
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todos estos estudios se observo que las kisspeptinas estimulan, de forma significativa, la

liberacion de gonadotrofinas al torrente sanguineo.

Otros estudios, también en mamiferos, sugirieron que la accion de las kisspeptinas sobre
la liberacion de gonadotrofinas estaba mediada directamente a través de las neuronas
GnRH (Oakley et al., 2009). Siguiendo esta hipotesis, se demostrd, que las neuronas
productoras de GnRH también expresaban el receptor GPR54 (Irwig et al., 2004;
Gottsch et al., 2004) y que el péptido Kiss-54 tenia un potente efecto estimulador de la
secrecion de GnRH. Ademads, la aparicion, por un lado, de neuronas kisspeptina en
estrecha asociacion con cuerpos neuronales o fibras de GnRH en hembras de rata
(Kinoshita et al., 2005), y por otro, la presencia de fibras kisspeptina adyacentes a las
neuronas GnRH durante el desarrollo postnatal de poblaciones neuronales en raton
(Clarkson et al., 2006), sugirieron que la kisspeptina actia directamente sobre las
neuronas GnRH. Sin embargo, otros estudios sugirieron que la kisspeptina también
puede actuar sobre neuronas intermediarias (células GABAérgicas) para modular la

accion de la GnRH (Pielecka-Fortuna ef al., 2008; Zhang et al., 2009).

En peces el sistema Kiss/Gpr54 se reseid por primera vez en tilapia, al identificar un
gen que codificaba un receptor de kisspeptinas (kiss/r) (Parhar et al., 2004). Desde
entonces, se han publicado numerosos trabajos en relacion con este sistema y la
reproduccion de peces teledsteos. Contrariamente a lo que ocurre en mamiferos, donde
solo existe un gen KISS! y un gen GPR54 en cada especie, los peces teledsteos pueden
tener dos genes distintos (kiss/ y kiss2) que codifican dos kisspeptinas, asi como dos
genes que codifican dos receptores diferentes (grp54-1b y gpr54-2b) (Tena-Sempere et
al., 2012). Por tanto, es de esperar que la duplicidad de este sistema en peces, es decir,
dos formas de kisspeptina y dos formas de Gpr54, pudiera dar lugar a una interaccion

diferencial entre ligandos y receptores. Es por ello que en peces se han realizado varios
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estudios centrados en el analisis de la funcionalidad y especificidad de los ligandos del
sistema Kiss/Gpr54 (Biran et al., 2008; Liu et al., 2008; Li et al., 2009). Actualmente se
sabe que en el pez cebra ambos ligandos, Kissl y Kiss2, activan el receptor Gpr54-2b
de forma eficiente (Biran et al., 2008) mientras que en el carpin dorado sélo Kissl lo
activa de forma preferente (Li et al., 2009). Sin embargo en el pez cebra, Kissl activa el
receptor Gpr54-1b de manera mas eficiente, mientras que en el carpin dorado solo es

activado por Kiss2.

1.4.1.1 Distribucion neuroanatéomica del sistema Kiss1/Gpr54 en peces.

En peces, se han realizado varios estudios sobre la localizacion neuroanatémica de las
neuronas que expresan los genes de las kisspeptinas y sus receptores. Parhar ef al.
(2004) mostraron en un ciclido, la tilapia, la primera evidencia de la expresion de un
gen del receptor Gpr54 no mamifero en las neuronas Gnrh, lo que sugirié una posible
asociacion anatomica de Gpr54 con el sistema de Gnrh en peces. Posteriormente, un
estudio de hibridacion in situ (HIS) en medaka (Oryzias latipes) (Kanda et al., 2008)
identific6, por primera vez en peces, cuerpos celulares Kissl en dos nicleos
hipotaldmicos diferentes, el niicleo posterior periventricular y el nucleo ventral del
tegmento (NVT). El nimero de neuronas Kissl del NVT era mayor en peces en época
de puesta, y ademds eran mas numerosas en machos que en hembras. A partir de estos
resultados, se concluyd que el sistema Kissl es fundamental en la regulacién de la
reproduccion de esta especie. Posteriormente, Kitahashi er al. (2009) identificaron un
gen kisspeptina nuevo (kiss2) tanto en pez cebra como en medaka. En este estudio se
identificaron transcritos kiss/ en la habénula ventromedial y el nucleo hipotaldmico
periventricular, y neuronas que expresaban kiss2 en el nicleo posterior tuberal y el
nucleo hipotaldmico periventricular. Casi al mismo tiempo, se aislaron los genes kiss/ y

kiss2 en un teledsteo marino, la lubina (Felip et al., 2009).
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La informacion sobre las proyecciones axonales de las neuronas Kiss1 y Kiss2 en peces
es muy limitada por la dificultad en obtener anticuerpos especificos que reconozcan
selectivamente Kissl o Kiss2. Recientemente, se ha documentado, por primera vez, la
organizacion de los sistemas neuronales Kiss1 y Kiss2 en el pez cebra mediante el uso
de anticuerpos altamente especificos, los cuales permitieron distinguir inequivocamente
el preproKiss1 del preproKiss2 (Fig. 1.10) (Servili et al., 2011). Este estudio confirmd
los datos obtenidos previamente por HIS (hibridacion in situ) y se encontraron neuronas
Kissl en la habénula ventromedial, que solo envian sus axones a los nucleos
interpedunculares y del rafe. También se demostré que estas mismas neuronas expresan
el receptor gpr54-1b. Por otro lado, las neuronas Kiss2 se localizaron principalmente en
el hipotalamo dorsal y ventral, la cuales se proyectan ampliamente hacia el subpallium,
el area predptica, el tdlamo, el hipotalamo ventral y caudal y el mesencéfalo. Todas
estas regiones muestran una presencia abundante de transcritos kiss2 (Servili et al.,
2011). Posteriormente, se documento la organizacion de los sistemas neuronales Kissl y
Kiss2 en la lubina. Asi, por HIS, se determind que las neuronas que expresan kiss/ se
encuentran en la habénula y en el hipotdlamo mediobasal rostral de machos y hembras.
Por otro lado, en ambos sexos, las neuronas que expresan kiss2 se encuentran en el area
predptica, aunque la mayor poblacion de neuronas Kiss2 estd presente en el hipotalamo
dorsal, por encima y por debajo del receso lateral (Escobar ef al., 2013a). En otro
estudio, con esta misma especie, se encontrd que la expresion del receptor gpr54-1b
estaba limitada a la habénula y el telencéfalo ventral. Sin embargo, en contraste con la
expresion discreta del receptor anterior, el cerebro de lubina muestra una expresion
notable y muy generalizada del receptor gpr54-2b dentro del cerebro anterior, medio y

posterior. En este mismo estudio, se establecid una correlacion muy buena entre la
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distribucion de fibras Kiss2-positivas y las neuronas que expresan el receptor gpr54-2b

(Escobar et al., 2013b).

Pineal TeQ cc

Pal

Figura 1.10 A) Representacion esquematica de la organizacion de los sistemas Kissl y Kiss2 en el
cerebro del pez cebra. Las neuronas Kissl se limitan a la habénula (Hb). Estas neuronas también
expresan gpr54-1b y solo se proyectan en el nucleo interpeduncular (IPN) y en el rafe superior (SR). Las
neuronas Kiss2 se encuentran en el hipotdlamo dorsal (Hd), lateral, y ventral (Hv). Estas neuronas envian
extensas proyecciones hacia el subpallium, el nucleo entopeduncular (EN), la region preoptica (POA), el
talamo, el hipotalamo ventral y caudal, y el torus semicircular (TS). En todas estas regiones, también se
expresa ampliamente el receptor gpr54-2b. Las fibras Kiss2 contactan directamente con las neuronas
Gnrh3, que se proyectan hacia la hipdfisis. En contraste, no hay fibras Kiss en la hipofisis (P), mientras
que si hay células Kiss2 en la pars intermedia. Localizacion de las células que expresan Kissl (B, C) y
Kiss2 (D — G) mediante inmunohistoquimica. El anticuerpo preprokissl marca las células de la region
habenular (Hb) (B), asi como sus proyecciones a través del fasciculo retroflexo (FR, flechas D) hasta el
ntucleo interpeduncular (IPN). Estas fibras entraron en el IPN a través de su margen ventrolateral (flecha
F). La inmunohistoquimica con anticuerpo preproKiss2 indica que hay fibras Kiss2 (D, E) que dejan las
células situadas dorsalmente al receso lateral (LR) y que dan la vuelta al receso, antes de arquear hacia el
hipotalamo mediobasal. Las células Kiss2 situadas en el hipotalamo dorsal (F-G) (Hd), por encima del
receso lateral (LR), envian sus proyecciones alrededor del nucleo tuberal anterior (ATN) hacia el
hipotalamo ventromedial (Hv) y caudal, en particular por encima del nticleo de los sacos dorsales (NSV).
Barra de escala, 20 um. CC, crista cerebelar; LX, 16bulo vagal, MO, médula oblonga; OB, bulbo
olfatorio; OC, quiasma 6ptico; Pal, palio; TeO, techo dptico (modificado de Servili ef al., 2011).

39| Pagina



1. Introduccion

1.4.1.2 Acciones fisiologicas de las Kkisspeptinas en peces: efecto sobre el eje

Cerebro — Hipofisis — Gonada.

Inicialmente los decapéptidos de las kisspeptinas (Kiss1-10 y Kiss2-10) se consideraron
como los péptidos minimos funcionales en peces, por homologia con el decapéptido
Kiss-10 de mamiferos. Sin embargo, Lee et al. (2009) demostraron que los precursores
Kissl de peces tenian un aminoacido dibasico conservado seguido de una glutamina
(GIn) conservada en la posicion 16. Esto indicaba que el precursor Kissl de peces
podria dar lugar a un péptido maduro de 15 aminoacidos (Kiss1-15) con un residuo de
piroglutamato en N-terminal y una amidacion de la tirosina (Tyr) C-terminal. También
se observod la presencia de un aminodcido basico en la posicion 13 de los precursores
Kiss2 de los peces. Por lo tanto, éstos producirian un péptido maduro de 12
aminoacidos (Kiss2-12), donde la fenilalanina (Phe) C-terminal puede amidarse. De
hecho, este péptido Kiss2-12 se pudo aislar del cerebro de la rana africana de ufias
(Xenopus laevis), confirmando asi su existencia. Posteriormente, en pez cebra, se ha
demostrado que estos péptidos, mas largos (Kiss1-15 y Kiss2-12), activan de forma mas

potente a los receptores que los decapéptidos (Kiss1-10 y Kiss2-10) (Biran et al., 2008).

Se ha demostrado en varios estudios con peces que la administracion exogena de
kisspeptinas tiene un efecto estimulador sobre las gonadotrofinas, lo cual sugiere que el
sistema Kiss/Gpr54 es esencial en la regulacion de su funcion reproductiva. Los
estudios in vivo, mediante tratamiento periférico con kisspeptinas, se han centrado
principalmente en el andlisis de los efectos a corto plazo sobre el cerebro y la hipdfisis
(Li et al., 2009; Felip et al., 2009; Kitahashi et al., 2009; Shi et al., 2010; Filby et al.,
2008; Zmora et al., 2012). Sin embargo, también existen estudios in vivo que han
examinado la respuesta a la administracion periférica, a nivel gonadal a corto (Selvaraj

et al., 2013) y largo plazo (Beck et al., 2012; Nocillado et al., 2013; Zmora et al.,
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2014). Asi, en la carpita cabezona (Pimephales promelas) en pubertad temprana o
media, la inyeccion periférica de Kissl-10 provocd un aumento de la expresion de
gpr54-2b y de gnrh3 en el cerebro, aunque no de gnrh2. En esta especie, es muy
probable que la Gnrh3 sea la forma hipofisiotropica (Filby et al., 2008). Sin embargo,
las inyecciones sistémicas de Kiss1-10 y Kiss2-10 en hembras sexualmente maduras de
pez cebra no causaron ninguna variacion en la expresion de gnrh3 (forma
hipofisiotropica) ni en la de gnrh2 (Kitahashi ef al., 2009). Por otro lado, en el mero de
pintas naranjas (Epinephelus coioides), cuyo genoma contiene solo kiss2, la
administracion periférica del decapéptido Kiss2-10, en hembras sexualmente maduras,
provocd un aumento significativo de la expresion hipotalamica de gnrhl,
probablemente la forma hipofisiotropica en esta especie, aunque no de gnrh3 (Shi et al.,
2010). A nivel de la hipoéfisis, la administracién sistémica de kisspeptinas indujo
respuestas detectables en todos los casos, bien en la expresion génica, o en la secrecion
hormonal. Asi, en hembras de pez cebra, la inyeccion sistémica de Kiss2-10 indujo un
aumento de la expresion de las subunidades fshf y [hf que fue significativamente mas
potente que el efecto de Kissl-10 (Kitahashi et al., 2009). En hembras de mero de
pintas naranjas, la inyeccion periférica de Kiss2-10 también provocd un aumento en la
expresion de fshf, pero no tuvo ningun efecto sobre la expresion de /4f (Shi et al.,
2010). En lubina y carpin dorado, los efectos de la administracion periférica de los
decapéptidos Kissl-10 y Kiss2-10 se analizaron evaluando los niveles de
gonadotrofinas en sangre. En machos de lubina, especie objeto de estudio en esta
memoria, el péptido Kiss2-10 fue mas potente que Kissl-10 en la liberacion de Lh y
Fsh al torrente sanguineo (Felip et al., 2009). Por el contrario, la administracion

periférica de Kiss1-10 en carpin dorado aument6 significativamente los niveles de Lh en
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sangre de manera dosis-dependiente, mientras que Kiss2-10 no tuvo efecto (Li et al.,

2009).

Todos los estudios mencionados se realizaron mediante administracion periférica de los
péptidos, que puede enmascarar la sefalizacion real de la kisspeptina en el cerebro, ya
que la kisspeptina circulante en el torrente sanguineo podria actuar a otros niveles del
eje reproductivo, como por ejemplo sobre la hipofisis o las gonadas. Ademas, la accidon
de la kisspeptina circulante podria estar limitada a 4reas concretas del cerebro expuestas
a las hormonas circulantes. La administracion intracerebroventricular (i.c.v.), en
contraposicion a la administracion sistémica, evita el obstaculo que significa para los
péptidos atravesar la barrera hematoencefalica y ademas evita el efecto directo sobre
otros tejidos diana. Este método de administracion posibilita la entrada de altas
concentraciones de droga en el compartimiento central (Cook et al., 2009) y en el caso
de las kispeptinas permite estudiar la sefializacion real de estas en el cerebro. Hasta la
fecha, tan s6lo existe un estudio en peces que analice el efecto directo de kisspeptinas
exogenas (ya sea Kissl o Kiss2) en el cerebro (Ogha et al., 2014). Asi pues, tanto la
caracterizacion de los mecanismos, como la de los principales sitios de accion de las
poblaciones neuronales de la kisspeptina en la regulacion de aspectos clave de la

recrudescencia gonadal atin estan incompletas.
1.4.1.3 Acciones fisiologicas de las kisspeptinas en peces: efecto directo sobre la
hipofisis.

Como se ha comentado anteriormente, los numerosos estudios realizados en mamiferos
demuestran que el hipotalamo es el sitio principal de accion de las kisspeptinas en
cuanto a la funcidon reproductora se refiere, y que ademas actuan a nivel de las neuronas

GnRH. Sin embargo, los genes KISS! y GPR54 no se expresan solo en el cerebro sino
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también en la placenta (Muir et al, 2001), pancreas (Hauge-Evans et al., 2006),
gonadas (Castellano et al., 2006b; Anjum et al., 2012) e hipéfisis (Ohtaki et al., 2001;
Muir et al., 2001; Gutiérrez-Pascual et al., 2007). En este sentido, un analisis de
expresion en células hipofisarias ovinas demostré que el mRNA del GPR54 se
encuentra claramente en fracciones hipofisarias enriquecidas en células gonadotropas
(Smith et al., 2008). Ademas, otro estudio de doble inmunofluorescencia, con
anticuerpos especificos, analizo las células hipofisarias que expresan Kiss! y Gpr54 en
la rata y demostrd que estos genes se expresan en las células gonadotropas, aunque no
se excluia la posibilidad de que Kiss/ también se exprese en otras células de la hipofisis
(Richard et al., 2008). Partiendo de estos descubrimientos se iniciaron varios estudios
acerca del papel del sistema KISS/GPR54 en la regulacion directa de la liberacion de
hormonas hipofisarias. Por una parte, se demostré que la kisspeptina tiene un efecto
directo sobre la liberacion de LH y GH en células de hipdfisis dispersas de machos y
hembras prepuberes de rata (Gutiérrez-Pascual et al.,, 2007). A su vez, también se ha
observado que regula la funcion de las células gonadotropas y somatotropas en cultivos
celulares primarios preparados a partir de hipdfisis de hembras de babuinos (Luque et
al., 2011). También se ha visto un efecto directo de las kisspeptinas sobre la liberacion
de LH en células hipofisarias dispersas de cerdo, vaca y oveja (Suzuki et al., 2008;
Smith et al., 2008). Todos estos datos sugieren que, a pesar de que el hipotadlamo es el
lugar principal de accion de las kisspeptinas sobre la funcién reproductiva, éstas
también pueden actuar a distintos niveles del eje reproductivo, en particular sobre la
hipofisis. No obstante también hay estudios en los que no se ha observado este efecto
directo de la kisspeptina sobre la liberacion hormonal en la hipofisis. Por ejemplo,
Thompson et al. (2004) vieron que fragmentos de adenohip6fisis de ratas macho adultas

no respondian al tratamiento con el decapéptido. Desafortunadamente, los estudios

43| Pagina



1. Introduccion

disponibles actualmente atin son parciales y es muy dificil comparar sus resultados

dadas las diferencias existentes entre disefios experimentales.

En peces, al igual que en mamiferos, las acciones de las kisspeptinas sobre la liberacion
de gonadotrofinas se modulan a través de la activacion de las neuronas Gnrh a nivel
cerebral. Sin embargo, la presencia del sistema Kiss/Gpr54 en la hipdfisis de varias
especies de teledsteos (Shahjahan et al., 2010; Selvaraj et al., 2010; Alvarado et al.,
2013) sugiere que este sistema puede ejercer una accion directa a nivel hipofisario. En
peces teledsteos el efecto directo de la kisspeptina sobre las células de la hipofisis se ha
evaluado in vitro mediante cultivos celulares primarios. En un primer estudio, realizado
en carpin dorado, se observd que la estimulacion de un cultivo primario de células
hipofisarias con Kiss1-10 o Kiss2-10 no daba lugar a la liberacion de Lh, sugiriendo que
estos péptidos no tenian una acciéon directa a nivel hipofisario (Li et al., 2009). Sin
embargo, dos estudios posteriores, en la misma especie, mostraron que Kiss1-10 puede
actuar directamente sobre la hipofisis (Yang et al., 2010; Chang et al., 2012) puesto que
provoco la secrecion de Lh en las células hipofisiarias. Ademés se observd que, el
tratamiento, a largo plazo (24h), con Kiss1-10 aumentaba significativamente los niveles
de expresion de la subunidad /4f (Yang et al., 2010). Por otra parte, el Kiss1-10, tanto
humano como de lamprea, ejercid un papel inhibitorio directo sobre la expresion de la
subunidad /hf en la hipofisis de anguila europea (Anguilla anguilla) (Pasquier et al.,
2011). En conjunto, todos estos datos muestran que, en los peces, los resultados acerca
de los efectos directos de las dos formas de kisspeptina, Kiss1 y Kiss2, sobre las células

gonadotropas hipofisarias no carecen de controversia.
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1.4.1.4 Papel del sistema Kiss/Gpr54 en el inicio de la pubertad de peces.

Todavia se desconocen en gran medida las causas y los mecanismos que provocan la
precocidad en peces. Sin embargo, como ya se ha comentado anteriormente, la
activacion completa de la hipdfisis, y consecuentemente de las gonadas, estd mediada
por una serie de eventos neuroendocrinos. En este sentido, la Gnrh desempefia un papel
esencial en el control de la funcidon reproductiva. Asi, poblaciones especificas de
neuronas Gnrh modulan una gran diversidad de sefiales que regulan el control de la
recrudescencia gonadal y funcidn reproductiva en una amplia gama de especies de peces
(Millar et al., 2005; Zohar et al., 2010). Por lo tanto, se puede considerar que el inicio
de la pubertad en peces esta caracterizado por la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotrofinas (Gnrh) quien, a su vez, estimula la sintesis y secrecion de las
gonadotrofinas (Lh y Fsh) a nivel de la hipofisis. Las gonadotrofinas circulantes ejercen
su accion sobre las gonadas, provocando el desarrollo puberal de éstas. Dado el papel
demostrado de las kisspeptinas en la pubertad de los mamiferos, se han realizado
distintos estudios para intentar dilucidar cual es la implicacion de este sistema en el
inicio de la pubertad de los peces. Estudios recientes sugieren que las kisspeptinas
podrian estar involucradas en el inicio de la pubertad de un grupo muy diverso de peces
teleosteos (Nocillado et al., 2007; Mohamed et al., 2007; Filby et al., 2008; Biran et al.,
2008; Martinez-Chavez et al., 2008). Asi, se vio que en la etapa temprana de pubertad el
mujol (Mugil cephalus) presenta niveles significativamente mayores de gpr54 mRNA
cerebral que en las etapas intermedias y avanzadas (Nocillado et al., 2007). De forma
similar, se observd un aumento de los niveles de expresion del gpr54 durante la
pubertad temprana de la cobia (Rachycentron canadum) (Mohamed et al., 2007). Sin

embargo, todavia no ha sido posible completar la caracterizacion de los mecanismos y
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los principales sitios de accion de este sistema en la regulacion de aspectos clave del

inicio de la pubertad.

1.4.1.5 Las Kkisspeptinas como mediadores en el control fotoperiodico de la

reproduccion en peces.

En un estudio reciente con lubina se ha demostrado que la melatonina, hormona que es
utilizada por los reproductores estacionales para ajustar su ciclo reproductivo con la
estacion apropiada, inhibe la expresion de gnrhl, gnrh3 y de los genes de los receptores
de Gnrh, que a su vez exhiben fluctuaciones dia-noche (Servili et al., 2013). Ademas,
las fibras Gnrh2, procedentes de la poblacion de neuronas Gnrh2 del sinencéfalo,
proyectan a la glandula pineal (Servili et al., 2010). Estas interacciones entre los
sistemas Gnrh y melatoninérgico podrian mediar los efectos del fotoperiodo en los
eventos reproductivos de esta especie. El descubrimiento del sistema Kiss/Gpr54 en
peces, proporciona nuevos conocimientos sobre los mecanismos implicados en la
regulacion de la reproduccion y de la pubertad de los mismos, incluido el fotoperiodico.
En mamiferos de reproduccion estacional, como hdmsters y ovejas se han realizado
estudios relacionados con la modulacion fotoperiodica del sistema kisspeptina (Revel et
al., 2006; Greives et al., 2007; Wagner et al., 2008). En hamsters sirios, mantenidos
bajo un fotoperiodo inhibitorio, se observd que la melatonina inhibia los niveles de
mRNA de Kiss/ en el nicleo arcuato (Simonneaux et al., 2009). Curiosamente, la
administracion de Kissl a estos hamsters fotoinhibidos fue capaz de reactivar la
actividad sexual. A pesar de todo, atin se desconoce si la melatonina actua directamente
sobre las neuronas que expresan Kiss/ en el nicleo arcuato, o bien, media su accion a
través de interneuronas. En peces, la literatura disponible acerca del control
fotoperiddico del sistema kisspeptina es relativamente escasa y, ademas, controvertida.

Asi, en tilapias mantenidas bajo luz continua, los niveles de mRNA de gpri4,
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analizados en el cerebro entero, fueron significativamente mas bajos, sugiriendo que
este gen podria estar directa o indirectamente influenciado por la luz (Martinez-Chavez
et al., 2008). Del mismo modo, otro estudio en medaka mostré que fotoperiodos
permisivos para la reproduccion, inducian un nimero mayor de neuronas Kissl en el
NVT en comparacion con fotoperiodos inhibitorios para la reproduccion (Kanda et al.,
2008). Por el contrario, en el bacalao Atlantico, no se llego a resultados claros respecto
al papel del fotoperiodo sobre los mecanismos que regulan la expresion del sistema

kisspeptina (Cowan et al., 2012).
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2. Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es ampliar el conocimiento sobre el sistema
Kiss/Gpr54 y su funcidn en la reproduccion de peces teledsteos, utilizando a la lubina
como modelo de estudio. Los estudios realizados en mamiferos demuestran que este
sistema actia como centinela de la funcion de la GnRH, integrando sefiales centrales y
periféricas tanto en pre-puberes, como en adultos. Antes de iniciar el presente estudio, el
Grupo Receptor ya habia demostrado que el sistema Kiss/Gpr54 en peces esta
duplicado, mostrando que en la lubina existen dos genes: kiss/, que codifica una forma
igual a la de mamiferos y kiss2, un gen nuevo. Los objetivos especificos del presente

estudio son:

1. Definir la especificidad ligando-receptor del sistema Kiss/Gpr54.

En el Grupo Receptor ademas de los dos genes que codifican las kisspeptinas (kiss/ y
kiss2) también se han aislado dos genes que codifican dos receptores Gpr54 diferentes
(gpr54-1b y gpr54-2b). Para llevar a cabo la caracterizacion funcional de este sistema,
se examinardn las interacciones ligando-receptor y su capacidad para activar vias

especificas de sefalizacion.

2. Analizar el efecto de la administracion central de Kissl y Kiss2 sobre el eje

reproductivo.

Con el fin de de analizar el efecto directo de las kisspeptinas de lubina, Kissl y Kiss2,
sobre el cerebro, se realizardn inyecciones intracerebroventriculares (i.c.v.) de los
péptidos Kissl-15 y Kiss2-12 en machos maduros. Se analizara la expresion de
determinados genes implicados en la reproduccion a nivel cerebral, asi como los niveles

de ciertas hormonas reproductivas y la calidad del esperma tras la inyeccion.
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3. Investigar la regulacion directa de los gonadotropos por el sistema Kiss/Gpr54.

El objetivo de este estudio es evidenciar el papel del sistema Kiss/Gpr54 en el eje
reproductivo, a nivel de la hipéfisis. Por un lado, se analizard la naturaleza de las células
Kiss2 en la hipofisis y por otro el efecto directo de los péptidos Kissl-15 y Kiss2-12
sobre la liberacion in vitro de las gonadotrofinas, Lh y Fsh, mediante cultivo de células

dispersas de la hip6fisis de lubina.

4. Examinar la participacion del sistema Kiss/Gpr54 en la pubertad de la lubina

Se pretende estudiar los eventos moleculares, neuroendocrinos, hormonales e
histofisiologicos implicados en la pubertad de la lubina, con énfasis en el papel del
sistema de Kiss/Gpr54. Para ello se analizard la relacion entre el tamafio de peces

impuberes (grandes/pequefios) y el inicio de la primera gametogénesis.

5. Estudiar la relacion del sistema Kiss/Gpr54 y el fotoperiodo

En este objetivo se analizard los perfiles de expresion génica de los sistemas Kiss y
Gnrh cerebrales y su relacion con las hormonas reproductivas en poblaciones de lubinas
macho en las que se adelantard (expuestas a un fotoperiodo que adelanta la pubertad) o
inhibird (expuestas a un fotoperiodo que inhibe la pubertad) la espermatogénesis. Se
pretende determinar si el sistema kisspeptina actia como un enlace mediador de la
respuesta entre la sefial luminica ambiental y el eje reproductivo, haciendo patente la
expresion diferencial de dicho sistema entre los mencionados tratamientos, al inicio de

la gametogénesis.
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3. Metodologia

3.1 Quimicos empelados en las experiencias in vivo e in vitro

Tanto para las inyecciones i.c.v. (ver apartado 3.3 de este capitulo) como para los
cultivos de hipofisis (ver apartado 3.7.2 de este capitulo) se utilizaron las formas largas
de las kisspeptinas de lubina  (GenScript, EE.UU. Inc.): Kissl-15
({pGLU}DVSSYNLNSFGLRY-CONH2; GenBank N° de acceso FJ008914) y Kiss2-
12 (NH2-SKFNFNPFGLRF-CONH2; GenBank N° de acceso FJ008915). Ambos
péptidos estaban amidados en C-terminal y ademds, Kissl-15 contenia una
piroglutamilacion N-terminal. En este sentido, se ha demostrado que la
piroglutamilacion del residuo Gln N-terminal en el péptido Kissl-15 es importante para
la unién/activacion del receptor (Lee et al., 2009). Los péptidos Kissl-15 y Kiss2-12
tenian un nivel de pureza, determinada por HPLC analitico, del 95,0% y 98,9%,
respectivamente. Cada stock de péptido (1 mg) se diluyé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, se alicuotd y se almacen6 a -20°C hasta su uso. Debido al
caracter hidrofobico de Kissl-15, ambos péptidos se disolvieron en un volumen
reducido de DMSO (dimetil sulfoxido, 0,25 %; Sigma, St. Louis, MO) y se diluyeron
con agua. Para cada experimento se uso una alicuota nueva de los péptidos. El analogo
de la hormona liberadora de la hormona luteneizante, LHRHa ([D-Ala6, Pro9Net]-
mGnRH), la testosterona (T) y el 17B-estradiol (E2) se obtuvieron a partir del stock de

productos quimicos de Sigma (St. Louis, MO).

3.2 Animales y obtencion de muestras

Los machos de lubina utilizados en esta memoria se mantuvieron en las instalaciones
del Instituto de Acuicultura de Torre la Sal (Castellon, 40°N) bajo condiciones naturales
de fotoperiodo y temperatura, exceptuando aquellos experimentos que requirieron

condiciones especiales. Los peces estuvieron estabulados en tanques de fibra de vidrio
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provistos de aireacion y flujo continuo de agua de mar y, se alimentaron con pienso
comercial en relacion con el tamafio del animal y la temperatura (0,5 % - 1,5 % del peso

corporal).

Para la toma de muestras, en cada punto de muestreo, los animales se anestesiaron por
inmersién en un bafio de agua de mar que contenia 0,025% de 2-fenoxietanol (Sigma,
Inc.). Los experimentos y sacrificios se realizaron de acuerdo a la legislacion espafiola
(Real Decreto Ley 53/2013) y europea (2010/63EU) relativa a la proteccion de los
animales utilizados para la experimentacion. El protocolo utilizado para sacrificar a los
animales fue aprobado por el Comité de Bienestar del IATS (Numero de Registro 09-
0201) bajo la supervision del Ministerio de Medio Rural y Marino. En todo momento se
tomaron las precauciones precisas para reducir al minimo el sufrimiento de los

animales.

3.3 Inyecciones intracerebroventriculares (i.c.v.)

Los peces se inyectaron de manera intracerebroventricular de acuerdo con el
procedimiento descrito por Clements y Schreck (2001) y adaptado para la lubina. Las
inyecciones se realizaron usando una jeringa de vidrio de 10 pl con una aguja de 26G
(Hamilton, Reno, Nevada, EE.UU.) y mediante un microémetro estereotdctico. La
posicion de la inyeccion fue inmediatamente detrds de la ventana pineal, justo en la
linea media de la cabeza y a una profundidad de 10 mm y 12 mm en los machos de 2 y
3 afios de edad, respectivamente. Para prevenir fugas, las soluciones se administraron
lentamente y se mantuvo la aguja en posicion durante 15 seg. Para cada grupo de edad
se calculd la profundidad y la posicion de la inyeccion, después de administrar un
colorante azul (azul de metileno), mediante el método descrito anteriormente (n = 10).

Al analizar su distribucion se observé presencia del colorante en el tercer ventriculo y

56| Pagina



3. Metodologia

difusion hacia el telencéfalo y el hipotadlamo, poniendo asi de manifiesto la fiabilidad y

exactitud del procedimiento de administracion (Fig. 3.1).

Figura 3.1. Patron de distribucion del colorante azul (azul de metileno) después de su administracion
intracerebroventricular.

Las dosis de péptidos fueron similares a las utilizadas en otros estudios de
administracion central en peces (De Pedro et al., 1993; Lopez-Patifio et al., 1999;
Clements et al., 2002; Ojima et al., 2010; Ohga et al., 2014). Los grupos experimentales
se inyectaron con Kiss1-15 o Kiss2-12, mientras que a los controles se les administré
PBS (phosphate buffer saline) o tampon fosfato salino estéril. De esta forma, cada
animal experimental de 2 afios recibid una dosis de 2pug de péptido, ya sea Kissl-15 o
Kiss2-12, por 4l de vehiculo. En el caso de los peces de 3 afios, la dosis se ajustd a 3ug

de péptido por 5ul de vehiculo.

3.4 Disefos experimentales in vivo

3.4.1 Analisis del efecto de la administracion central de Kissl y Kiss2 sobre el eje

reproductivo.

Se llevaron a cabo dos experimentos durante el periodo de espermiacion activa: uno a
corto plazo (desde el 22 de febrero hasta el 25 de febrero de 2012) y otro a largo plazo,
(desde el 28 de febrero hasta el 11 de mayo de 2013) de 72h y 15 dias de duracion,
respectivamente. En ambos experimentos, todos los peces se marcaron individualmente,
mediante implantacion de transpondedores pasivos integrados (Pit tags; Fish Eagle,

Estados Unidos), en la musculatura dorsal.
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En el experimento a corto plazo se utilizaron 84 lubinas macho, sexualmente maduros,
de 2 anos de edad (talla = 29,37 + 0,25 cm; peso = 332,01 + 8,32 g; indice
gonadosomatico (IGS) = 2,18 + 0,12). Los peces se distribuyeron en tres grupos
diferentes, dos experimentales (Kiss1 y Kiss2) y un control (n = 28 peces por grupo). A
las 0, 0.5, 2,4, 6, 8, 12, 48 y 72 h después de la inyeccion, se extrajo sangre por puncion
caudal (n = 7 peces por cada punto de muestreo), se centrifugéd (2500 x g, 30 min, 4°C)
y el plasma obtenido se almacend a -20°C hasta su andlisis. Adicionalmente, a las 6, 8 y
12 h después de la inyeccion, se sacrificaron siete peces por grupo y se extrajo la parte
correspondiente al cerebro anterior y medio (FB-MB, forebrain-midbrain), el
hipotalamo y la hipofisis. Todos los tejidos se congelaron en hielo seco y se

almacenaron a -80°C hasta su analisis.

Para el experimento a largo plazo se dispuso de 48 animales sexualmente maduros de 3
afios de edad (talla = 33,66 + 0,32 cm; peso = 484,58 + 16,93 g; IGS = 0,99 £ 0,06) y se
asignaron 16 peces a cada grupo. A los 0, 1, 2, 3, 7 y 14 dias después de la inyeccion se
extrajo sangre (n = 7 peces por punto de muestreo) por puncion caudal. Ademas a los 3,
7 y 14 dias después de la inyeccion se obtuvo esperma mediante masaje abdominal. Los
analisis de volumen, densidad y motilidad espermatica se realizaron inmediatamente

después de la extraccion del esperma (ver apartado 3.9 de este capitulo).

3.4.2 Estudio de la participacion del sistema Kiss/Gpr54 en la pubertad de la

lubina y su implicacion en la sefializacion de la informacion fotoperiodica

Para este estudio se dispuso de peces menores de un ano nacidos en 2008, del mismo
origen (Gravelines, Francia) y mantenidos bajo tres regimenes diferentes de luz (Fig.
3.2): a) fotoperiodo natural simulado (NP), b) un régimen de fotoperiodo que adelanta el

ciclo reproductor (Carrillo ef al. 1993; Mafianos ef al., 1997a) y supuestamente también
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la pubertad (AP) y que combina dias largos constantes (15 horas de luz:9 horas de
oscuridad; 15HL:9HO) en abril, seguidos de dias cortos constantes (9HL:15HO)
durante el resto del afio y ¢) un fotoperiodo inhibidor de la pubertad precoz consistente

en la administracion de iluminacion constante (LL) durante todo el afio (Begtashi et al.,

2004).
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Figura 3.2 Disefio experimental para el estudio de la participacion del sistema Kiss/Gpr54 en la pubertad
de la lubina y su implicacion en la sefializacion de la informacion fotoperiodica.

El grupo LL proporciona un control negativo puesto que la luz continua inhibe la
recrudescencia testicular durante el primer afio. Por otro lado, el grupo AP proporciona

una fuerte sefial fotoperiddica que desencadena y sincroniza la actividad del sistema
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reproductivo. Esto deberia permitir estudiar, a lo largo del eje cerebro-hipofisis gonada,
los efectos del fotoperiodo en eventos implicados en la preparacion para la pubertad.
Durante el experimento, a intervalos determinados, se pesaron y midieron todos los
peces. Para la toma de muestras, en cada uno de estos puntos, solo se sacrificaron
animales comprendidos entre el 15% de los mas pequefios (poblacion de peces
pequefios) y el 25% de los mas grandes (poblacion de peces grandes) de la poblacion
total. Este disefo tiene en cuenta la proporcion de sexos sesgada hacia las hembras en la
poblacion de mayor tamafio. Por ello, se muestre6 un nimero mayor de animales en la
poblacion de peces grandes ya que entre estos pueden aparecer hembras que deben ser
descartadas a la hora de llevar a cabo los andlisis. Las muestras se empezaron a recoger
en agosto de 2009 (mes durante el cual los animales se encuentran aun en pre-
gametogénesis) y los muestreos se repitieron cada dos semanas, hasta mediados de
noviembre del mismo afio. En los peces del grupo LL no se realizd el muestreo de
mediados de octubre, para evitar posibles situaciones de estrés, puesto que algunos
animales presentaban una infeccidn bacteriana. Basandonos en datos histologicos
preliminares, se realizaron dos muestreo mas, uno a mediados de diciembre de 2009 y
otro a finales de febrero de 2010 (meses durante los cuales los animales precoces
estaban en espermiacion). En cada punto de muestreo, se extrajeron el higado y la grasa
peri-visceral y se pesaron (+ 0,001 g) para poder estimar el indice hepatosomatico (HSI)
y el indice de grasa mesentérica (MFI). Los indices HSI y MFI se calcularon como 100
x Lw / Bw y 100 x VFW / Bw, respectivamente, donde Bw es el peso corporal (g), Lw
es el peso del higado (g), y VFW es peso de la grasa peri-visceral (g). Ademas, se
tomaron muestras de sangre, FB-MB, hipotdlamo, hip6fisis y gonadas de una sub-
muestra (15 peces) de la poblacidon pequefia y otra sub-muestra (25 peces) de la

poblacion grande. Todos los tejidos se congelaron en nitrogeno liquido y se
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almacenaron a -80°C hasta su uso para la extraccion de RNA mensajero (mRNA). Las
muestras de sangre se obtuvieron por puncion en la vena caudal y el plasma extraido se
almacend a -20°C hasta su uso en el andlisis hormonal (ver apartado 3.6.1 de este
capitulo). Para establecer los diferentes estados de desarrollo gonadal, se realizd un
andlisis histoldgico de los testiculos (ver apartado 3.8 de este capitulo). Dado que en los
primeros puntos de muestreo, las gonadas eran demasiado pequefias para utilizarlas, a la
vez, en los andlisis de expresion y en el estudio histologico, las gonadas de los
muestreos mencionados anteriormente se reservaron exclusivamente para estudios de
expresion. Paralelamente, en cada muestreo, se sacrificaron cuatro peces pequefios y
cuatro grandes y se extrajeron las gonadas que se destinaron al analisis histologico

convencional segun lo detallado en el apartado 3.8 de este capitulo.

3.5 Técnicas de biologia molecular

3.5.1 Extraccion de RNA

Para aislar el RNA total de los tejidos analizados, se usaron 2 métodos de extraccion
diferentes. En el caso del FB-MB e hipotalamo, el RNA se aislo usando el kit Maxwell
16LEV simply RNA tissue (Promega Corp., Madison, WI) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Los tejidos se homogeneizaron previamente en la solucion
homogeneizadora, proporcionada por el kit, dentro de unos tubos acondicionados para
tal efecto (FastPrep Lysing Matrix Tubes). El proceso se realizd mediante la maquina
homogeneizadora FastPrep (Qbiogene Inc., Irvine, CA). Los tubos FastPrep contienen
esferas ceramicas de 1,4 mm, de tal forma que el aparato homogeneizador utiliza un
movimiento multidireccional optimizado para romper las células a través de golpes
simultdneos de estas esferas. Una vez realizada la homogeneizacion, se utilizd un

procesador de particulas magnéticas, el Maxwell 16 (Promega Corp.), para la extraccion
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del RNA Total. El kit de extraccidon Maxwell incluia un tratamiento individual con

DNasa I.

Para el caso de las gonadas, hipofisis y células hipofisiarias dispersas, donde la cantidad
de tejido era demasiado pequena para el kit de extraccion Maxwell, la extraccion se
llevo a cabo usando el reactivo TRIzol (Invitrogen Life Technologies). En este caso, se
afiadié una cantidad adecuada del reactivo TRIzol a las muestras congeladas que se
homogeneizaron utilizando una jeringuilla de insulina de 1 ml. La adicion de
cloroformo, seguida de centrifugacion, separa la solucion en dos fases, una acuosa y
otra organica. El RNA permanece exclusivamente en la fase acuosa y se puede
recuperar por precipitacion con isopropanol. Finalmente, las muestras se trataron con
DNasa I libre de RNasa (Ambion, Inc., Austin TX). En todos los casos, la pureza y la
concentraciéon del RNA se cuantific6 mediante el espectrofotdémetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific). La integridad del RNA (bandas discretas de los RN As ribosomales
(rRNA) 28S y 18S con ausencia de degradacion) se comprobd mediante electroforesis

horizontal en un gel de 0,8% de agarosa tefiido con bromuro de etidio.

Cuando los animales eran demasiado pequefios para diferenciar de visu entre testiculos
u ovarios y ademas no habia suficiente cantidad de muestra para histologia, ya que todo
el tejido era preciso para extraer RNA, se utiliz6 ese mismo RNA para determinar el
sexo de los peces. En las hembras de lubina el RNA de bajo peso molecular,
probablemente rRNA 58S, se produce y acumula masivamente en el ovario, al principio
de la ovogénesis, por lo que este andlisis también sirve para determinar el sexo de los
peces muestreados. El RNA intacto aislado a partir de ovarios, separado en un gel de
agarosa, presenta las tipicas bandas de rRNAs 28S y 18S, y ademas, una banda de
tamafio pequeio muy intensa. En la Fig. 3.3, la flecha apunta a una muestra de RNA

aislada de un ovario, mientras que las otras muestras corresponden a testiculos. Una vez
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identificado el sexo de cada individuo, se extrajo el RNA del resto de tejidos s6lo en los

machos.

. 28SRNA
== [8S fRNA

Figura 3.3 RNA total de gonadas de lubina pre-ptberes separado en un gel de agarosa al 0,8% y tefiido
con bromuro de etidio. La flecha sefiala el RNA extraido de un ovario. El resto de las muestras de RNA
corresponden a testiculos.

Finalmente, cuando fue necesario, el hipotdlamo y la hipofisis se homogeneizaron en
250 pl de PBS mediante una jeringuilla de insulina. Una alicuota de dicho
homogeneizado (150 ul) se uso para la extraccion del RNA mediante el reactivo

TRIzol. La alicuota restante se utilizo para andlisis hormonales (ver apartado 3.6).

3.5.2 Transcripcion reversa (RT)

Para la sintesis de DNA complementario (cDNA), se desnaturalizaron 1-2 ug de RNA
tratado con DNasa I libre de RNasa a 65°C durante 5 min junto con 100 ng de
hexdmeros con secuencia aleatoria y 1 pul de dNTPs (deoxinucledsidos trifosfato, 10 nM
cada ANTP). Antes de afiadir la transcriptasa inversa las muestras se enfriaron en hielo
durante 1 min. La transcripcién inversa se llevd a cabo por la transcriptasa inversa
Superscript III (Invitrogen Corp., Carslab, CA) a 42°C durante 50 min. Para proteger el
mRNA de la accion de las ribonucleasas durante la sintesis del cDNA se usaron 40
unidades (U) de RNasaOUT (Promega Corp.). Finalmente, la reacciéon se bloqueo
aumentando la temperatura a 70°C durante 15 min. El cDNA sintetizado se guard6 a -

20°C hasta su uso.
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3.5.3 Ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

Para los ensayos de qPCR se utilizaron dos sistemas de deteccion, el basado en
TagMan® y en SYBR® Green. El sistema de deteccion TagMan®, también conocido
como ensayo fluorogénico 5’ nucleasa, se basa en el uso de oligonucle6tidos marcados
con fluoréforos que funcionan como sondas sobre las que actua la actividad 5' nucleasa
de la Tag DNA polimerasa. Estas sondas contienen un colorante indicador fluorescente
en el extremo 5’ y un colorante inhibidor en el extremo 3’, y su secuencia se disefia
basandose en la secuencia que se amplificard entre los dos cebadores usados en la
amplificacion por PCR. Mientras la sonda estd intacta, la proximidad del colorante
inhibidor reduce en gran medida la fluorescencia emitida por el colorante indicador
fluorescente mediante transferencia de energia de resonancia (FRET). Si la secuencia
diana esta presente en el molde analizado, al amplificarse éste la sonda hibridaréa con el
DNA sintetizado y la actividad 5’ nucleasa de la Taq DNA polimerasa cortard el
colorante situado en ese extremo a medida que el cebador se va extendiendo. Este corte
separard el colorante indicador fluorescente del colorante inhibidor, incrementando
significativamente la sefial fluorescente del indicador. Posteriormente la sonda también
se separard del molde, por desplazamiento de la polimerasa, a medida que se vaya
extendiendo la polimerizacion de DNA a partir del cebador. Asi, con cada ciclo, se
liberaran moléculas de colorante indicador de las sondas hibridadas con el molde,
resultando todo ello en un aumento de la intensidad de la fluorescencia proporcional a la

cantidad de amplicoén producido.

Para analizar la expresion de algunos genes no se utilizo el ensayo TagMan® si no un
sistema de deteccidon basado en el colorante SYBR® Green. Este colorante se une
rapidamente a todo el DNA de doble cadena presente en una muestra. Durante la PCR,

la DNA polimerasa amplifica la secuencia diana creando nuevas copias de DNA de
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doble cadena a las que se une este colorante. A medida que avanza la reaccion de
amplificacion, se crean mas productos de PCR y el colorante se une a todo el DNA de
doble cadena existente, dando lugar a un aumento de la intensidad de la fluorescencia

proporcional a la cantidad de producto de PCR producido.

Las sondas y los cebadores usados en los ensayos de qPCR (Tabla 3.1) se disefiaron
mediante el software Primer Express (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA).
Todos los ensayos se realizaron por duplicado usando placas de 96 pocillos Opticos
(Thermo-Fast® 96 Semi-Skirted PCR Plate, Advanced Biotechnologies Ltd, UK) en un
termociclador iCycler IQTM (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Por cada 25 pl de reaccion
de PCR, se mezclo 1 pl de cDNA (sintetizado a partir de 1-2 pg de RNA) junto con la
cantidad correspondiente de cebadores y sonda (Tabla 3.1) y los reactivos
correspondientes de acuerdo a los ensayos de deteccion basados en TagMan®
(ABgene’s Absolute™ QPRC Mix (ABgene, Reino Unido)) o en SYBR® Green
(Power SYBR® Green PCR Master mix (Applied Biosystems, Reino Unido)). Las
condiciones para la reaccion del ensayo TagMan® en el termociclador fueron: 1 ciclo
de 95°C, 15 min para la activacion de la Taq DNA polimerasa y 40 ciclos de 95°C, 15
seg seguidos de 60°C, 1 min. Las condiciones para la reaccion del ensayo SYBR®
Green en el termociclador fueron: 1 ciclo de 95°C, 10 min para la activacion de la Taq
DNA polimerasa y 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos seguidos de 60°C, 1 min. La
principal limitacion de este ensayo es que al unirse el SYBR® Green al total del DNA
de doble cadena, presente en la muestra, éste emite una sefial fluorescente tanto para
productos especificos, como para los dimeros de cebadores que no deberian
cuantificarse. Para subsanar a esta situacion se realizd un andlisis de la curva de
fusion (60-95°C) de los resultados. Este analisis permite discriminar los productos no

especificos de los amplicones especificos.
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Tabla 3.1 Cebadores y sondas fluorogénicas TagMan” (cuando fue necesario) especificos usados en el

ensayo de qPCR
Gen Método de Secuencia 5'— 3’ nM" Tamafio del amplicon;
deteccion eficiencia de la PCR

kiss1 TaqMan® fw: CCTTCAGCACACCGAGGAAT 900 70 pb; 0,95
(FJ008914)° ‘rv: GCTATCATCAGAGCGACAATGAGT 900
'pr: [6~FAM]CAGCAGGTCTGTCACGATGCCCC[TAMRA] 50

kiss2 TaqMan® fw: GGGAAGCGCTACATTTACAGAAG 900 91 pb; 0,99
(FJ008915) rv: GCACCTCCAGTTCTCGTGAGA 300
pr: [6~FAM]CCCTTAAAAGAGCCAGGACGAACAGGTTC[TAMRA] 50

gpr54-1b TaqMan® fw: TGGTGGCTCTGTTCCTCATCT 900 78 pb; 1,04
(JN202446) rv: CGTAACTGCGTAGGCCAAAAG 900
pr: [6~FAM]CCCCATCCAGGTCTGCATCCTCC[TAMRA] 50

gpr54-2b TaqMan® fw: CGTCACAGTCTACCCCCTGAA 900 69 pb; 1,02
(JIN202447) rv: CAGATGCTGACAATCATGGCTACT 900
pr: [6~FAM]CTCTCCGCCACCGCACTCCG[TAMRA] 50

gnrh-1 TaqMan® fw: GCAATCAGATAGTCGGGAGCTT 300 70 pb; 0,98
(AF224279) rv: GATTCCTCTGCACAACCTAAAACTC 900
pr: [6~FAM]CCACACGTGGCGACGCCC[TAMRA] 150

gnrh2 SYBR® Green  fw: CCTGCCTCACACAGCTTAATCTC 200 73 pb; 0,96
(AF224281) v : CTGGAGGCAAGAGGGAACTG 200

gnrh3 TaqMan® fw: CACCACTTCTCCTGTACCCATCA 300 76 pb; 1,00
(AF224280) rv: ATGGCTACCAGGTGGGAAGA 900
pr: [6~FAM] CCTGATGGTTGCCTCTAGCTCTCCCA [TAMRA] 200

gnrhr-1I-1a TaqMan® fw: CTAAAGCTGCAGGCGATGTACTC 900 77 pb; 0,97
(AJ419594) rv: TGAGGATGGCTGACTGCCTAT 900
pr: [6~FAM]CACCACGGTGACAAAGGCGCA[TAMRA] 100

gnrhr-II-1a TaqMan® fw: CTAAAGCTGCAGGCGATGTACTC 900 77 pb; 0,94
(AJ419594) rv: TGAGGATGGCTGACTGCCTAT 900
pr: [6~FAM]CACCACGGTGACAAAGGCGCA[TAMRA] 100

IhB SYBR® Green  fw: AGCTCATCAACCAGACAGTG 200 120 pb; 0,90
(AF543315) rv: TGAATGGTATCTTAATGACAGG 200

fshB SYBR® Green  fw: TCGATAGTACGTGTCTGTGCT 200 131 pb: 0,98
(AF543314) rv: CACTTGGATGCTGATGTTGG 200

efla TaqMan® fw: GGAGTGAAGCAGCTCATCGTT 50 69 pb; 1,01
(AJB66727) rv: GCGGGCCTGGCTGTAAG 300
pr: [6~FAM]JAGTCAACAAGATGGACTCCACTGAGCCC[TAMRA] 200

"Los cebadores fueron obtenidos en Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA) y las sondas flourogénicas en
Operon Biotechnologies GmbH (Cologne, Germany). "Cantidad de cebador o sonda usada en la qPCR.
“Ntimero de acceso al GenBank para los genes de lubina. “fw: cebador directo o forward primer; ‘tv:
cebador reverso o reverse primer; pr: sonda fluorogénica o fluorogenic probe Taqman.

Para cuantificar los amplicones y corregir la variabilidad de la eficiencia de

amplificacion en muestras analizadas en distintas placas, se prepararon curvas estandar

a partir de pldsmidos que contenian los genes objeto del estudio o los genes de control

endogenos especificos de lubina. Estos plasmidos, de concentraciones conocidas, se

usaron en diluciones seriadas con un factor de dilucion de 10. Todos los datos se

recogieron y se analizaron mediante el software iCycler IQTM (version 3.0.6070).
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Todos los coeficientes de correlacion de las curvas estdndar oscilaron entre 0,90 y 1,04.
Las eficiencias de la PCR se muestran en la Tabla 3.1. Para cada muestra experimental,
la cantidad de cada gen diana o de referencia se cuantificé a partir de la curva estandar

apropiada.

Los ensayos de qPCR estan sujetos a variabilidad causada tanto por variaciones
técnicas, como por variaciones biologicas. Es esencial mantener al minimo la
variabilidad de origen técnico para optimizar las posibilidades de identificar cambios
biologicamente relevantes en los niveles de mRNA. Por ello, la normalizacion de los
datos es una parte esencial de un ensayo de qPCR. Sin embargo, hasta la fecha no existe
un método para la normalizar los datos, aceptado universalmente, que considere todas
las variables encontradas durante el curso de un experimento de qPCR. Se han
propuesto varias estrategias para la normalizacion de los datos, siendo la mas popular el
uso de un gen enddgeno de referencia con expresion constitutiva. En esta memoria, para
normalizar los datos se ha utilizado el gen enddgeno factor de elongacion 1-alfa (efl-
alpha) debido a su potencial como gen de referencia control en muestras de cerebro e
hipofisis de lubina (Alvarado ef al., 2013). Asi, se utilizé la expresion del gen efl-alpha
para la normalizacion de los datos de expresion en FB-MB, hipotadlamo e hipofisis. En
ningun caso se vieron diferencias significativas de este gen de referencia enddgeno entre
los distintos puntos experimentales analizados en esta memoria. Para normalizar, se
dividi6 la cantidad de expresion obtenida para el gen objeto de estudio por la cantidad

del gen de referencia endogeno.

3.5.4 Generacion y aislamiento de plasmidos de expresion

Los cDNAs codificantes de los receptores gpr54-1b y gpr54-2b de lubina, previamente

clonados, se introdujeron en el vector de expresion pcDNA3 (Invitrogen) bajo el control
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del promotor de citomegalovirus (CMV) para generar los plasmidos pcDNA-gpr54-1b y
pcDNA-gpr54-2b. El DNA plasmidico para las transfecciones se obtuvo mediante el
crecimiento de los clones de E. coli DHS5a, conteniendo los plasmidos citados
anteriormente, en medio LB (Luria-Bertani). A continuacion el DNA se purificd
empleando columnas de cromatografia de intercambio aniénico (Maxipreps, Qiagen
Inc., Chatswoth, CA, USA) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos
de expresion de los receptores de kisspeptinas humano (pcDNA-hGpr54) y de raton
(pcDNA-mGpr54) fueron donados generosamente por el Dr. Robert Miller (MRC
Human Reproductive Science Unit; Edimburgo) y por el Dr. Manuel Tena-Sempere

(Universidad de Cordoba), respectivamente.

Para medir la activacion de los receptores, se utiliz6 un ensayo basado en la actividad
luciferasa de luciérnaga (Luc). Para ello, se usaron plasmidos que contenian el gen Luc
regulado transcripcionalmente por un elemento de respuesta a suero (SRE, serum
responsive element) o un elemento de respuesta a cAMP (CRE, cAMP responsive
element) (BD Clontech, Palo Alto, CA). Los sistemas CRE-Luc y SRE-Luc hacen
posible la discriminacion entre las vias de sefializacion adenilato ciclasa/proteina
quinasa A (PKA) o proteina quinasa C (PKC)/MAP quinasa respectivamente. Por
ultimo se usé el plasmido pRL-TK (Promega, Madison, WI) con el fin de controlar la
eficiencia de la transfeccion, el cual expresa constitutivamente el gen Luc de Renilla

reniformis.

3.6 Analisis bioquimicos

3.6.1 Ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

La medida de las gonadotrofinas se realizo mediante el ensayo ELISA (Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay) o Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas. El ELISA es
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una técnica de inmunoensayo en la que un antigeno inmovilizado es reconocido
especificamente por un anticuerpo primario y €ste a su vez es reconocido por un
anticuerpo secundario que lleva enlazada una enzima capaz de generar un producto
detectable, como por ejemplo un cambio de color. La aparicion del colorante permite
medir indirectamente, mediante espectrofotometria, la cantidad de antigeno en la

muestra.

Las cuantificaciones de Lh y Fsh de lubina se llevaron a cabo mediante ELISAs
homoélogos (Mateos et al., 2006, Molés et al., 2012) basados en el método descrito para
la Lh de la lubina americana (Mafiands et al., 1997b). Ambos ensayos se realizaron en
placas de 96 pocillos, los cuales se cubrieron con la subunidad Lhf y con el dimero de
Fshf completo producido por baculovirus, respectivamente, ambos de lubina, y se
incubaron toda la noche (16-19 h) a 4°C. Paralelamente, las muestras se incubaron en
microtubos, también toda la noche (16-19h), a 4°C con anticuerpos policlonales de
congjo contra las subunidades Lh y Fshf (dilucion 1/120000 y 1/8000,
respectivamente) de lubina. Al dia siguiente las placas se lavaron y saturaron con
albumina de suero bovino (BSA, bovine serum albumin; Sigma). Posteriormente, las
muestras preincubadas con el anticuerpo se repartieron por duplicado (100 pl/pocillo
para la Lh y 50 pl/pocillo para la Fsh), en las placas cubiertas con sus revestimientos
respectivos o coating, la subunidad de LhP y el dimero de Fshf completo, y se
incubaron de nuevo (90 min a 37°C para la Lh y 48 h a 4°C para la Fsh).
Posteriormente, se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario o GAR-HRP
(HRP-labelled goat anti-rabbit IgG, dilucion 1/1000; Bio-rad Laboratories, Inc.) a 37°C
(100 pl/pocillo durante 1 h para la Lh y 50 pl/pocillo durante 45 m para la Fsh). El color
(amarillo) se desarrollo tras adicion de 100 pl/pocillo de la solucion TMB para sustrato

peroxidasa (TMB, peroxidase substrate solution, Bio-Rad Laboratories, Inc). La
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reaccion se detuvo 25 min después de haber afiadido la solucion de TMB mediante
incorporacion de acido sulfarico (H,SO4) 1N (100 pl/pocillo) y 5 min de incubacion, lo
cual vir6 la muestra a una coloracién azulada. La densidad optica se leyo a 450 nm

mediante un lector de placas (Microplate Reader Model 3550; Bio-Rad Laboratories).

La medida de los androgenos (T y 11-KT) y de la Gnrhl se realizaron mediante el
ensayo EIA (Enzyme Immunoassay) o Ensayo inmunoenzimatico. El EIA también es
una técnica de inmunoensayo, en la que un antigeno inmovilizado es reconocido
especificamente por un anticuerpo primario. Este a su vez es reconocido por un
marcador especifico (trazador) que lleva enlazado una enzima capaz de generar un
producto detectable, como por ejemplo un cambio de color. De esta forma, los niveles
plasmaticos de T se analizaron usando un EIA especifico para la lubina desarrollado por
Rodriguez et al. (2000a), mientras que los niveles de 11-KT en plasma se determinaron
mediante un EIA desarrollado para el esturion siberiano (Acipenser baeri) (Cuisset et
al., 1994) y modificado para su uso en la lubina (Rodriguez et al., 2005). El analisis de
Gnrhl en hipofisis e hipotdlamo se llevd a cabo mediante un EIA homologo
desarrollado por Holland et al. (1998) y adaptado para lubina por Rodriguez et al.
(2004). Los andrégenos se extrajeron de las muestras con metanol antes de su analisis
(Panreac Quimica S.A., Spain). Una vez evaporado el solvente organico, el extracto
seco se reconstituyo en el tampdn de reaccion (RB, Reaction Buffer; 100 ml de tampon
fosfato potasico 1 M; 0,1 g NaNj; 23,4 g NaCl; 0,37 g acido etildiaminotetraacético
(EDTA); 1 g BSA; enrasar a 1 L con agua bidestilada). El ensayo se realizo en placas de
96 pocillos cubiertas con 200 pl por pocillo de un anticuerpo monoclonal (mouse anti-
rabbit IgG, dilucion 1:1800; Sigma). Cada componente del ensayo, es decir, la curva
estandar, trazador (0,083 UE/ml para T y 0,1042 UE/ml para 11-KT; Spi-bio),

anticuerpos especificos (dilucion 1/3000000 para T y 1/200000 para 11-KT) y muestras,
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se afiadi6 a la placa en un volumen de 50 pl por pocillo, de tal forma que el trazador
enzimatico y las moléculas de androgenos reconocieron y se unieron al anticuerpo
monoclonal. Posteriormente, las placas se incubaron toda la noche (16-19 h) a 37°C.
Después de la incubacion, se lavaron y se afiadieron 200 pl del reactivo de Ellman a
cada pocillo, de tal forma que el trazador reacciond con dicho reactivo para dar un color
amarillo. Se incubaron de nuevo en oscuridad y agitacion a 20°C durante el tiempo
necesario hasta la aparicion del color amarillo. La densidad oOptica se leyo a 405 nm
mediante un lector de placas. En el caso de la Gnrhl, la homogeneizacion de los tejidos
se realiz6 en 250 pl de PBS y se utilizé una alicuota de 100 pl para el ensayo hormonal.
La proteina se extrajo durante 10 min a 80°C mediante la adicién de 100 pl de acido
acético 2N. Posteriormente se centrifugd a 10000 x g, 30 min a 4°C y el pellet se
reconstituyo en el tampdon RB. El desarrollo del ensayo es el mismo que el descrito para
los androgenos. El anticuerpo especifico para T (Rodriguez et al., 2000a), Gnrhl
(Rodriguez et al., 2000b) y 11-KT (Rodriguez et al., 2001a) se us6 a una dilucion
1/1000000 y el trazador a una concentracion de 0,5 UE/ml (Spi-bio). Los niveles totales
de proteina se midieron utilizando el kit de ensayo de proteinas Pierce BCA (Thermo

Scientific).

3.6.2 Ensayos inmunohistoquimicos

La inmunohistoquimica es un procedimiento que permite identificar/localizar una
proteina (antigeno) determinada en un tejido, haciendo uso para ello de un anticuerpo
especifico que la reconoce y que se encuentra acoplado a un método de deteccion
colorimétrica de dicho anticuerpo. Esta técnica se suele aplicar sobre muestras de tejido,
correctamente fijadas y congeladas o incluidas en parafina. Asi, el complejo antigeno-
anticuerpo formado se puede localizar e identificar en muestras tisulares o citologicas

mediante alguna de las técnicas especificas existentes (peroxidasa antiperoxidasa,
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fluoresceina, etc.). Mediante esta técnica se pueden identificar los marcadores
antigénicos caracteristicos de distintas lineas de diferenciacion y funcionamiento

celular.

Con el fin de identificar la naturaleza de las células Kiss2 de la hipéfisis de lubina, asi
como su relacion con las células gonadotropas y las fibras Gnrhl, se realizaron
detecciones de inmunohistoquimica doble con anticuerpos previamente validados

(Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Informacion detallada de los anticuerpos utilizados en la inmunohistoquimica doble.

Proteina  Especie Antigeno Referencia Dilucion
donante

Kiss2 Conejo ELEVPT Escobar et al., 2013b 1:200

Gnrhl Cobaya Gnrhl (GAP)de lubina  Gonzélez-Martinez ef al., 1:500

(GAP) 2002a

Lhp Conejo Lhp Nativa purificada Mateos et al., 2003; 2006 1:1000

Fshp Conejo FshP Recombinante Mateos et al., 2003; Molés 1: 1000

etal.,2011,2012

Los protocolos fueron diferentes dependiendo de si los anticuerpos utilizados se habian
generado en el mismo o distintos animales. Para obtener los cerebros, los peces se
anestesiaron en 2-fenoxietanol (Sigma) al 0,025% y se perfundieron transcardialmente
usando una bomba peristéltica con 50 ml de NaCl al 0,65% primero y una solucion de
fijacion (paraformaldehido (PAF) 4%, tampon fosfato, 0,1M pH 7.4, y acido picrico
1%) después. Posteriormente se continudé con la fijacion durante toda la noche a
temperatura ambiente, se deshidrataron, se incluyeron en parafina, y se cortaron
transversalmente en siete series paralelas a un espesor de 6 um. Las secciones se
montaron en portaobjetos de poli-L-lisina y se mantuvieron a 4°C bajo ambiente libre

de RNasas hasta su uso.

Para las detecciones inmunologicas las secciones de hipofisis se desparafinaron en

xileno y se rehidrataron mediante concentraciones decrecientes de etanol a temperatura
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ambiente. Posteriormente, se lavaron dos veces en PBS 0,1M y se transfirieron a otra
cubeta donde se desenmascaré el antigeno (Tris-HC1 50 mM, pH 9,5; 20 min a 95°C).
Los portaobjetos se dejaron enfriar durante 15 min, a temperatura ambiente, antes de
lavarlos dos veces en PBST (PBS con Triton 0,1%) y se bloquearon en soluciéon de
bloqueo al 0,5% en PBS (pH 7,4) durante 1 hora a temperatura ambiente. Cuando se
usaron dos anticuerpos generados en distintos animales (Kiss2, Gnrhl), las muestras se
incubaron, durante toda la noche en una cdmara humeda, a temperatura ambiente, con
los anticuerpos primarios (anti-Kiss2 diluido 1:200 y anti-Gnrhl diluido 1:500), en
solucion de bloqueo al 0,5% en PBS. Las secciones se lavaron al dia siguiente dos veces
en PBS y se incubaron durante 2h en un camara oscura, a temperatura ambiente, con los
dos anticuerpos secundarios, Alexa 594 labelled goat anti-rabbit para Kiss2 y Alexa 488
labelled goat anti-guinea pig para Gnrhl (Molecular Probes, Invitrogen Eugene OR,
EE.UU.), ambos diluidos 1:300 en solucién de bloqueo al 0,5% en PBS. Después de
lavar con PBS, se llevo a cabo una tincidén nuclear incubando las secciones con Hoechst
(Life Technologies, diluido 1:1000). Por tultimo, los portaobjetos se lavaron y se

montaron con Prolong Gold antifade reagent (Invitrogen).

En el caso de la inmunohistoquimica doble con dos anticuerpos primarios generados en
el mismo animal (Tabla 3.2, Kiss2, Lhf3, Fshf), se puso a punto un método de doble
inmunofluorescencia, modificado del desarrollado por Kroeber et al. (1998) para
anticuerpos primarios de la misma especie donante. Asi, tras desparafinar y bloquear las
secciones, como se ha explicado en el protocolo anterior, las muestras se incubaron
durante toda la noche en una cdmara hiimeda a temperatura ambiente con el primer
anticuerpo primario (anti-Kiss2 diluido 1:200) en solucion de bloqueo al 0,5% en PBS.
En paralelo, el segundo anticuerpo primario (anti-Lhf o anti-Fshf diluidos 1:1000) y el

segundo anticuerpo secundario (Alexa 594 labelled goat anti-rabbit diluido 1:1000) se
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incubaron juntos en un tubo con baja capacidad de unioén de proteinas (low bind protein
tube, Eppendorf) en solucion de bloqueo al 0,5% en PBS, durante toda la noche a 4°C.
En un tubo aparte, se incubd el segundo anticuerpo secundario solo (Alexa 594 labelled
goat anti-rabbit diluido 1:1000), el cual posteriormente serviria como control negativo.
Al el segundo dia, las secciones se lavaron y se incubaron durante 2h con el primer
anticuerpo secundario (Alexa 488 labelled goat anti-rabbit diluido 1:300). Después, se
lavaron y se preincubaron con suero preinmune de conejo al 5% (v/v), durante 1 hora a
temperatura ambiente, con el fin de bloquear la union del segundo anticuerpo primario
(anti-LhB o anti-Fshf) a los sitios de union libres del primer anticuerpo secundario
(Alexa 488 labelled goat anti-rabbit). Finalmente, después de una post-fijacion con PAF
al 4 % durante 15 min, las secciones se lavaron y e incubaron con el conjugado del
segundo anticuerpo primario (anti-Lhf o anti-Fshf) y del segundo anticuerpo
secundario (Alexa 594 labelled goat anti-rabbit), o bien, con el segundo anticuerpo
secundario solo (Alexa 594 labelled goat anti-rabbit; control negativo) durante toda la
noche a temperatura ambiente. Antes de anadir este complejo de anticuerpos a los
portaobjetos con las muestras, estos se preincubaron en los tubos con suero preinmune
de conejo al 5% (v/v), durante 1 hora a temperatura ambiente, para saturar los sitios de
union libres de segundo anticuerpo secundario (Alexa 594 labelled goat anti-rabbit).
Después de lavar con PBS, se llevo a cabo una tincién nuclear incubando las secciones
con Hoechst (Life Technologies, diluido 1:1000). Por ultimo, los portaobjetos se
lavaron y se montaron con Prolong Gold antifade reagent (Invitrogen). Para verificar la
validez de la técnica, se utilizO una serie de cada seccion para la doble
inmunohistoquimica y la otra para el control negativo correspondiente, en la cual s6lo
debe aparecer la sefial Kiss2, ya que al bloquear la unién del segundo anticuerpo

secundario al primer anticuerpo primario se evita la reaccion cruzada de anticuerpos.

74|Pagina



3. Metodologia

3.7 Técnicas de cultivo celular

El cultivo celular es una metodologia mediante la cual se pueden cultivar células en
condiciones controladas. Este tipo de técnicas permiten un control preciso del medio
que rodea a la célula de manera que se pueden controlar tanto factores fisico-quimicos
(pH, temperatura, niveles de COa,,...), como fisiologicos (hormonas, factores de

crecimiento, densidad celular,...).
3.7.1 Cultivo de lineas celulares. Estudio de especificidad ligando-receptor

En las transfecciones transitorias para estudios funcionales de los receptores Gpr54 se
usd la linea de células de ovario de hamster chino, CHO. Las células CHO se
mantuvieron a 37°C bajo 5% de CO; en medio Eagle modificado de Dulbecco (DME)
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 5%, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml
de estreptomicina. Seis horas antes de la transfeccion, las células se sembraron en placas
de cultivo de 24 pocillos (confluencia del 80% - 90%) y posteriormente se transfectaron
de manera transitoria con el reactivo Lipofectamina (Invitrogen), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las células CHO se co-transfectaron con las siguientes
proporciones de plasmidos, pSRE-Luc o pCRE-Luc reportero (1 pg), pcDNA3
(transfeccion control) o pcDNA-gpr54-1b o pcDNA-gpr54-2b o pcDNA-hGpr54 o
pcDNA-mGpr54 (160 ng), y pRL-TK (320 ng). Dos dias después de la transfeccion, se
repartieron en placas de 96 pocillos y se estimularon durante 6 h con concentraciones
crecientes (de 10° a 107"°M) de los decapéptidos (Kiss1-10 ¢ Kiss2-10) de lubina, asi
como con las formas mas largas (Kiss1-15 6 Kiss2-12), ambos diluidos en medio OPTI-
MEM (Invitrogen). En el caso de las transfecciones que contenian el plasmido SRE-

Luc, las células se mantuvieron sin suero 2h antes del inicio del experimento para evitar
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la estimulacion de este sistema de sefalizacion por el suero. Se realizaron dos

experimentos independientes de transfeccion y cada uno de ellos se hizo por duplicado.

Tras la estimulacion, las actividades luciferasa, tanto de luciérnaga como de Renilla, se
determinaron utilizando el sistema de ensayo de luciferasa Dual-Glo (Promega,
Madison, WI). Para ello, a cada placa de 96 pocillos se afiadieron en igual volumen el
Reactivo Dual-Glo® y el medio de cultivo usado para la transfeccion. Después de 10
min, se midi6 la actividad luciferasa de luciérnaga en un lector de microplacas ULTRA
Evolution multi-deteccion (Tecan), y se expresé como unidades relativas de luz (RLU).
Posteriormente, se anadi6 a los pocillos volimenes iguales de Reactivo Dual-Glo® Stop
& Glo® y medio de cultivo original usado para la transfeccion. Finalmente, después de
10 min, se midi6 la actividad luciferasa de Renilla en un lector de microplacas y se
expresd6 como RLU. Los datos se representaron como la actividad relativa de la

luciferasa de luciérnaga respecto a la actividad luciferasa de Renilla.
3.7.2 Cultivo primario de células de hipofisis

Se extrajeron las hipdfisis de machos adultos de lubina y se colocaron rapidamente en
medio de dispersion, DM (L-15 con sales de Hanks, Hepes 25 mM, BSA 0,5 %,
penicilina - estreptomicina al 1 %, pH = 7,4), enfriado en hielo. Todas las hipofisis (n =
7-10) se lavaron bajo campana de flujo laminar con DM a temperatura ambiente y se
cortaron en fragmentos de 1 mm’. Los fragmentos lavados y cortados se transfirieron a

un tubo de 15 ml para su dispersion.

La dispersion de las células hipofisarias se baso en el método de digestion desarrollado
para la lubina por Cerda-Reverter et al. (1999) con algunas modificaciones. Asi, las
células se dispersaron enzimaticamente usando un método de digestion de

tripsina/DNasa II. Para ello los fragmentos se expusieron, en primer lugar, a una
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solucion de tripsina al 0,33% en medio de dispersion durante 40 min a temperatura
ambiente. Después de la tripsinizacion, se centrifugaron a 500 x g durante 15 min y se
elimino el sobrenadante. Seguidamente, se inhibi6 la actividad de la tripsina con FBS al
10%. Se volvid centrifugar a 500 x g durante 15 min y se elimindé de nuevo el
sobrenadante. Por ultimo, las células hipofisarias se trataron con DNasa II (0,1 mg/10
ml) durante 10 min y se realizd una ultima centrifugacion a 500 x g durante 15 min.
Después de eliminar el sobrenadante, se dispersaron mecanicamente mediante pipeteo
enérgico en DM fresco y a temperatura ambiente. A continuacion, las células ya
dispersas se filtraron a través de un filtro de tamafio de poro de 100 um, eliminando asi
los fragmentos que quedaron sin dispersar. Las células filtradas se centrifugaron a 500 x
g durante 10 min y se resuspendieron en 5 ml de medio L-15 libre de suero (L-15 con
Hepes 25 mM, BSA al 0,1 %, penicilina-estreptomicina al 1 %, pH = 7,4). Después de
estimar el nimero de células viables con azul de tripano (> 98 % de viabilidad), las
células hipofisarias dispersas se cultivaron en placas de cultivo de 24 pocillos (Falcon,
Becton Dickinson, NJ) a una densidad de 3 x 10° células/pocillo/ml y se dejaron pre-
incubando toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente se remplazo el medio
antiguo por medio nuevo L-15 con FBS al 10%. Después de 3 dias de incubacion, para
permitir la recuperacion de los receptores de membrana, se reemplazé el medio antiguo
con medio de cultivo nuevo, libre de suero (0,5 ml/pocillo), conteniendo los
tratamientos correspondientes. Después de la incubacion con los distintos tratamientos,
el medio se recogid y se guardd a -20°C hasta los andlisis de Lh y Fsh. Paralelamente,
las células se homogeneizaron en 250 pl de TRIzol y se guardaron a -80°C hasta la
extraccion de RNA. Todos los tratamientos se realizaron por cuadruplicado y los

experimentos se repitieron dos veces.
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Para los tratamientos se usaron dosis tnicas de Kiss1-15 o Kiss2-12 (10°M) durante 2,
4, 6, 8 y 12h, y distintas dosis de Kissl-15 o Kiss2-12 (de 10*M a IO’SM) durante 4 y
8h. Adicionalmente, se analizd la interaccion de ambos péptidos con un analogo de la
Gnrh (LHRHa) durante 4 y 8h de incubacion. La dosis elegida de LHRHa (107'°M) se
seleccion6 de acuerdo con un estudio previo en lubina (Forniés et al., 2003). Para
estudiar el efecto de los esteroides sexuales (E2 y T) sobre la accion de Kissl-15 o
Kiss2-12 en la liberacion de gonadotrofinas, el dia antes del experimento, las células se
preincubaron con medio que contenia E2 (50 nM) o T (50 nM). Después de esta
preincubacion, se sustituyo el medio antiguo por medio fresco que contenia E2 o T (50

nM) con o sin Kiss1-15 o Kiss2-12 (10°M) y se incub6 durante 4 y 8h adicionales.
3.8 Analisis histologico

Las gonadas se extrajeron y se fijaron por inmersion en formaldehido 4%:
glutaraldehido 1% (McDowell y Trump, 1976), se embebieron en polimero de resina de
metacrilato 2 - hidroxietil (Technovit 7100, Heraeus Kultzer, Alemania), se cortaron (3
pum) y se tiieron de acuerdo a Bennett et al. (1976). Los estados del desarrollo testicular
se clasificaron por microscopia convencional, siguiendo criterios previamente
establecidos (Begtashi et al., 2004): Estado I (fase inmadura), Estado II (fase de
proliferacion), Estado III (fase meidtica), Estado IV (fase de diferenciacion), Estado V

(fase espermiogénica) y Estado VI (fase de post-puesta).
3.9 Analisis del esperma

Para la extraccion y estudio del esperma, los peces se anestesiaron en 2-fenoxietanol y
una vez limpia el area genital con agua destilada y secada, se extrajo el esperma por
masaje abdominal y se recolectd en un tubo conico graduado, para medir el volumen

total del esperma extraido. Se evité cuidadosamente que las muestras recogidas para
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analisis estuvieran contaminadas con heces, orina y/o agua. Una vez extraido el
esperma, se midio el volumen y las muestras se mantuvieron en hielo hasta su analisis,

que se realizo inmediatamente después a la extraccion.

Previamente al analisis del esperma, las muestras se diluyeron 1:100 en un medio no
activador (0,350 NaCl; 0,011 g KCI; 0,26265 MgCL.6H,0; 0,05165 g CaCl,.2H,0;
0,168 g NaHCOs; 0,008 g glucosa, 1 g BSA; enrasar hasta 100 ml con agua bidestilada
y ajustar el pH a 7,70) comunmente usado para el esperma de lubina (Fauvel et al.
1998). El esperma diluido se activé con agua de mar (dilucién final 1:1000) y se
afiadieron 2 pl de esta mezcla a un portaobjetos Neubauer. El esperma ya activado se
observé en un microscopio Nikon Eclipse E400. La motilidad del esperma se grabd con
una camara de video Sony CCD-IRIS conectada a un analizador de movilidad
computarizada (Integrated Semen Analysis System, PRO-ISER 1 + D). Los
espermatozoides se clasificaron en cuatro categorias, en funcion de su velocidad:
inmoviles, lentos (velocidad < 10 pum/s), moderados (velocidad = 10 - 45 um/s) y
rapidos (velocidad > 45 um/s). Como indicadores de calidad del esperma se analizaron
varios parametros de velocidad: velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL)
y velocidad lineal (VAP); y varios parametros de motilidad: indice de linealidad (LIN),
indice de rectitud (STR), indice de oscilacion (WOB), amplitud de desplazamiento

lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batido (BCF).

3.10 Tratamiento de datos y analisis estadistico

Todos los datos se presentan como la media + el error estandar de la media (SEM). Las
diferencias significativas de los distintos niveles hormonales y de expresion génica,
entre los diferentes puntos de muestreo, se analizaron por un ANOVA de una via

seguido por la prueba de Tukey de diferencias multiples. En el caso de existir dos
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variables, por ejemplo tamafio y fecha de muestreo, o tratamiento fotoperiddico y fecha
de muestreo, las diferencias significativas se analizaron por un ANOVA de dos vias
seguido por la prueba de Tukey de diferencias multiples. Antes del andlisis, se
comprobo si los datos presentaban una distribucion normal y en aquellos casos que lo
requerian se aplicé aquella transformacion que permitia tanto la normalizacion como la
uniformizacién de las varianzas. Cuando esto no fue posible se utilizo el test de
estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis por rangos. Las diferencias entre los
distintos estados de desarrollo gonadal se analizaron mediante el test exacto de Fisher
para dos muestras independientes. Las diferencias encontradas se consideraron
significativas cuando P<0,05. Todos los andlisis se llevaron a cabo con la version 3.5

del programa SigmaStat (Systat Software Inc., Richmond, CA).
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Capitulo 4.1 Estudio de la especificidad ligando-receptor del sistema Kiss/Gpr54

en la lubina

Con el objetivo de definir las interacciones ligando-receptor del sistema kisspeptina en
la lubina, se analiz6 la capacidad de los receptores para activar vias de sefalizacion
especificas, tras su estimulacion con los distintos ligandos. Para ello se utilizd la
transactivacion del gen de la luciferasa de luciérnaga, bajo el control de dos promotores
distintos, el SRE que indica la activacion de la via de sefializacion de la PKC y el CRE
como indicador de la ruta de la PKA. En las células control transfectadas solo con el
vector pcDNA3 vacio y estimuladas con los péptidos Kissl-10 o Kiss2-10, no se
observé induccion de la actividad luciferasa por ninguna de las dos vias, PKC o PKA
(datos no mostrados), lo que indica que las células CHO utilizadas para el ensayo no

expresan receptores de kisspeptina endogenos.

El estudio farmacolégico de los receptores de kisspeptina de lubina muestra que Gpr54-
1b y Gpr54-2b, pueden actuar a través de las dos rutas, PKC y PKA, mostrando, a su
vez, una respuesta diferencial en la selectividad de los ligandos ensayados. Asi, el uso
del sistema SRE puso de manifiesto que el péptido Kissl-15 era el mas potente en la
activacion del receptor Gpr54-1b al aumentar en 10,0 veces la actividad luciferasa
respecto a los niveles basales del receptor sin activar, mientras que Kiss1-10 provoco un
aumento de 4,8 veces. Por el contrario, Kiss2-10 y Kiss2-12 tan solo incrementaron la
activacion del receptor en 1,6 y 3,3 veces, respectivamente (Fig. 4.1A). Con el sistema
CRE se observo de nuevo que el péptido Kissl-15 era el mas potente activando el
receptor Gpr54-1b al generar un aumento de la actividad luciferasa de 24,7 veces
respecto a los niveles basales, mientras que el aumento provocado por Kiss1-10 fue de

9,4 veces. Por otro lado, el péptido Kiss2-12 aumentd en 2,5 veces la actividad
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luciferasa, en comparacion con Kiss2-10 que no mostrdé ningun efecto en las células

CHO transfectadas con el receptor Gpr54-1b (Fig. 4.1B).
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Figura 4.1 Selectividad de diferentes kisspeptinas por sus receptores en la lubina. Variaciones de
actividad luciferasa controlada por elementos SRE (A, C) o CRE (B, D) en células CHO transfectadas
con gpr54-1b (A, B) o gpr54-2b (C, D) y estimuladas con distintas dosis de Kiss1-15, Kiss1-10, Kiss2-12
o Kiss2-10. Variaciones de actividad luciferasa controlada por elementos SRE en células CHO
transfectadas con el receptor GPR54 humano (AGPR54) (E) y de raton GPR54 (mGpr54) (F) y
estimuladas con Kiss1-15, Kiss1-10, Kiss2-12 o Kiss2-10. Los resultados se representan como los valores
medios £ SEM de dos experimentos independientes, realizados cada uno por duplicado y se expresan
como la relacion de la actividad luciferasa de luciérnaga frente a la luciferasa de Renilla. La linea
horizontal de puntos en cada grafica corresponde al nivel basal de actividad luciferasa en ausencia de
kisspeptinas. Las letras mintusculas muestran diferencias significativas (P<0,05) respecto a los niveles
basales para cada concentracion de péptido.
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En el caso del receptor Gpr54-2b, se observd una interaccion distinta con los ligandos a
la observada con el receptor Gpr54-1b. Con el sistema SRE el péptido Kiss2-12 fue el
mas potente activando el receptor Gpr54-2b con un aumento de actividad luciferasa de
3,3 veces respecto a los niveles basales, mientras que Kissl-15, Kiss2-10 y Kiss1-10
provocaron aumentos de tan solo 1,4, 1,6 y 1,46 veces, respectivamente (Fig. 4.1C). Por
otro lado, el uso del sistema CRE también mostrd que el péptido Kiss2-12 generaba la
mayor activacion del receptor Gpr54-2b con un aumento actividad luciferasa de 3,9
veces respecto a los niveles basales, mientras que Kissl-15 indujo un aumento de 2,3
veces. En contraste, Kiss2-10 y Kiss1-10 exhibieron incrementos de tan solo 1,7 y 1,3

veces, respectivamente (Fig. 4.1D).

Adicionalmente, se examin6 si los decapéptidos de kisspeptinas de lubina o sus formas
mas largas, Kissl-15 y Kiss2-12, activaban diferencialmente los receptores de
kisspeptina humano y de raton. Para ello se utiliz la transactivacion del promotor
reportero SRE que representa la activacion de la via de sefializacién mas comin para los
receptores de kisspeptina en mamiferos. Se observo que los péptidos derivados de Kissl
de lubina eran capaces de activar eficientemente el GPR54 humano, mostrando una
potencia similar, mientras que Kiss2-12 activo al receptor de manera similar a la de los
péptidos Kissl. El péptido Kiss2-10 de lubina mostré una capacidad de activacion baja
(Fig. 4.1E). Cuando se analizd la activacion del receptor de kisspeptina de raton, el
péptido Kissl-15 fue el mas potente de entre todos los péptidos examinados, mientras
que Kissl-10 y Kiss2-12 apenas activaron al receptor, y Kiss2-10 no mostr6 ningun

efecto (Fig. 4.1F).
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Capitulo 4.2 Analisis del efecto de la administracion central de Kisspeptinas sobre

el eje reproductivo de la lubina

4.2.1 Efectos a corto plazo de la administracion central de kisspeptinas sobre la

expresion de genes cerebrales implicados en la funcion reproductiva

Para establecer el mecanismo endocrino implicado en la accion directa de Kiss1-15 y
Kiss2-12 a nivel cerebral, se analiz6 la expresion de los dos receptores de kisspeptina
(gpr54-1b 'y gpr54-2b) y de las tres formas de Gnrh (gnrhli, gnrh2 y gnrh3) presentes en
el cerebro de la lubina. De acuerdo con la distribucion cerebral de los receptores de
kisspeptina, previamente establecida en la lubina (Escobar et al., 2013b), se
determinaron los niveles de expresion de los receptores gpr54-1b 'y gpr54-2b en el FB-
MB vy en el hipotdlamo. Asi, la administracion central de Kiss2-12 dio lugar a un
aumento significativo de la expresion de gpr54-2b en el FB-MB 6h después de la
inyeccion (Fig. 4.2A). Ademas, la accion de Kissl-15 también aumentd
significativamente la expresion de este receptor, en la misma area, 8h después de la
inyeccion. Sin embargo, ninguno de estos péptidos tuvo un efecto significativo sobre la
expresion de dicho gen en el hipotalamo (Fig. 4.2B). Por otro lado, después del
tratamiento con Kissl-15 y Kiss2-12, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de expresion del receptor gpr54-1b ni en el FB-MB (Fig. 4.2C) ni en el

hipotalamo (Fig. 4.2D).

Con el fin de evaluar el efecto directo de ambos neuropéptidos sobre la expresion del
sistema Gnrh en el cerebro, también se determinaron los niveles de mRNA de gnrhl,
gnrh2 y gnrh3 en el FB-MB, donde se expresan estos 3 genes, y los de gnrhl en el

hipotalamo.
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Figura 4.2 Expresion génica relativa de gpr54-2b y gpr54-1b en el cerebro anterior y medio (FB-MB)
(A, C) y en el hipotdlamo (B, D) de los peces control (barras negras), peces tratados con Kiss1-15 (barras
de color gris claro) y peces tratados con Kiss2-12 (barras grises oscuras) en el experimento a corto plazo.
Los valores se expresan como la media £ SEM. Las letras minusculas distintas indican diferencias
significativas (P<0,05) entre tratamientos en el mismo punto de muestreo.

En el FB-MB, los niveles de expresion de gnrhl y gnrh2, de los peces tratados con los
neuropéptidos Kissl-15 o Kiss2-12, fueron significativamente menores que los de los
peces control, 6h después de la inyeccion (Figs. 4.3A y 4.3B). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en la expresion de gnri3 (Fig. 4.3C). Por tultimo,
el tratamiento con Kiss1-15 o Kiss2-12 no dio lugar a diferencias significativas en la

expresion de gnrhl en el hipotadlamo (Fig. 4.3D).
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Figura 4.3 Expresion génica relativa de gnrhl, gnrh2 y gnrh3 en el cerebro anterior y medio (FB-MB)
(A, B, C) y de gnrhl en el hipotalamo (D) de los peces control (barras negras), peces tratados con Kiss1-
15 (barras de color gris claro) y peces tratados con Kiss2-12 (barras grises oscuras) en el experimento a
corto plazo. Los valores se expresan como la media = SEM. Letras minusculas distintas indican
diferencias significativas (P<0,05) entre tratamientos en el mismo punto de muestreo.

4.2.2 Efectos a corto plazo de la administracion central de kisspeptinas sobre el

contenido de Gnrhl1 en el hipotalamo y en la hipofisis

En los peces tratados con Kissl-15 el contenido hipotaldmico de Gnrhl aumentd
significativamente 12h después de la inyeccion, mientras que en los tratados con Kiss2-
12, este aumento se observo a 6h post-inyeccion (Fig. 4.4A). Por otro lado, en los peces
tratados con Kissl-15 el contenido hipofisario de Gnrhl aumenté significativamente
12h después de la inyeccion, pero el tratamiento con Kiss2-12 no tuvo efecto en ningun

punto de muestreo (Fig. 4.4B).
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Figura 4.4 Niveles del contenido de Gnrhl en el hipotalamo (A) y en la hipdfisis (B) de peces control
(barras negras) y tratados con Kiss1-15 (barras de color gris claro) y Kiss2-12 (barras grises oscuras) en el
experimento a corto plazo. Los valores se expresan como la media + SEM. Letras minusculas distintas
indican diferencias significativas (P<0,05) entre tratamientos en el mismo punto de muestreo.

4.2.3 Efectos a corto plazo de la administracion central de kisspeptinas sobre los

receptores de Gnrh en la hipofisis

La Figura 4.5 muestra el efecto de la administracion central de Kissl-15 y Kiss2-12
sobre los niveles de expresion de los receptores de Gnrh, gnrhr-1I-1a y gnrhr-1I-2b, en
la hipofisis. La inyeccion de Kiss2-12, pero no de Kiss1-15, dio lugar a una disminucién
significativa de los niveles de mRNA del receptor gnrhar-II-1a en la hipdfisis 12h
después del tratamiento (Fig. 4.5A).
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Figura 4.5 Expresion génica relativa de gnrhr-I1I-1a (A) y gnrhr-1I-2b (B) en la hipoéfisis de los peces
control (barras negras) y los tratados con Kissl-15 (barras de color gris claro) y Kiss2-12 (barras grises
oscuras) en el experimento a corto plazo. Los valores se expresan como la media = SEM. Letras
minusculas distintas indican diferencias significativas (P<0,05) entre tratamientos en el mismo punto de
muestreo.
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El tratamiento con Kiss1-15 o Kiss2-12, no tuvo efecto sobre la expresion del receptor

gnrhr-1I-2b en la hip6fisis en ningin punto de muestreo (Fig. 4.5B).

4.2.4 Efectos a corto plazo de la administracion central de Kkisspeptinas sobre los

niveles plasmaticos de algunas hormonas implicadas en el proceso reproductivo

A lo largo del experimento los peces tratados con Kiss1-15 o con Kiss2-12, mostraron
diferencias importantes en los niveles plasmaticos de Lh respecto al grupo control. En
los tratados con Kissl-15 se observd un aumento significativo de los niveles de esta

hormona en plasma a las 48 y 72 horas después de la inyeccion (Fig. 4.6A).
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Figura 4.6 Niveles de Lh (A), Fsh (B), T (C) y 11-KT (D) en plasma de los peces control (barras grises),
y los tratados con Kissl-15 (tridngulos blancos hacia arriba) y Kiss2-12 (circulos negros) en el
experimento a corto plazo. Los valores se expresan como la media + SEM. Letras minusculas distintas
indican diferencias estadisticas (P<0,05) entre tratamientos en el mismo punto de muestreo.

Los peces tratados con Kiss2-12 mostraron niveles, significativamente elevados, de Lh
en plasma desde las 8h después del tratamiento hasta el final del experimento. Es decir,

en los peces tratados con Kiss2-12 los niveles de Lh aumentaron antes y permanecieron

altos durante mas tiempo que en los tratados con Kissl-15. El efecto de la
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administracion i.c.v. de estos péptidos, sobre la liberacion de gonadotrofinas, solo
afectd a la Lh. No se observaron cambios en los niveles plasmaticos de Fsh a lo largo
del experimento (Fig. 4.6B). Por otro lado, solo los peces tratados con Kiss2-12
mostraron un aumento significativo de los niveles plasmaticos de androgenos sexuales,
concretamente de T (Fig. 4.6C) y 11-KT (Fig. 4.6D) que aumentaron a partir de 48 y 12
horas después de la inyeccion, respectivamente, permaneciendo elevados hasta el final

del experimento.

4.2.5 Efectos a largo plazo de la administracion central de kisspeptinas sobre los

niveles plasmaticos de algunas hormonas implicadas en el proceso reproductivo

Tres dias después de la inyeccion i.c.v., los peces tratados con Kissl-15 mostraron un
aumento significativo de los niveles plasmaticos de Lh, que regresaron a niveles basales
7 dias después de la inyeccion, manteniéndose asi hasta el final del experimento (Fig.
4.7A). Por otra parte, los tratamientos con Kiss2-12 indujeron un aumento significativo
de los niveles de Lh en plasma entre 3 y 7 dias después de la inyeccion, volviendo a sus
niveles basales a los 14 dias (Fig. 4.7A). De nuevo, Kiss2-12 estimul6 una liberacion de
Lh mayor y mas duradera en el tiempo que Kiss1-15. Los niveles plasmaticos de Fsh de
los peces tratados, bien con Kissl-15 o Kiss2-12, no mostraron ningiin cambio a lo
largo del experimento (Fig. 4.7B). Finalmente, al igual que se observo en el
experimento a corto plazo, la administracion central de Kiss1-15 no tuvo ningun efecto
sobre la liberaciéon de androgenos sexuales. Sin embargo, en los peces tratados con
Kiss2-12, se observo un aumento significativo de T en plasma entre 3 y 7 dias después
de la inyeccion (Fig. 4.7C). Por ultimo, tan solo los peces tratados con Kiss2-12
mostraron un ligero incremento significativo de 11-KT en plasma 3 dias después de la

inyeccion (Fig. 4.7D).
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Figura 4.7 Niveles de Lh (A), Fsh (B), T (C) y 11-KT (D) en el plasma de los peces control (barras
grises) y los tratados con Kissl-15 (tridngulos blancos hacia arriba) y Kiss2-12 (circulos negros) en el
experimento a largo plazo. Los valores se expresan como la media + SEM. Letras minusculas distintas
indican diferencias estadisticas (P<0,05) entre tratamientos en el mismo punto de muestreo.

4.2.6 Efectos a largo plazo de la administracion central de kisspeptinas sobre los

parametros de calidad del esperma

El tratamiento con Kiss2-12 indujo un aumento significativo del volumen de esperma
acumulado entre los 3 y 7 dias después de la inyeccion (Fig. 4.8A) y ademas, 3 dias
después de la inyeccion, provocd un ligero aumento significativo de la densidad
espermatica, con respecto al grupo control (Fig. 4.8B). Posteriormente, entre los dias 7
y 14 post-tratamiento, no se observaron diferencias significativas entre los grupos
control y Kiss2-12. Ademds, el tratamiento con Kiss2-12 provocd un aumento
significativo, respecto a los controles, del volumen de esperma recogido a los 3 y 7 dias
después del tratamiento (Fig. 4.8C), que volvid a los niveles basales a los 14 dias.
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Como se puede observar en la Figura 4.8C, 7 dias después de la inyeccion los peces
tratados con Kiss2-12 mostraron el mayor volumen de esperma recogido. Por ello, este
punto de muestreo se selecciond como el mas apropiado para comparar, entre los

distintos grupos, otros parametros de calidad y velocidad del esperma.
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Figura 4.8 Volumen de esperma acumulado (A) y concentracion de esperma acumulado (B) en cada
punto de muestreo. Volumen de esperma recolectado (C) y clasificacion del tipo de espermatozoides de
acuerdo a la velocidad (D) 7 dias después de la inyeccion de los peces control (circulo negro o barras
negras) y los tratados con Kissl-15 (circulo blanco o barras de color gris claro) y Kiss2-12 (triangulo
negro abajo o barras grises oscuras) en el experimento a largo plazo. Los valores se expresan como la
media £ SEM. Letras mintsculas distintas indican diferencias estadisticas (P<0,05) entre tratamientos.

La Fig. 4.8D muestra el tipo de espermatozoides, de acuerdo a su velocidad (tipo de
motilidad), encontrados en el dia 7. No se observaron diferencias significativas entre los
peces tratados con Kiss1-15 y los controles. Sin embargo, los peces tratados con Kiss2-
12 mostraron un porcentaje de espermatozoides rapidos significativamente mas alto (5,2

veces) que el grupo control, mientras que el porcentaje de espermatozoides inmoviles

93|Pagina



4. Resultados y desarrollo argumental

fue significativamente mas bajo (1,3 veces). El porcentaje de espermatozoides de
velocidad moderada fue significativamente mayor en los peces tratados con Kiss1-15 y

Kiss2-12 que en el grupo control.

Tras 7 dias de tratamiento con Kiss2-12 la densidad del esperma disminuyd
significativamente con respecto al grupo control, mientras que el volumen de esperma
recogido fue significativamente mas alto en los peces tratados con Kiss2-12 que en el
grupo control (Tabla 4.1, parte 1). En este punto de muestreo, los espermatozoides
rapidos de los peces tratados con Kiss2-12 mostraron valores mas altos de VCL, VSL y
VAP que el grupo control, con unos niveles promedio de 184,5 = 9,5 um/s, 95,3 + 11,1
pm/s y 1457 + 8,9 um/s, respectivamente (Tabla 4.1, parte 2). El tratamiento con
Kissl-15 aumentd significativamente el valor de VSL (17,1 + 1,4 pm/s) de los
espermatozoides lentos. Ademas, los parametros de motilidad LIN, STR y WOB
mostraron un aumento significativo en los espermatozoides rapidos de los peces
tratados con Kiss2-12, presentando valores medios de 52,5 + 6,5, 61,6 + 5,9 y 81,6 £
3,8, respectivamente (Tabla 4.1, parte 2). Por ultimo, la motilidad en ALH y BCF de
los espermatozoides progresivos moderados fue significativamente mayor en los peces
tratados con Kiss2-12 que en el grupo control (Tabla 4.1, parte 3). En los
espermatozoides del grupo tratado con Kiss2-12 esta motilidad en ALH y BCF, en

promedio, fue de 3,3 y 3,4 veces mayor, respectivamente.
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Tabla 4.1 Comparacion de los parametros de calidad del esperma a los 7 dias después de la inyeccion
entre peces control y los tratados con Kiss1-15 y Kiss2-12 en el experimento a largo plazo. Volumen de
esperma, concentracion de espermatozoides y trayectorias circulares (Parte 1). Los parametros de
velocidad incluyen la velocidad curvilinea, velocidad rectilinea, velocidad lineal, indice de linealidad,
indice de rectitud, indice de oscilacion (Parte 2), amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza y

frecuencia de batido (Parte 3).

Parte 1

Control

Kiss1-15

Kiss2-12

Volumen de esperma (ml)

Concentracion de esperma (milliones/ml)

0,5+0,1 (a)

15173,3£1216,4 (a)

1,3+0,4 (ab)

11860,4+1988,7 (ab)

1,7+0,4 (b)

9938,9+641,3 (b)

Trayectorias circulares (%) 9,7+1,5 (a) 19,7+4,9 (ab) 20,4+3,8 (b)
Parte 2 Control Kiss1-15 Kiss2-12
Velocidad curvilinea (VCL) (um/s)

Total 36,4+3,4 (a) 63,5+13,9 (ab) 81,248,7 (b)
Lentos 19,8+1,7 23,7+1,6 22,8422
Moderados 68,3+3,3 71,6+2,4 66,4+2,9
Rapidos 122,6+15,4 (a) 139,3+15,4 (a) 184,549,5 (b)
Velocidad rectilinea (VSL) (um/s)

Total 18,5+2,1 (a) 24,3422 (a) 44,3462 (b)
Lentos 10,9+0,4 (a) 17,1£1,4 (b) 13,8+1,7 (ab)
Moderados 24,5+3,6 33,5+5,7 36,6+4,9
Rapidos 51,3+8,4 (a) 47,2422 (a) 95,3+11,0 (b)
Velocidad lineal (VAP) (um/s)

Total 35,3+7,7 (a) 36,9+5,4 (a) 65,2+7,8 (b)
Lentos 16,0+1,4 20,5+1,4 17,0+1,8
Moderados 42,8+4,7 44,0+5,1 47,2+4.4
I,{épidos 100,0£18,7 (a) 102,0£17,3 (a) 145,6+8,9 (b)
Indice de linealidad (LIN)

Total 51,942,6 54,4462 55,044,7
Lentos 57,343,5 67,9+5,1 64,7+4,4
Moderados 32,944,3 48,1+8,1 49,7+7,8
Rapidos 29,445,7 () 31,1+7,8 (ab) 52,5+6,5 (b)
Indice de rectitud (STR)

Total 65,6+£2,8 69,8+4,7 67,5+4,1
Lentos 76,1434 81,043,2 80,842,6
Moderados 49,7+£3,9 66,6+6,4 64,2+7,7
I,{épidos 33,5+5,3 (a) 40,9+7,1 (ab) 61,6+5,9 (b)
Indice de oscilacion (WOB)

Total 78,3+1,7 75,2447 79,6+2,9
Lentos 80,9+1,4 86,3£3,0 79,343,0
Moderados 63,7+6,3 62,9+7,0 69,3+6,2
Rapidos 59,9+8,8 (a) 53,8+9,5 (a) 81,6+3,8 (b)
Parte 3 Control Kiss1-15 Kiss2-12
Amplitud de desplazamiento lateral

de la cabeza (ALH) (um)

Total 0,93+0,32 1,48+0,33 1,51£0,25
Moderados Progresivos 0,40+0,22 (a) 1,16+0,25 (ab) 1,34+0,29 (b)
Répidos Progresivos 0,73+0,31 0,65+0,33 1,20+0,31
Frecuencia de batido (BCF) (Hz

Total 2,434+0,98 4,49+1,03 5,13+0,79
Moderados Progresivos 1,29+0,72 (a) 3,50+0,78 (ab) 4,434+0,91 (b)
Répidos Progresivos 1,28+0,73 1,88+1,11 4,02+1,01

Los valores se expresan como la media £ SEM. Las letras minusculas distintas indican diferencias

estadisticas (P<0,05) entre tratamientos.
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Capitulo 4.3 Estudio de la regulacion directa de las kisspeptinas sobre las células

gonadotropas en la lubina

4.3.1 Niveles de expresion génica del sistema Kiss/Gpr54 en células dispersas de

hipofisis de lubina

Para cuantificar los niveles de expresion hipofisaria de los genes que forman parte del
sistema kisspeptina en lubina, se utilizO qPCR y se analizaron cultivos de células
dispersas de hipofisis de machos de esta especie. El transcrito del gen gpr54-1b fue el
mas abundante entre los analizados (Fig. 4.9), mostrando niveles de expresion
significativamente mayores que el resto de los genes del sistema. No se observaron
diferencias significativas entre los niveles de expresion de kiss2 y gpr54-2b, aunque
ambos genes presentaron niveles significativamente mas elevados que los de kiss/ que

estuvieron por debajo del limite de deteccion del ensayo.

2,5e-3 4

—o

2,0e-3 4

1,5e-3 4

Niveles de mRNA relativos
(normalizados a effa)

1,0e-3 4 b
T
5,0e-4 - —P
a
0,0 T T 7 T
kiss2 gpr54-2b kiss1 gpr54-1b

Figura 4.9 Niveles de expresion de kiss2, gpr54-2b, kissl y gpr54-1b en células dispersas de hipdfisis de
machos de lubina. Los valores se expresan como la media = SEM. Las diferencias significativas (P<0,05)
entre los distintos niveles de expresion estan representadas por letras mintisculas diferentes.
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4.3.2 Efecto directo de los péptidos Kiss1-15 y Kiss2-12 sobre la sintesis y secrecion

de las gonadotrofinas

Los cultivos de células hipofisarias se estimularon con los péptidos de kisspeptina
Kiss1-15 y Kiss2-12 con el fin de determinar si alguno de ellos ejercia un efecto directo
sobre la liberacion de las gonadotrofinas. Inicialmente las células se trataron con una
dosis fija (10°M) de Kiss1-15 o Kiss2-12 y su respuesta se analizé a lo largo del tiempo
(2,4, 6, 8y 12 horas). Los resultados muestran que el tratamiento con Kiss1-15 no tuvo
efecto sobre la liberacion de Lh (Fig. 4.10A) o Fsh (Fig. 4.10B) en ninguno de los
tiempos considerados. Sin embargo, el tratamiento con Kiss2-12 dio lugar a una
respuesta diferencial en la secrecion de ambas gonadotrofinas. De manera que, en
presencia de Kiss2-12 se observo un efecto estimulador significativo de la secrecion de
Lh (2,39 veces la del control) tras 6 y 8 horas de incubacion, volviendo a los niveles
basales a las 12h (Fig. 4.10C). Al considerar el contenido de Lh en las células
hipofisarias, justo antes del tratamiento con los péptidos, como el valor maximo (100%)
que éstas pueden secretar potencialmente (datos no presentados), se observd que a las
8h post-estimulacion el porcentaje de Lh liberada al medio por el control fue de 8,49%,
mientras que en el grupo tratado con Kiss2-12 era de 22,99%. Por otro lado, la misma
concentracion de este péptido (10°M) indujo una liberacion leve, pero significativa, de
Fsh tras 4h de estimulacion, para regresar a los niveles basales a las 6h (Fig. 4.10D). En
este caso, el porcentaje de Fsh secretada al medio, por parte del grupo control 8h
después de la estimulacion (datos no presentados), fue de 1,60%, mientras que en el

grupo tratado con Kiss2-12 fue de 2,22%.
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Figura 4.10 Secrecién temporal de Lh in vitro después del tratamiento con Kiss1-15 (10°M) (A) o Kiss2-
12 (10°M) (C). Secrecion temporal de Fsh in vitro después del tratamiento con Kiss1-15 (10°M) (B) o
Kiss2-12 (10°M) (D). Los resultados se expresan como el porcentaje del incremento sobre la secrecion
basal del grupo control a las 2h (ajustado al 100%). Los valores se expresan como la media + SEM. Las
diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos estan representadas por un asterisco en el punto
de muestreo considerado.

Para analizar si los péptidos Kiss tenian un efecto sobre la expresion génica de las
subunidades /hf y fshf, en este experimento de respuesta temporal, también se midieron
los niveles de expresion de dichos genes. Bajo estas condiciones experimentales, no se
observé ningun aumento significativo de los niveles de expresion de /hf y fshf (datos

no presentados).

Por otro lado, se estudio el efecto de distintas dosis (desde 10°M de 10®M) de Kiss1-15
y Kiss2-12 sobre la secrecion de Fsh y Lh, tras 4 y 8 horas de incubacion,
respectivamente. Kiss1-15 no tuvo efecto significativo sobre la liberacion de Lh o Fsh a

ninguna de las concentraciones consideradas (Figs. 4.11A y 4.11B).
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Figura 4.11 Secrecion de Lh in vitro tras 8h de incubacion con distintas dosis de Kiss1-15 (A) o Kiss2-12
(C). Liberacion de Fsh in vitro tras 4h de incubacion con distintas dosis de Kiss1-15 (B) o Kiss2-12 (D).
Los resultados se expresan como el porcentaje del incremento sobre la secrecion basal del grupo control
(ajustado al 100%). Los valores se expresan como la media + SEM. Las diferencias significativas
(P<0,05) entre los tratamientos estan representadas por letras minusculas diferentes.

La estimulacién con Kiss2-12 a concentraciones de 10°M, 10°M y 10"M aumentd
significativamente los niveles de Lh secretada a las 8h de tratamiento (Fig. 4.11C). La
presencia de Kiss2-12 a una concentracion de 10™®M no tuvo efecto sobre la liberacion
de Lh. Por otra parte, la incubacion con Kiss2-12 a concentraciones de 10°M, 10°M y
10'M incrementé significativamente la secrecion de Fsh tras 4h (Fig. 4.11D). La

. . ., -8 . .,
presencia de Kiss2-12 a una concentracion de 10™M no tuvo efecto sobre la liberacion

de Fsh.
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4.3.3 Efecto de la estimulacion combinada de Kiss1-15 o Kiss2-12 con el analogo

LHRHa sobre la liberacion de las gonadotrofinas.

Para determinar las interacciones potenciales entre los sistemas kisspeptina y Gnrh
sobre la liberacion de gonadotrofinas a nivel hipofisiario, se estudid el efecto del
tratamiento con Kissl-15 o Kiss2-12, solos (10°M) o en combinacién con una dosis
efectiva de LHRHa (107"'°M) ensayada previamente (Forniés et al., 2003). El efecto
sobre la liberacion de Lh se analizé a las 8h de incubacion (Fig. 4.12A), y de acuerdo a
lo ya descrito anteriormente, se observo que la presencia de Kiss2-12 estimulaba de
manera significativa la liberacion de Lh, pero el tratamiento con Kissl-15 no tuvo
efecto alguno. Por otra parte, la accion del analogo LHRHa aument6 significativamente
la liberacion de Lh (2,39 veces la del control) con un efecto estimulador mas potente
que el del Kiss2-12 (1,52 veces la del control). Es interesante sefialar que la
administracion combinada de Kiss2-12 y LHRHa tuvo un efecto estimulatorio aditivo
sobre la liberacion de Lh (3,45 veces la del control), significativamente superior al
provocado por la administracion de Kiss2-12 o LHRHa por separado. La administracion
de Kissl-15 en combinacion con LHRHa no gener6 dicho efecto aditivo sobre la

liberacion de Lh (Fig. 4.12A).

El efecto sobre la liberacion de Fsh se analizo tras 4h de incubacion (Fig. 4.12B). En
este caso, el tratamiento con LHRHa no tuvo efecto significativo sobre la secrecion de
Fsh y la administracion combinada con Kissl-15 o Kiss2-12 tampoco dio lugar a un
efecto aditivo sobre la secrecion de dicha gonadotrofina. So6lo la administracion de
Kiss2-12 provocdé un leve pero significativo aumento de la secrecion de Fsh (1,27 veces

sobre el control).
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Figura 4.12 Efectos de Kiss1-15, Kiss2-12 y LHRHa, solos o en combinacion, sobre la secrecion de Lh
tras 8h de tratamiento (A) y sobre la secrecion de Fsh 4h después de la estimulacion (B). Los resultados
se expresan como el porcentaje del incremento sobre la secrecion basal del grupo control (ajustado al
100%). Los valores se expresan como la media + SEM. Las diferencias significativas (P<0,05) entre los
tratamientos estan representadas por letras minusculas diferentes.

4.3.4 Efectos de los esteroides sexuales sobre la secrecion de gonadotrofinas en

respuesta al tratamiento con Kiss1-15 o Kiss2-12

Se sabe que los esteroides gonadales regulan la sintesis y secrecion de Lh y Fsh, de tal
forma que existen mecanismos de retroalimentacion positiva o negativa que actian
directamente a nivel hipofisario (Levavi-Sivan et al., 2010). Por ello, se estudio el
efecto del tratamiento con Kissl-15 o Kiss2-12 (10°M) sobre la liberacién de
gonadotrofinas en células hipofisarias dispersas pre-tratadas o no con esteroides
sexuales. En primer lugar se evalud la influencia de los esteroides sexuales sobre la
secrecion de gonadotrofinas. La preincubacion (16-20 horas) con esteroides sexuales,
E2 0 T, a 50 nM no alter6 la secrecion espontdnea de las gonadotrofinas, por parte de
las células dispersas de hipofisis (Fig. 4.13). Del mismo modo, el tratamiento con
Kiss1-15 no tuvo efecto significativo sobre la liberacion de Lh (Fig. 4.13A) o Fsh (Fig.

4.13B) en células tratadas con esteroides sexuales. Sin embargo, la preincubacion con
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esteroides, seguida del tratamiento con Kiss2-12 redujo, aunque no de forma

significativa, el efecto estimulador del Kiss2-12 sobre la secrecion de Lh (Fig. 4.13C).
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Figura 4.13 Efectos de Kissl-15 (A) o Kiss2-12 (B), en presencia o ausencia de E2 o T, sobre la
secrecion de Lh tras 8h de incubacion. Efectos de KissI-15 (C) o Kiss2-12 (D), en presencia o ausencia
de E2 o T, sobre la secrecion de Fsh 4h después de la estimulacion. Los resultados se expresan como el
porcentaje del incremento sobre la secrecion basal del grupo control (ajustado al 100%). Los valores se
expresan como la media + SEM. Las diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos estan
representadas por letras mintsculas diferentes.

Por otro lado, el tratamiento con Kiss2-12 increment6 el nivel de Fsh secretada respecto
al del grupo control y al de los generados por el tratamiento con Kiss2-12 en presencia
de los esteroides sexuales (Fig. 4.13D). De esta forma, en presencia de ambos esteroides

sexuales, el leve efecto estimulador del Kiss2-12 sobre la secrecion de Fsh se inhibid

completamente.
4.3.5 Caracterizacion de las células Kiss2 en la hipofisis

Puesto que Kiss2-12 fue la tnica kisspeptina que tuvo efecto sobre la secrecion de
gonadotrofinas, solo se estudio la naturaleza de las células hipofisiarias que expresan
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Kiss2. Para ello se llevo a cabo un estudio inmunohistoquimico (IHC) de la hipofisis de
machos de lubina utilizando un anticuerpo anti-Kiss2. Este revelo la presencia de un
numero muy elevado de células Kiss2 en la pars distalis proximal (PPD). Para
identificar la naturaleza de estas células Kiss2 en relacion a los gonadotropos, se realizo
una [HC doble utilizando el anticuerpo anti-Kiss2 en combinacién con anticuerpos
homologos validados contra Lhf y Fshf de lubina. En la PPD de la hip6fisis de machos,
en reposo gonadal (inmaduros, Agosto), se observaron células inmunoreactivas a la
Fshp (Fshp-ir), pero nunca en co-localizacion con Kiss2 (Figs. 4.14A, B y C). Sin
embargo, en este mismo estado de desarrollo testicular se observd que Kiss2 se expresa,
principalmente, en las células Lhp-inmunoreactivas (Lhp-ir). Ademas, algunas células
Kiss2-inmunoreactivas (Kiss2-ir) no son reactivas al anti-Lhf3, mientras que la mayoria
de las células Lhf-ir son células Kiss2-ir (Figs. 4.14D, E y F). En la PPD de la hipofisis
de machos maduros (estado de espermiacion plena, Febrero) algunas células mostraron
co-localizacion de FhsP y Kiss2, aunque también se observaron muchas células Fshp-ir
que no fueron inmunoreactivas a Kiss2 (Figs. 4.14G, H y I). Las células Lh-ir fueron

muy abundantes y co-expresaban el neuropéptido Kiss2 (Figs. 4.14J, Ky L).

Los controles negativos de la IHC doble, se corresponden con secciones paralelas donde
se omitid el segundo anticuerpo primario (anti-Lhf o anti-Fshf) en la incubacion. En
estas secciones los resultados fueron siempre negativos, es decir, no se observo la sefal
correspondiente a las gonadotrofinas (Figs. 4.15A y B). Esto demuestra que los
complejos primer anticuerpo primario - primer anticuerpo secundario y segundo
anticuerpo primario - segundo anticuerpo secundario detectan selectivamente su
antigeno especifico, y por tanto, no hay reaccion cruzada entre el segundo anticuerpo

secundario y el complejo primer anticuerpo primario - primer anticuerpo secundario.
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Figura 4.14 Doble IHC con anti-Kiss2 y anti-Lhf} o -Fshf en hipofisis de machos de lubina. En machos
inmaduros Kiss2 (verde) no se superpone con las células Fsh-ir (rojo) (A, B, C); en animales inmaduros
Kiss2 (verde) se localiza en las células Lhp-ir (rojo) (D, E, F); en machos en plena espermiacion so6lo
algunas células Fsh-ir (rojo) se tifieron levemente con el anticuerpo Kiss2 (G, H, I); en animales en plena
espermiacion Kiss2 (verde) se superpone casi perfectamente con las células Lhf-ir (rojo) (J, K, L). Las
flechas blancas sefialan células Fshp, Lhf y Kiss2 inmunopositivas.
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Figura 4.15 Los controles negativos demuestran que no hubo reaccion cruzada entre el segundo
anticuerpo secundario y el complejo primer anticuerpo primario (anti-Kiss2) - primer anticuerpo
secundario en la ausencia de anti-Lhf (A) o -Fshp (B).

También se estudiaron las fibras Kiss2-ir y Gnrh1 GAP-inmunoreactivas (Gnrh1 GAP-ir)
que inervan fuertemente la hipofisis de la lubina. Se observo que las proyecciones
axonales de Kiss2 penetran en la neurohipdfisis (NH) (Fig. 4.16A). Sin embargo, en
general, se localizan en areas de la NH diferentes a las de distribucion de las fibras
Gnrh1GAP-ir (Fig. 4.16B), aunque también se las ha visto coincidiendo en las mismas
zonas de la NH. Por otro lado, se puede observar la clara propagacion de los axones
terminales Gnrhl, en la PPD de la adenohipéfisis (Fig. 4.16C), inervando directamente
las células Kiss2 localizadas en dicha area (Fig. 4.16D). Ademas algunas de las
proyecciones de Kiss2 acompafian a las proyecciones de la Gnrhl en la PPD (insercion

Fig. 4.16D).
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Figura 4.16 Doble THC de anti-Kiss2 y anti-GnrthlGAP en la hipéfisis de machos de lubina. Las
proyecciones axonales de Kiss2 (rojo) penetran en la neurohipdfisis (NH) (A). Generalmente dichas
proyecciones estan ubicadas en zonas diferentes de la NH en comparacion con la distribucion de las fibras
Gnrh1GAP-ir (verde) (B), aunque a veces acompaian a estas ultimas en las cercanias de la PPD (D,
inserciones). Los axones terminales Kiss2 estan claramente repartidos en la PPD de la adenohipéfisis (C)
inervando las células Kiss2 (ver las puntas de flecha) presentes en este area (D).

4.3.6 Efectos del LHRHa y de los esteroides sexuales sobre los niveles de expresion

de los genes kiss2, gpr54-1b'y gpr54-2b

En las células hipofisarias dispersas de lubina incubadas con LHRHa, E2 o T se

determinaron, mediante qPCR, los niveles de expresion génica del sistema kisspeptina,
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para analizar si el medio hormonal afectaba a la expresion génica de este sistema. Los
resultados muestran que el LHRHa estimuld, de manera significativa, los niveles de
expresion de kiss2, a las 4 y 8 horas de incubacion (Fig. 4.17A) con un incremento del
24,2 y 29,9 %, respectivamente, en comparacion con los controles. No se observo efecto

de los esteroides sexuales sobre los niveles de los transcritos de kiss2.
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Figura 4.17 Efecto de LHRHa, E2 o T sobre los niveles de expresion de kiss2 (A), gpr54-1b (B) y gpr54-
2b (C) tras 4 y 8 horas de estimulacion. Los resultados se expresan como porcentaje de aumento sobre la
expresion basal del grupo control (ajustado a 100%). Los valores se expresan como la media + SEM. Las
diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos estan representadas por letras minusculas
diferentes.
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Por otro lado, tras la estimulacion con E2 y T, se observo un aumento significativo de
los niveles de expresion de los receptores gpri4-1b 'y gpr54-2b. En el caso del receptor
gpr54-2b, la presencia del E2 estimuld su expresion s6lo después de 8h de incubacion
(Fig. 4.17B), mientras que la T indujo un aumento significativo después de 4 y 8 horas
de incubacion. Por ultimo, se detectd un importante efecto estimulador del E2 y la T
sobre los niveles de expresion del receptor gpr54-1b tras 4 y 8 horas de incubacion (Fig.

4.17C).
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Capitulo 4.4 Implicacion del sistema Kiss/Gpr54 y de factores endocrinos en el

inicio de la pubertad de la lubina

4.4.1 Crecimiento e indices morfolégicos

La seleccion de grupos de animales pequefios (entre el 15% de menor tamafio) y
grandes (entre el 25% de mayor tamafio) en los distintos grupos experimentales dio
lugar, como era de esperar, a diferencias significativas en todos los caracteres meristicos
de los individuos pequenos y grandes, sin importar el grupo o la fecha de muestreo (Fig.
4.18). El peso medio de los peces pequefios aument6 gradualmente desde 14,13 0,37 g
el 20 de agosto hasta 53,34 + 1,02 g el 24 de febrero, mientras que para el mismo
periodo de tiempo, el peso medio de los peces grandes incrementd desde 40,05 £ 1,67 g
a 108,11 + 2,66 g (Fig. 4.18A). De igual forma, desde el 20 de agosto al 24 de febrero la
longitud media aument6 de 10,86 + 0,10 y 15,20 + 0,16 cm a 16,60 + 0,12 y 20,56 +
0,14 cm en los peces pequeios y grandes, respectivamente (Fig. 4.18B). En este mismo
intervalo de tiempo, los peces grandes pesaron de media 2,11 veces mas que los
pequefios, pero en cambio, ambos grupos mostraron un valor parecido en el incremento
de longitud (alrededor de 4cm). En el peso del higado y en el de la grasa visceral se
observd un patrdn de variacion similar, de tal forma que la diferencia de la media entre
peces pequefios y grandes fue de 4,85 y 2,87 veces mayor el 24 febrero que el 20 de
agosto, respectivamente (Figs. 4.18C y 4.18D). Las diferencias observadas entre los
caracteres meristicos de peces pequefios y grandes desaparecieron practicamente por
completo cuando los valores se expresaron como indices somaticos, tales como el HSI y
el MFI (Figs. 4.18E y 4.18F), excepto durante la fase meidtica tardia/espermiogénica
temprana (mediados de diciembre) donde los peces grandes mostraron valores mayores

de MFI que los peces pequefios. La Tabla 4.2 muestra la relacion entre los estados
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testiculares y las fases de gametogénesis testicular de los peces grandes para mayor

claridad de los resultados.
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Figura 4.18 Cambios temporales de peso (A), talla (B), peso del higado (C), peso de la grasa (D), indice
hepatosomatico (HSI) (E) e indice de grasa mesentérica (MFI) (F) de los peces pequeiios (puntos negros)
y grandes (puntos blancos). Los datos de peso y talla se expresan como la media + SEM. Letras
minusculas distintas indican diferencias significativas (P<0,05) entre puntos de muestreo y entre cada
grupo experimental (peces pequefios o grandes). Los estados de desarrollo testicular esperables en
animales puberes, durante el periodo experimental, se representan como barras horizontales en la parte
inferior de las graficas. La descripcion correspondiente a cada estado se indica en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2 Sucesion de las diferentes fases de gametogénesis testicular, observadas en los peces grandes
durante su primer ciclo reproductivo (Parte 1). Las letras en negrita indican el estado de desarrollo
testicular dominante en cada punto de muestreo. Sumario de los tipos celulares germinales mas
caracteristicos de cada estado testicular” (Parte 2).

Parte 1

Fecha Estado testicular Fase testicular

Ago20 | Inmadura

Sep04 | Inmadura

Sepl6 L 1I Proliferativa temprana
Sep30 I Proliferativa temprana
Octl4 LII Proliferativa tardia
Oct29 I, 111 Meidtica temprana
Novll 1L, III Meidtica media

Dicl4 IL OL, IV, V Meidtica tardia/Espermiogénica temprana
Feb24 IL 11, V Espermiogénica

Parte 2

Estado/Tipo celular®  StgA StgB Stcl Stc2 Std Sz
Estado I +++¢

Estado II ++ ++ (+)

Estado III + + ++ ++ +

Estado IV (+) (+) ++ ++ ++ ++
Estado V + + + +++

*Adaptado de Begtashi et al. 2004.

" StgA, espermatogonias A; StgB, espermatogonias B; Stcl, espermatocitos primarios; Stcll,
espermatocitos secundarios; Std, espermatidas; Sz, espermatozoides.

¢ La abundancia de cada tipo celular se indica con signos +; (+) indica presencia residual

4.4.2 Desarrollo gonadal

En los peces grandes se observd la mayor incidencia de estado V (espermiogénesis
plena), llegando a niveles de un 16,66% en diciembre y un 75% en febrero. Por el
contrario, los peces pequefios no llegaron al estado V en ningin momento del
experimento (Tabla 4.2 y Tabla 4.3). En febrero, los peces pequefios mostraron una
inhibicion clara de la maduracion gonadal, de tal forma que nunca llegaron a un estado
de espemiacion plena (estado V), y solo un 14,3% de ellos alcanzaron el estado IV

(espermiacion parcial).
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Tabla 4.3 Porcentaje de estados de desarrollo testicular durante el primer ciclo sexual de la lubina. El
area gris compartida indica etapas de desarrollo gonadal con espermatozoides. Las letras minuscula
diferentes indican diferencias significativas (P<0,05) entre las dos poblaciones de peces en cada punto de
muestreo y para un estado testicular determinado.

Peces pequetios Peces grandes

Fecha/Estado I 11 111 v \Y 11 111 v \Y
Ago20 100 0 0 0 0 100 0 0 0 0
Sep04 100 0 0 0 0 100 0 0 0 0
Sepl6 100 0 0 0 0 87,5 12,5 0 0 0
Sep30 100 0 0 0 0 100 0 0 0 0
Octl4 85,71 14,28 0 0 0 50 50 0 0 0
Oct29 85,71(a) 14,28 0 0 0 0(b) 80 20 0 0
Novll 66,66(a) 33,33 0 0 0 0(b) 57,14 42 0 0
Dicl4 50 16,66 16,66 16,66 0 0 16,66 50 16,66 16,66
Feb24 14,28 28,57 42,85 | 14,28 0(a) 0 12,5 12,5 0 75(b)

4.4.3 Expresion temporal de gnrhl en el cerebro y contenido de Gnrhl en la

hipofisis

Los niveles de mRNA de gnrhl en el FB-MB de los peces grandes mostraron un primer
pico significativo en agosto (fase inmadura) y un segundo pico también significativo en
febrero (fase espermiogénica) (Fig. 4.19A). Los peces pequefios mostraron un patron
similar al de los grandes, pero en agosto (fase inmadura) los niveles de expresion de este
gen fueron bajos. Ademads, durante las fases proliferativa temprana y tardia (entre
finales de septiembre y mediados de octubre) y la fase espermiogénica (febrero) los
peces pequefios tuvieron niveles de transcritos de gnrhl significativamente mas altos

que los de los peces grandes.

Los niveles de mRNA de gnrhl en el hipotdlamo de los peces grandes mostraron un
pico significativo en diciembre (fase meiodtica tardia/espermiogénica temprana) y los
valores minimos se observaron a principios de septiembre (fase inmadura) (Fig. 4.19B).
Los peces pequefios mostraron un patron similar al de los grandes aunque los pequenos
alcanzaron el nivel maximo de expresion dos meses antes que los grandes. Ademas

durante las fases meidtica tardia/espermiogénica temprana (diciembre) y
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espermiogénica (febrero), los peces pequefios mostraron niveles de expresion de gnrhl

significativamente mas altos que los grandes.
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Figura 4.19 Perfiles de expresion de gnril en el FB-MB (A) e hipotadlamo (B) y contenido de Gnrhl en
la hipdfisis (C) de los peces pequeiios (barras negras) y de los peces grandes (barras grises), mantenidos
bajo fotoperiodo natural. Los datos se expresan como la media = SEM. Letras minusculas distintas
indican diferencias significativas (P<0,05) entre puntos de muestreo y entre cada grupo experimental
(peces pequeftios o grandes). Los estados de desarrollo testicular esperables en animales puberes, durante
el periodo experimental, se representan como barras horizontales en la parte inferior de las graficas. La
descripcion correspondiente a cada estado se indica en la Tabla 4.2.
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El perfil del contenido de Gnrhl en la hipéfisis fue similar en ambos grupos (peces
grandes y pequefios) con niveles significativamente mas altos en agosto (fase
inmadura), finales de octubre y diciembre (fase meidtica temprana y meidtica
tardia/espermiogénica temprana, respectivamente) (Fig. 4.19C). Sin embargo, durante
la fase proliferativa temprana (finales de septiembre) y desde la fase meidtica
tardia/espermiogénica temprana hasta la fase espermiogénica (desde diciembre hasta
febrero), los niveles de Gnrh1 hipofisaria de los peces grandes fueron significativamente
mayores que los de los peces pequefios, mostrando una tendencia opuesta a la de los

transcritos de gnrhl en el FB-MB e hipotalamo.

4.4.4 Expresion temporal del sistema kisspeptina y gnrh2 en el FB-MB

En los peces grandes, los transcritos de kiss2 alcanzaron su punto maximo en agosto
(fase inmadura) y en octubre regresaron a los niveles basales (fase proliferativa tardia)
(Fig. 4.20A). Ademas en febrero, se observd un segundo pico menor, aunque
significativo, (fase espermiogénica). Por el contrario, los peces pequefios no mostraron
variacion significativa alguna a lo largo del ciclo reproductivo. Curiosamente, durante
las fases proliferativa tardia (mediados de octubre), meidtica media (noviembre) y
espermiogénica (febrero), los niveles de kiss2 de los peces pequefios fueron

significativamente mas elevados que los de los peces grandes.

En contraste con el perfil de los niveles de expresion de kiss2 de los peces grandes, los
de su receptor, el gpr54-2b, fueron significativamente mas altos desde septiembre (fase
inmadura) hasta mediados de octubre (fase proliferativa tardia) con una gran elevacion
en febrero (fase espermiogénica) (Fig. 4.20B). Los peces pequefios mostraron un patron

similar al de los peces grandes, pero con niveles de expresion de gpr54-2b
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significativamente mas elevados durante las fases inmadura (agosto) y proliferativa

temprana (mediados de septiembre).
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Figura 4.20 Perfiles de expresion de kiss2 (A), gpr54-2b (B), kissl (C), gpr54-1b (D) y gnrh2 (E) en el
FB-MB de los peces pequeiios (barras negras) y de los peces grandes (barras grises). Los datos se
expresan como la media + SEM. Letras mintsculas distintas indican diferencias significativas (P<0,05)
entre puntos de muestreo y entre cada grupo experimental (peces pequefios o grandes). Los estados de
desarrollo testicular esperables, en animales puberes, durante el periodo experimental se representan
como barras horizontales en la parte inferior de las graficas. La descripcion correspondiente a cada estado
se indica en la Tabla 4.2.

Los niveles de mRNA de kiss/ en el FB-MB de los peces grandes tuvieron un patréon

bimodal caracterizado por niveles de transcritos significativamente elevados en agosto
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(fase inmadura), diciembre (fase meidtica tardia/espermiogénica temprana) y febrero
(fase espermiogénica) y minimos a finales de septiembre (fase proliferativa temprana)
(Fig. 4.20C). Los niveles de mRNA de kiss/ en los peces pequeios fueron
significativamente mads altos que en los peces grandes a mediados de octubre, es decir,
en la fase proliferativa tardia. Los niveles de expresion de gpr54-1b presentaron un
patrén similar al de kiss/ (Fig. 4.20D). Asi, los peces grandes, mostraron un primer pico
de expresion a finales de agosto (fase inmadura) y un segundo pico significativo mayor
a finales de febrero (fase espermiogénica). En los peces pequefios se observaron dos
picos significativos, uno a mediados de octubre (fase proliferativa tardia) y otro a finales
de febrero (fase espermiogénica), con valores significativamente mas altos que los de
los peces grandes en las fechas consideradas, es decir, durante las fases proliferativa

tardia y espermiogénica.

Por tltimo, los niveles de mRNA de gnrh2 en los peces grandes también mostraron un
patrén bimodal (Fig. 4.20E) con niveles altos significativos en agosto (fase inmadura),
principios de septiembre (fase inmadura) y febrero (fase espermiogénica). Los peces
pequefios tuvieron un patrén similar al de los peces grandes y no se observaron

diferencias significativas, entre los dos grupos, en ningin punto de muestreo.

4.4.5 Expresion temporal del sistema kisspeptina en el hipotalamo

En los peces grandes la expresion hipotaldmica de kiss2 fue bimodal con un pico
significativo en agosto (fase inmadura) y otro a finales de septiembre (fase proliferativa
temprana) (Fig. 4.21A). Los peces pequefios también mostraron un patréon bimodal,
pero con aumentos significativos a principios de septiembre (fase inmadura) y a finales

de octubre (fase meiodtica temprana). Este grupo de animales presentd niveles de kiss2
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mas altos que los de los peces grandes en las fases inmadura (principios de septiembre),

proliferativa tardia (mediados de octubre) y meidtica temprana (finales de octubre).

4,5e-3

3,0e-2

A B
EEm Peces pequefios
% 363 3 Peces grandes <Z( 2404
€ 7 % ab
§ 27e-31 egh o §18 2 i
T afg G "%%27 abc
2 ace acd §
z bck ['4
€ 18e3 afank || bok ¢ b ek bih E12e2
2 by
= 9,0e4 1 §6,05.3
0- 0 :
5e-5 8e-3 7
< ¢ D
Z c
QE: 4e-5 <Z( cc
3 ”é 6e-3 1 T
S c S bc 2° bc
§ 3e-5 T 5 abe I T
x bc 2 ab ab
€ b Z 4e3 ab
~ c [1'e ab ab ab
9 € ab
9 2e5 b a a ab
< a ab 2 a
ab ab abab ?; 2e-3 1
1e-5 1 a 2 gab ¢ e
IH a ﬂ H i T )
0- : i - : ﬁ

Ago20 Sep4 Sep16 Sep30 Oct14 Oct29 Nov11Dic14 Feb24 Ago20 Sep4 Sep16 Sep30 Oct14 Oct29 Nov11Dic14 Feb24
[ 1 Il | [ 0 ][ Il |
v 1l Y

]
—~ v

Figura 4.21 Perfiles de expresion de kiss2 (A), gpr54-2b (B), kiss1 (C) y gpr54-1b (D) en el hipotdlamo
de peces pequefios (barras negras) y grandes (barras grises). Los datos se expresan como la media £ SEM.
Letras minusculas distintas indican diferencias significativas (P<0,05) entre puntos de muestreo y entre
cada grupo experimental (peces pequefios o grandes). Los estados de desarrollo testicular esperables en
animales puberes, durante el periodo experimental, se representan como barras horizontales en la parte
inferior de las graficas. La descripcion correspondiente a cada estado se indica en la Tabla 4.2.

Durante todo el periodo experimental, los peces grandes y pequefios presentaron un
patrén de expresion de gpr54-2b similar, con niveles significativamente mas altos en

febrero (fase espermiogénica), pero sin diferencias significativas entre ambos grupos

experimentales (Fig. 4.21B).

En los peces grandes la expresion hipotalamica de kiss/ mostrd sus niveles mas altos en
agosto (fase inmadura) y febrero (fase espermiogénica) (Fig. 4.21C). Ademas también

se observo un tercer pico mas pequefio, pero significativo, a mediados de octubre (fase
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proliferativa tardia) coincidente con el unico pico de los niveles de mRNA de kiss/
presente en los peces pequefios. A diferencia de lo observado en los niveles
hipotalamicos de transcritos de kiss2, los niveles de expresion de kiss/ de los peces
pequefios no fueron mayores que los de los grandes. Por el contrario, estos ultimos
mostraron niveles de expresion mas elevados que los de los pequefios en agosto (fase

inmadura) y en febrero (fase espermiogénica).

En el hipotdlamo de los peces grandes, los niveles de expresion de gpr54-1b
incrementaron significativamente a finales de octubre (fase meidtica temprana), y
aumentaron gradualmente desde noviembre (fase meidtica tardia) en adelante hasta
alcanzar su punto maximo en febrero (fase espermiogénica) (Fig. 4.21D). Los peces
pequefios presentaron el mismo patron de variacion. No se vieron diferencias
significativas entre los niveles de expresion de gpr54-1b de los peces pequefios y

grandes.

4.4.6 Perfil temporal de gonadotrofinas en la hipofisis y en plasma

El contenido de Fsh en la hipofisis de los peces grandes mostrd un aumento sostenido
desde mediados de septiembre (fase proliferativa temprana) hasta alcanzar su valor
maximo a finales de octubre (fase proliferativa tardia), mientras que en los meses
siguientes los niveles se mantuvieron elevados (Fig. 4.22A). Los peces pequefios solo
presentaron un pico significativo a finales de octubre (fase meiotica temprana) y ademas
mostraron niveles significativamente mas bajos que los de los peces grandes durante

practicamente todo el ciclo reproductivo.

Los valores minimos del contenido de Lh en la hipofisis de los peces grandes se
observaron en agosto (fase inmadura), permanecieron bajos durante septiembre (fases

inmadura y proliferativa temprana) y aumentaron progresivamente en los siguientes
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meses para alcanzar su maximo nivel significativo a mediados de diciembre (fase
meiotica tardia/espermiogénica temprana) (Fig. 4.22B). Los peces pequefios mostraron
un pico significativo a mediados de diciembre, presentando cierto paralelismo con el
perfil de Lh hipofisaria de los peces grandes, pero con niveles significativamente

menores a los de éstos, practicamente en todos los puntos de muestreo.
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Figura 4.22 Perfiles de Fsh y Lh en hipdfisis (A, B) y en plasma (C, D) de peces pequeiios (barras
negras) y grandes (barras grises). Los datos se expresan como la media + SEM. Letras minusculas
distitntas indican diferencias significativas (P<0,05) entre puntos de muestreo y entre cada grupo
experimental (peces pequefios o grandes). Los estados de desarrollo testicular esperables en animales
puberes, durante el periodo experimental, se representan como barras horizontales en la parte inferior de
las graficas. La descripcion correspondiente a cada estado se indica en la Tabla 4.2.

Los niveles plasmaticos de Fsh mostraron un perfil bimodal caracterizado por un primer
pico mayor a finales de septiembre (fase proliferativa temprana) y un segundo pico
menor en diciembre (fase meiodtica tardia/espermiogénica temprana) (Fig. 4.22C). Los
peces pequefios mostraron un patréon similar al de los peces grandes, pero con niveles

119|Pagina



4. Resultados y desarrollo argumental

menores que estos. En comparacion con los animales grandes, los valores de Fsh
plasmatica en el grupo de peces pequefios fueron significativamente mas bajos a finales
de septiembre, mediados de octubre y diciembre, es decir desde la fase proliferativa
temprana hasta la fase proliferativa tardia y durante la fase meidtica

tardia/espermiogénica temprana.

Los niveles plasmaticos de Lh de los peces grandes mostraron un patrén de variacion
bimodal caracterizado por un primer pico menor, pero significativo, a mitad de
septiembre (fase proliferativa temprana) y un segundo pico mas elevado a finales de
febrero (fase espermiogénica) (Fig. 4.22D). Los peces pequefios mostraron un pico
significativo en febrero (fase espermiogénica). Comparando los niveles de Lh
plasmatica de los animales pequefios y grandes, éstos Ultimos presentaron niveles
significativamente mas altos a mediados de septiembre, mediados de octubre y febrero,
o lo que es lo mismo, en las fases proliferativa temprana, proliferativa tardia y

espermiogénica.

4.4.7 Perfil temporal de 11-KT en plasma

Los perfiles plasmaticos de 11-KT de los peces grandes mostraron un pico menor, pero
significativo, a final de septiembre (fase inmadura) y otro a mediados de diciembre (fase
meiodtica tardia/espermiogénica temprana) (Fig. 4.23). Los peces pequefios mostraron un
patron similar al de los peces grandes, excepto por la ausencia del primer pico y la
presencia de valores mas bajos de 11-KT en el segundo. Asi, los niveles plasmaticos de
11-KT de los peces grandes fueron significativamente mayores que los de los peces
pequenos a finales de septiembre, mediados de octubre y diciembre, es decir, las fases

proliferativa temprana, proliferativa tardia y meiotica tardia/espermiogénica temprana.

120|Pagina



4. Resultados y desarrollo argumental

EEm Peces pequefos
3 Peces grandes

—0

11-KT (ng/ml)
N

jK

"1 ehk hpch

efhah gai efi H fgi aci iac|
L

Ago20 Sep4 Sep16 Sep30 Oct14 Oct29 Nov11Dic14 Feb24
I | I |
[ Il v ]

Figura 4.23 Perfiles de los niveles de 11-KT en plasma de peces pequeiios (barras negras) y peces
grandes (barras grises). Los datos se expresan como la media = SEM. Letras minusculas distintas indican
diferencias significativas (P<0,05) entre puntos de muestreo y entre cada grupo experimental (peces
pequeiios o grandes). Los estados de desarrollo testicular esperables en animales puberes, durante el
periodo experimental, se representan como barras horizontales en la parte inferior de las graficas. La
descripcion correspondiente a cada estado se indica en la Tabla 4.2.
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Capitulo 4.5 Estudio de la participacion del sistema Kiss/Gpr54 y de factores

endocrinos en la sefializacion de la informacion fotoperiodica

4.5.1 Desarrollo gonadal

Al igual que se hizo en los animales bajo fotoperiodo natural (NP), descrito en
apartados anteriores, para estudiar los grupos AP (régimen de fotoperiodo que adelanta
el ciclo reproductor) y LL (fotoperiodo inhibidor de la pubertad precoz, consistente en
la administracion de iluminacion constante durante todo el afio) (ver apartado 3.4.2) sus
animales también se separaron en grandes (entre el 15% de mayor tamafo) y pequefios
(entre el 25% de menor tamafo). Asi, en los testiculos de los peces grandes del grupo
AP se observaron espermatozoides (estados IV y V), por primera vez, a finales de
octubre y diciembre, respectivamente (Tabla 4.4). En los peces grandes la suma de los
porcentajes de peces en los estados IV y V, fue de 27,68%, 26,25% y 33,93% a finales
de octubre, diciembre y febrero, respectivamente. En los peces pequefios el desarrollo
testicular fue mucho menor y mas atrasado, por lo que a finales de febrero solo el 14,3%

de ellos alcanzcanzaron el estado V.

Tabla 4.4 Porcentaje de estados de desarrollo testicular del grupo AP. El area gris compartida indica
etapas de desarrollo gonadal con espermatozoides. Las letras minusculas distintas indican diferencias
significativas (P<0,05) entre las dos poblaciones de peces en cada punto de muestreo y para un estado
testicular determinado.

Peces grandes

Peces pequetios

Fecha/Estado I 11 m v v 11 111 v \Y
Ago20 100 0 0 0 0 100 0 0 0 0
Sep04 100 0 0 0 0 81,25 18,75 0 0 0
Sepl6 100 0 0 0 0 75 18,75 6,25 0 0
Sep30 100(a) 0 0 0 0 58,33(b) 33,33 8,33 0 0
Octl4 71,10 28,90 0 0 0 67,86 32,14 0 0 0
Oct29 50(a) 37,50 12,50 0 0 0(b) 32,14 40,18 | 27,68 0
Novll 57,10 4290 O(a | O 0 28,57 21,43 50(b) 0 0
Dicl4 41,67 41,67 16,67 0 0 18,75 18,75 36,25 10 16,25
Feb24 28,60 14,30 4290 0 14.30 8,93 8,93 48,21 0 33,93
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Por otro lado, a finales de septiembre y octubre, los peces grandes mostraron
porcentajes de estado I inferiores a los de los animales pequenos, claramente debido a la
aparicion de estados de desarrollo testicular mas avanzados (II, III y IV) en los peces
grandes. Asi mismo, en noviembre, en los animales grandes se observd un mayor
porcentaje de estado III en comparacion con los pequefios, donde no hubo animales en
dicho estado. En el grupo LL no se observaron estados IV o V en ninglin punto de
muestreo, ni en peces grandes ni en pequefios. No obstante, en los peces grandes, a
finales de octubre, hubo un porcentaje menor de individuos en estado I que en los
pequefios, aunque los testiculos de los primeros no evolucionaron mas alla del estado III
(Tabla 4.5). Por tanto, el grupo LL mostré una inhibicion clara de los estados

avanzados de espermatogénesis testicular.

Tabla 4.5 Porcentaje de estados de desarrollo testicular del grupo LL. El éarea gris compartida indica
etapas de desarrollo gonadal con espermatozoides. Las letras minusculas distintas indican diferencias
significativas (P<0,05) entre las dos poblaciones de peces en cada punto de muestreo y para un estado
testicular determinado.

Peces pequetios Peces grandes

Fecha/Estado I I v v I 11 m 1v v
Ago20 100 0 00 O 100 0 0 0 0
Sep04 100 0 00 O 100 0 0 0 0
Sepl6 100 0 070 0 91,67 8,33 0 0 0
Sep30 100 0 00 O 90 10 0 0 0
Octl4

Oct29 100(a) 0 070 0 6012() 23,51 1637 0 O
Novll 50 50 070 0 3929 60,71 0 0 0
Dicl4 37,50 62,50 0 O O 1875 71,25 10 0 0
Feb24 50 50 0 00 0 3333 66,67 0 0 0

Estos resultados, al igual que los encontrados para los peces del grupo NP (ver apartado
4.4.2), muestran que en los grupos AP y LL los peces pequeios tampoco llegaron a
madurar. Por este motivo, se ha procedido a comparar el efecto de los tres tratamientos
(NP, AP y LL) en aquellas poblaciones donde los peces espermiaron o desarrollaron el

testiculo en cierta medida, es decir, las tres poblaciones de peces grandes (Tabla 4.6).
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Tabla 4.6 Porcentaje de estados de desarrollo testicular en los animales grandes de los grupos NP, AP y
LL. El area gris compartida indica las etapas de desarrollo gonadal con espermatozoides. Las letras
minuscula distintas indican diferencias significativas (P<0,05) entre las dos poblaciones de peces en cada
punto de muestreo y para un estado testicular determinado.

Fecha/Estado | 11 11 v A%
Ago20 100 0 0 0 0
Sep04 100 0 0 0 0
Sepl6 87,5 12,5 0 0 0
Sep30 100(a) 0 0 0 0
Oct14 50 50(a) 0 0 0
Oct29 0(a) 80 20 0 0
Novll 0 57,14 42(ab) 0 0
Dicl4 0 16,66(ab) 50 16,66 16,66
Feb24 0 12,5(a) 12,5 0 75(a)
Fotoperiodo Acelerador (AP)
Fecha/Estado 11 11 v
Ago20 100 0 0 0 0
Sep04 81,25 18,75 0 0 0
Sepl6 75 18,75 6,25 0 0
Sep30 58,33(b) 33,33 8,33 0 0
Oct14 0 100(b) 0 0 0
Oct29 0(a) 32,14 40,18 27,68 0
Novll 28,57 21,43 50(a) 0 0
Dic14 18,75 18,75(a) 36,25 10 16,25
Feb24 8,93 8,93(a) 48,21 0 33,93(ab)

Fotoperiodo Natural (NP)

Luz continua (LL)

Fecha/Estado | 11 11 A%
Ago20 100 0 0 0 0
Sep04 100 0 0 0 0
Sepl6 91,67 8,33 0 0 0
Sep30 90(ab) 10 0 0 0
Octl4

Oct29 60,12(b) 23,51 16,37 0 0
Novll 39,29 60,71 0(b) 0 0
Dicl4 18,75 71,25(b) 10 0 0
Feb24 33,33 66,67(b) 0 0 0(b)

Asi, los datos histoloégicos muestran que en el NP la primera presencia de esperma en
los testiculos se observo a mediados de diciembre y los mayores porcentajes de
testiculos con esperma (estado IV y V) acaecieron en diciembre y en febrero. En el
grupo AP, la primera presencia de espermatozoides en los testiculos se observo a finales
de octubre, con mas de un mes de antelacion con respecto al grupo control (Tabla 4.6).
A finales de septiembre, el grupo AP presentd un porcentaje menor de peces con

testiculos en I que el grupo NP, debido a que en AP, en esta misma fecha, hubo peces
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con testiculos en estado II y III que no se observaron en el grupo NP. De forma similar,
a mediados de octubre, el grupo AP presenté mayores porcentajes de estado II que el
grupo NP (Tabla 4.6). Estos resultados indican que, el inicio de la gametogénesis se vio
claramente adelantado en aquellos animales del grupo AP, respecto a los del grupo NP.
Por otro lado, en el grupo LL no se observaron machos con espermatozoides, en los
testiculos, en ninguno de los puntos de muestreo analizados. Ademas, en febrero dicho
grupo presentd un porcentaje de estados tempranos de desarrollo testicular (estado II)
significativamente mas elevado que los grupos NP y AP que mostraron estados mas
avanzados y con presencia de esperma (estado V). Estos resultados indican que la luz

continua inhibe la progresion de la espermatogenesis.

4.5.2 Expresion temporal de genes kiss y gnrh en el FB-MB de peces bajo AP

Para mayor comprension de los resultados obtenidos en la Tabla 4.7 se muestra la
relacion entre los estados testiculares y las fases de gametogénesis testicular de los
peces grandes bajo el régimen de fotoperiodo AP y en las fechas concretas de muestreo.
En este grupo, los niveles de transcritos de kiss2 alcanzaron su punto maximo en agosto
(fase inmadura), regresaron a niveles basales en septiembre (fase proliferativa
temprana) y se mantuvieron bajos hasta el final del experimento (Fig. 4.24A). Por su
parte, en el grupo de peces pequeios los niveles de expresion de kiss2 mostraron un
patron bimodal caracterizado por niveles altos en agosto (fase inmadura) y a mediados
de octubre (fase proliferativa media). Ademas los niveles de expresion de kiss2 de los
peces pequefios, fueron significativamente mas elevados que los de los grandes en las
fases inmadura (agosto), proliferativa media (mediados de octubre) y proliferativa
tardia/meiotica (finales de octubre) (ver Tabla 4.7, Partes 1 AP y 3 para comparacion y
relacion entre estados testiculares, fases de desarrollo testicular y tipos celulares

caracteristicos de cada estado).
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Figura 4.24 Perfiles de expresion de kiss2 (A), gpr54-2b (B), kiss1 (C), gpr54-1b (D), gnrhi (E) y gnrh2
(F) en el FB-MB de los peces pequefios (barras negras) y grandes (barras grises) del grupo AP. Los datos
se expresan como la media + SEM. Letras mintsculas distintas indican diferencias significativas (P<0,05)
entre puntos de muestreo y entre cada grupo experimental (peces pequeiios o grandes). Los estados de
desarrollo testicular esperables en animales puberes, durante el periodo experimental, se representan
como barras horizontales en la parte inferior de las graficas. La descripcion correspondiente a cada estado
se indica en la Tabla 4.7.

Los niveles de expresion de gpr54-2b mostraron el mismo patron en peces grandes y
pequetios (Fig. 4.24B). Los niveles de expresion de transcritos de gpr54-2b mas
elevados se observaron en febrero (fase meiotica tardia/espermiogénica) y los mas bajos

a mediados de octubre (fase proliferativa media). Ademas, durante la fase proliferativa
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temprana (mediados de septiembre), los niveles de expresion de gpri4-2b de los peces

pequefios fueron significativamente mayores que los de los grandes.

Tabla 4.7 Sucesion de las diferentes fases de desarrollo testicular observadas durante el primer ciclo
reproductivo de los peces grandes mantenidos bajo AP (Parte 1) y LL (Parte 2). Las letras en negrita
indican el estado de desarrollo testicular dominante en cada punto de muestreo. Sumario de los tipos
celulares germinales mas caracteristicos de cada estado testicular * (Parte 3).

Parte 1 AP

Fecha Estado Testicular Fase Testicular
Ago20 | Inmadura

Sep04 L 1I Proliferativa temprana
Sepl6 L II, III Proliferativa temprana
Sep30 L 10, 1II Proliferativa media
Octl4 LII Proliferativa media
Oct29 IL IIL, IV Proliferativa tardia/Meiotica
Novll I, IL, III Proliferativa tardia/Meiotica
Dic14 L IL, IIL, IV+V Meiotica tardia/Espermiogénica
Feb24 LILILV Meiotica tardia/Espermiogénica
Parte 2 LLL

Fecha Estado Testicular Fase Testicular
Ago20 | Inmadura

Sep04 | Inmadura

Sepl6 L 1I Proliferativa temprana
Sep30 L 1I Proliferativa temprana
Octl4

Oct29 L II, III Proliferativa media
Novll LII Proliferativa media
Dic14 I IL, III Proliferativa media
Feb24 LII Proliferativa media
Parte 3

Estado/Tipo celular® SgA SgB Scl Sc2 Spt Sz
Estado I ++¢

Estado II ++ ++ (+)

Estado 111 + + ++ ++ +

Estado IV (+) (+) ++ ++ ++ ++
Estado V + + + +++

* Adaptado de Begtashi et al. 2004.

b SgA, espermatogonias A; SgB, espermatogonias B; Scl, espermatocitos primarios; Sc2, espermatocitos
secundarios; Spt, espermatidas; Sz, espermatozoides.

¢ La abundancia de cada tipo celular se indica con signos +; (+) indica presencia residual.

Los niveles de transcritos kiss/ en el FB-MB de los peces grandes mostraron un patron
bimodal con niveles altos en agosto (fase inmadura) y finales de septiembre (fase

proliferativa media) y niveles minimos a mediados de octubre (fase proliferativa media)

128|Pagina



4. Resultados y desarrollo argumental

(Fig. 4.24C). En los peces pequetios los niveles de expresion de kiss/ mostraron un pico
a mediados de octubre (fase proliferativa media). Los niveles de expresion de kiss/ de
los peces pequetios fueron significativamente mas altos que los de los peces grandes en
las fases proliferativa media (mediados de octubre) y meidtica tardia/espermiogénica
(febrero), pero en la fase inmadura (agosto) la relacion fue inversa. Los niveles de
transcritos de gpr54-1b de los peces grandes fueron altos a finales de septiembre (fase
proliferativa media), finales de octubre (fase proliferativa tardia/meiotica) y principios de
noviembre (fase proliferativa tardia/meidtica) (Fig. 4.24D). En peces pequenos, los
niveles de expresion de gpr54-1b mostraron un pico significativo a mediados de
septiembre (fase proliferativa temprana) y el valor minimo se observo a mediados de
octubre (fase proliferativa media). Por otra parte, en las fases inmadura (agosto),
proliferativa temprana (principios de septiembre) y meidtica tardia/espermiogénica
(diciembre), los niveles de transcritos de gpr54-1b de los peces pequefios fueron
significativamente mayores que los de los peces grandes. El perfil de los niveles de
expresion de gnrhl de los peces grandes fue bimodal con un primer pico a finales de
septiembre (fase proliferativa media), y un segundo en febrero (fase meidtica
tardia/espermiogénica) (Fig. 4.24E). Los peces pequefios s6lo mostraron un pico en
febrero (fase meidtica tardia/espermiogénica) y presentaron niveles mayores que los
peces grandes en las fases inmadura (agosto), proliferativa temprana (mediados de
septiembre) y meidtica tardia/espermiogénica (febrero). Los niveles de gnrh2 de los
peces grandes mostraron un patrén caracterizado por valores altos en agosto (fase
inmadura), principios de septiembre (fase proliferativa temprana) y febrero (fase
meiotica tardia/espermiogénica) (Fig. 4.24F). Los peces pequefios mostraron un perfil
bimodal con valores altos en agosto (fase inmadura) y principios de septiembre (fase

proliferativa temprana) y en febrero (fase meidtica tardia/espermiogénica). Ademas, la
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expresion de gnrh2 en los peces pequetios fue mas alta que la de los grandes a mediados

de octubre (fase proliferativa media), aunque dos semanas antes la relacion era inversa.

4.5.3 Expresion temporal de genes kiss y gnrh en el FB-MB de peces bajo LL

Los niveles de expresion de kiss2 mostraron un perfil similar en ambas poblaciones,

caracterizado por un pico significativo en agosto (fase inmadura) (Fig. 4.25A).
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Figura 4.25 Perfiles de expresion de kiss2 (A), gpr54-2b (B), kissi (C), gpr54-1b (D), gnrhi (E) y gnrh2
(F) en el FB-MB de los peces pequefios (barras negras) y grandes (barras grises) del grupo LL. Los datos
se expresan como la media + SEM. Letras mintsculas distintas indican diferencias significativas (P<0,05)
entre puntos de muestreo y entre cada grupo experimental (peces pequefios o grandes). Los estados de
desarrollo testicular esperables en animales puberes, durante el periodo experimental, se representan
como barras horizontales en la parte inferior de las graficas. La descripcion correspondiente a cada estado
se indica en la Tabla 4.7.
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También fueron similares, en ambas poblaciones, los perfiles de los niveles de
expresion de gpr54-2b y gnrhl, pero esta vez caracterizado por un incremento
importante en febrero (fase proliferativa media) (Figs. 4.25B y 4.25E). No hubo

diferencias entre los peces grandes y pequefios en ninguno de estos genes.

Los niveles de mRNA de kissl, gpr54-1b y gnrh2 no mostraron ritmo estacional en
ninguna de las dos poblaciones (Figs. 4.25C, 4.25D y 4.25F). En agosto (fase
inmadura) los niveles de expresion de gnrh2 de los peces pequefios fueron
significativamente mayores que los de los grandes. En el caso de la expresion de kiss/ y

gpr54-1b no hubo diferencias entre los peces grandes y pequenos.

4.5.4 Patron temporal de los niveles de gonadotrofinas y Gnrhl en la hipofisis de

peces bajo AP

El contenido hipofisario de Gnrhl mostrd un perfil similar en ambos grupos,
caracterizado por un pico significativo en agosto (fase inmadura) y dos picos menores,
pero significativos, a finales de septiembre (fase proliferativa media) y febrero (fase
meiodtica tardia/espermiogénica), respectivamente (Fig. 4.26A). Durante la fase
proliferativa temprana (principios de septiembre), los niveles de Gnrhl en la hipofisis
de los peces grandes, aunque bajos, fueron significativamente mayores que los de los
pequefios. Los peces grandes del grupo NP presentaron mayores niveles de Gnrhl en la
hipéfisis que los del grupo AP a finales de octubre y diciembre, mientras que en

noviembre la relacion fue la inversa.

El contenido de Fsh en la hipofisis de peces grandes mostrd un pico significativo a
mediados de diciembre (fase meiotica tardia/espermiogénica) (Fig. 4.26B). Los peces
pequefios también mostraron este pico a mediados de diciembre y ademds presentaron

niveles mas bajos que los peces grandes durante las fases proliferativa tardia/meidtica
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(noviembre) y meidtica tardia/espermiogénica (diciembre y febrero). Los peces grandes
del grupo AP presentaron niveles inferiores de Fsh en hipofisis a los encontrados en el

grupo NP, a excepcion de noviembre y diciembre, donde los niveles fueron similares.
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Figura 4.26 Contenido de Gnrhl (A), Fsh (B) y Lh (C) en la hipdfisis de los peces pequeiios (barras
negras) y grandes (barras grises) del grupo AP. Los datos se expresan como la media £+ SEM. Letras
minusculas distintas indican diferencias significativas (P<0,05) entre puntos de muestreo y entre cada
grupo experimental (peces pequefios o grandes). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre
AP y NP (ver apartado 4.4.3, figura 4.19 y apartado 4.4.6, figura 4.22) para cada punto de muestreo. Las
almohadillas (#) indican diferencias significativas entre AP y LL (ver apartado 4.5.5, figura 4.27) para
cada punto de muestreo. Los estados de desarrollo testicular esperables en animales puberes, durante el
periodo experimental, se representan como barras horizontales en la parte inferior de las graficas. La
descripcion correspondiente a cada estado se indica en la Tabla 4.7.
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Los niveles de Lh en la hipéfisis de los peces grandes mostraron valores minimos en
agosto (fase inmadura) y principios de septiembre (fase proliferativa temprana), aunque
a finales de septiembre (fase proliferativa media) hubo una primera elevacion
significativa, alcanzando un maximo a mediados de diciembre (fase meidtica
tardia/espermiogénica) (Fig. 4.26C). Esta misma tendencia se observo en los peces
pequefios que alcanzaron valores maximos a mediados de diciembre (fase meidtica
tardia/espermiogénica) pero de menor magnitud y con niveles significativamente
menores que los de los peces grandes durante las fases proliferativa media (finales de
septiembre y mediados de octubre), proliferativa tardia/meidtica (noviembre) y meidtica

tardia/espermiogénica (diciembre y febrero).

Los peces grandes del grupo AP presentaron niveles superiores de Lh en hipéfisis a los
encontrados en el grupo NP a finales de septiembre. Sin embargo, en octubre y febrero,
la relacion fue inversa. Los peces grandes de ambos grupos presentaron similares

niveles de Lh en hipofisis durante noviembre y diciembre.

4.5.5 Patron temporal de los niveles de gonadotrofinas y Gnrhl en la hipofisis de

peces bajo LL

El perfil de los niveles de Gnrhl hipofisario en peces grandes mostr6 valores elevados a
mediados de septiembre (fase proliferativa temprana), y desde noviembre hasta febrero
(fase proliferativa media) (Fig. 4.27A). Los peces pequeios mostraron un patrén similar
al de los peces grandes. No hubo diferencias significativas en el contenido hipofisario
de Gnrhl entre ambas poblaciones. Los peces grandes del grupo LL presentaron
mayores niveles de Gnrhl en la hipéfisis que los del grupo NP a principios y mediados
de septiembre, noviembre y febrero mientras que a finales de octubre la relacion fue

mversa.
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Figura 4.27 Contenido de Gnrhl (A), Fsh (B) y Lh (C) en la hipdfisis de los peces pequeiios (barras
negras) y grandes (barras grises) del grupo LL. Los datos se expresan como la media + SEM. Letras
minusculas distintas indican diferencias significativas (P<0,05) entre puntos de muestreo y entre cada
grupo experimental (peces pequefios o grandes). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre
LL y NP (ver apartado 4.4.3, figura 4.19 y apartado 4.4.6, figura 4.22) para cada punto de muestreo. Las
almohadillas (#) indican diferencias significativas entre LL y AP (ver apartado 4.5.4, figura 4.26) para
cada punto de muestreo. Los estados de desarrollo testicular esperables en animales puberes, durante el
periodo experimental, se representan como barras horizontales en la parte inferior de las graficas. La
descripcion correspondiente a cada estado se indica en la Tabla 4.7.

En los peces grandes, los niveles de Fsh en hipofisis fueron bajos en agosto (fase
inmadura) (Fig. 4.27B). A partir de este momento se observoé un aumento paulatino y
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constante hasta alcanzar un maximo en febrero (fase proliferativa media). En los peces
pequenos el patrén de la Fsh hipofisaria mostrd cierto paralelismo con el de los peces
grandes pero con niveles significativamente menores que los de estos tltimos en la fase
inmadura (principios de septiembre) y en la fase proliferativa media (febrero), mientras
que en la fase proliferativa temprana (mediados de septiembre) la relacion fue inversa.
Los peces grandes del grupo LL presentaron niveles inferiores de Fsh en hipoéfisis a los

encontrados en el grupo NP durante practicamente todo el ciclo reproductivo.

Los niveles de Lh hipofisaria de los peces grandes fueron bajos durante todo el periodo
gametogénico, a excepcion de un claro aumento en febrero (fase proliferativa media).
En los peces pequefios los niveles significativamente mas elevados se observaron en
diciembre (fase proliferativa media) (Fig. 4.27C). Durante las fase inmadura (agosto) y
proliferativa media (finales de octubre, noviembre y febrero) los peces grandes
presentaron niveles significativamente mayores que los peces pequefios. Sin embargo,
los niveles hipofisarios de Lh fueron muy bajos en ambas poblaciones en comparacion
con los de NP y AP, no sobrepasando valores de 8 ng/ug de proteina en ningln caso.
Los peces grandes del grupo LL presentaron niveles de Lh en hipofisis inferiores a los

encontrados en el grupo NP durante practicamente todo el ciclo reproductivo.

4.5.6 Patron temporal de los niveles de gonadotrofinas y 11-KT de peces bajo AP

En peces grandes, los niveles de Fsh en plasma se mantuvieron elevados desde agosto
(fase inmadura) hasta mediados de octubre (fase proliferativa media). A finales de
octubre (fase proliferativa tardia/meidtica) se produjo una disminucion manteniendo
niveles constantemente bajos hasta el final del experimento (Fig. 4.28A). Los peces
pequenos mostraron un patron similar al de los grandes, aunque con valores de Fsh casi

siempre mas bajos que los grandes. Los peces grandes del grupo AP presentaron niveles
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superiores de Fsh en plasma a los encontrados en el grupo NP durante agosto y

principios de septiembre.
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Figura 4.28 Niveles de Fsh (A), Lh (B) y 11-KT (C) en el plasma de los peces pequefios (barras negras)
y grandes (barras grises) del grupo AP. Los datos se expresan como la media + SEM. Letras mintsculas
distintas indican diferencias significativas (P<0,05) entre puntos de muestreo y entre cada grupo
experimental (peces pequefios o grandes). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre AP y
NP (ver apartado 4.4.6, figura 4.22 y apartado 4.4.7, figura 4.23) para cada punto de muestreo. Las
almohadillas (#) indican diferencias significativas entre AP y LL (ver apartado 4.5.7, figura 4.29) para
cada punto de muestreo. Los estados de desarrollo testicular esperables en animales puberes, durante el
periodo experimental, se representan como barras horizontales en la parte inferior de las graficas. La
descripcion correspondiente a cada estado se indica en la Tabla 4.7.
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Los niveles de Lh en el plasma de los peces grandes mostraron un patrén bimodal,
aumentaron progresivamente desde agosto hasta alcanzar un méaximo a finales de
septiembre (fase proliferativa media) y en los meses sucesivos permanecieron bajos
hasta un segundo incremento en febrero (fase meidtica tardia/espermiogénica) (Fig.
4.28B). Los peces pequefios mostraron un patron similar al de los grandes y ademas
tuvieron niveles significativamente mas bajos durante las fases proliferativa temprana
(principios y mediados de septiembre), proliferativa media (finales de septiembre),
proliferativa tardia/meidtica (noviembre) y meiotica tardia/espermiogénica (febrero). Los
peces grandes del grupo NP presentaron niveles superiores de Lh en plasma a los

encontrados en el grupo AP durante finales de octubre y diciembre.

Los niveles de 11-KT de los peces grandes también mostraron un patréon bimodal,
caracterizado por un primer pico en agosto (fase inmadura) y un segundo aumento
desde mediados de noviembre (fase proliferativa tardia/meidtica) hasta mediados de
diciembre (fase meidtica tardia/espermiogénica) (Fig. 4.28C). Los peces pequefios
tuvieron un patrén similar al de los grandes, excepto por la ausencia en los primeros del
pico de agosto (fase inmadura). Los peces grandes presentaron niveles
significativamente mayores que los de los peces pequefios durante casi todas las fases
de desarrollo testicular. Los peces grandes del grupo AP presentaron niveles superiores
de 11-KT en plasma a los encontrados en el grupo NP durante practicamente toda la

etapa de crecimiento testicular. Sin embargo, en diciembre la relacion fue inversa.

4.5.7 Patron temporal de los niveles plasmaticos de gonadotrofinas y 11-KT de

peces bajo LL

Los niveles plasmaticos de Fsh en los peces grandes fueron altos a lo largo de

septiembre (fases inmadura y proliferativa temprana). En los peces pequefios, los
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niveles plasmaticos de Fsh fueron elevados a principios y mediados de septiembre
(fases inmadura y proliferativa temprana, respectivamente) (Fig. 4.29A). Después los
niveles de Fsh disminuyeron significativamente en ambas poblaciones. Los peces
pequenos presentaron niveles de Fsh en plasma significativamente menores que los
peces grandes en agosto, finales de septiembre, diciembre y febrero (fases inmadura,
proliferativa temprana y proliferativa media, respectivamente). Los peces grandes del
grupo NP presentaron niveles superiores de Fsh en plasma a los encontrados en el grupo

LL a principios de septiembre.

En los peces grandes, los niveles de Lh en plasma mostraron dos picos, uno a mediados
de septiembre (fase proliferativa temprana) y el otro finales de octubre (fase
proliferativa media) (Fig. 4.29B). En estos puntos de muestreo, los peces grandes
tuvieron niveles significativamente mayores que los peces pequefios, ademds de en la
fase inmadura (agosto). En los peces pequefios se observo un patrén de variacion
similar a la de los peces grandes, aunque s6lo mostraron un Unico pico a mediados de
septiembre (fase proliferativa temprana). Los peces grandes del grupo LL presentaron
niveles superiores de Lh en plasma a los encontrados en el grupo NP durante agosto,
mediados de septiembre y finales de octubre, mientras que en diciembre y febrero la

relacion fue inversa.

Los niveles de 11-KT de los peces grandes exhibieron un aumento en noviembre (fase
proliferativa media) para alcanzar un pico en diciembre (fase proliferativa media). En
cambio, los pequefios incrementaron sus valores a finales de octubre para alcanzar sus
valores maximos en el mes siguiente (fase proliferativa media) (Fig. 4.29C). Los peces
pequenos presentaron niveles significativamente mayores que los peces grandes durante
la fase proliferativa media (finales de octubre), mientras que durante la fase proliferativa

temprana (finales de septiembre) la relacion fue inversa. Los peces grandes del grupo
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LL presentaron niveles superiores de 11-KT en plasma a los encontrados en el grupo
NP durante la segunda mitad de septiembre, finales de octubre y noviembre. Sin

embargo, en diciembre la relacion fue inversa.
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Figura 4.29 Niveles de Fsh (A), Lh (B) y 11-KT (C) en el plasma de los peces pequefios (barras negras)
y grandes (barras grises) del grupo LL. Los datos se expresan como la media + SEM. Letras mintsculas
distintas indican diferencias significativas (P<0,05) entre puntos de muestreo y entre cada grupo
experimental (peces pequefios o grandes). Los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre LL y
NP (ver apartado 4.4.6, figura 4.22 y apartado 4.4.7, figura 4.23) para cada punto de muestreo. Las
almohadillas (#) indican diferencias significativas entre LL y AP (ver apartado 4.5.6, figura 4.28) para
cada punto de muestreo. Los estados de desarrollo testicular esperables en animales puberes, durante el
periodo experimental, se representan como barras horizontales en la parte inferior de las graficas. La
descripcion correspondiente a cada estado se indica en la Tabla 4.7.
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Capitulo 4.6 Desarrollo argumental

4.6.1 Interaccion diferencial ligando-receptor del sistema Kiss/Gpr54 en la lubina

La primera indicacion de la existencia del sistema Kiss/Gpr54 en peces se obtuvo tras el
aislamiento del receptor kiss/r en tilapia (Parhar et al., 2004). Desde entonces, este
sistema se ha descrito en diversas especies de peces teledsteos. A diferencia de lo que
ocurre en mamiferos, donde s6lo esta presente un gen KISS/ y un gen GPR54, en varias
especies de peces teledsteos y en otros vertebrados se ha observado que existen dos
genes distintos que codifican kisspeptinas (kiss/ y kiss2) y hasta 4 genes diferentes que
codifican a sus receptores (gpri4-la, gpr54-1b, gpri4-2a y gpr54-2b) (Biran et al.,
2008; Lee et al., 2009; Tena-Sempere et al., 2012; Zohar et al., 2010; Akazome et al.,
2010; Um et al., 2010; Kim et al., 2012). Por tanto, es de esperar, que la duplicidad de
este sistema en peces, de lugar a una selectividad diferente de los ligandos por los
receptores. Los ensayos funcionales in vitro, descritos en esta memoria y realizados para
determinar la especificidad ligando-receptor del sistema Kiss/Gpr54 en la lubina,
demuestran que las sefales de los receptores Gpr54-1b y Gpr54-2b son transducidas
tanto a través de la via PKA, como de la via PKC. Estos resultados coinciden con lo
observado en pez cebra (Biran et al., 2008), carpin dorado (Li et al., 2009), medaka
(Kanda et al., 2013) y caballa (Scomber japonicus) (Ohga et al., 2013). En el mero de
pintas naranjas (Epinephelus coioides) (Shi et al., 2010) y en la rana toro (Rana
catesbeiana) (Moon et al., 2009) no hay activacion de la via de senalizacion PKA, de

forma similar a lo observado en mamiferos (Kotani ez al., 2001; Muir et al., 2001).

El receptor Gpr54-1b, con una unidn preferencial al péptido Kiss1-15, responde con una
elevada sensibilidad a los péptidos derivados del Kiss1. La estimulacion de este receptor

activd ambas rutas de sefializacion, pero la ruta cAMP/PKA fue mas efectiva. En el caso

141 |Pagina



4. Resultados y desarrollo argumental

del receptor Gpr54-2b la interaccion con los ligandos fue distinta, mostrando una
discriminacion clara entre las formas cortas y largas de los péptidos. Asi, se observd
mayor potencia y afinidad por las formas mas largas, Kiss1-15 y Kiss2-12, que por los
decapéptidos. El péptido Kiss2-12 provoco la activacion mads alta del receptor Gpr54-
2b. En este caso, la activacion del plasmido SRE-Luc fue similar a la del CRE-Luc. En
conjunto, nuestros resultados indican que existen distintas preferencias de union de los
diferentes ligandos a estos receptores, asi como diferentes niveles de activacion de las
vias de sefializacion estudiadas. Ademas, también se puede concluir que los péptidos
mas largos, Kiss1-15 y Kiss2-12, son activadores mas potentes de los receptores de las
kisspeptinas que los decapéptidos correspondientes, Kiss1-10 y Kiss2-12, como se ha
descrito en pez cebra (Lee et al., 2009), medaka (Kanda et al., 2013) y caballa (Ohga et

al., 2013).

En definitiva, los péptidos derivados de Kiss2 tienen una mayor afinidad por el receptor
Gpr54-2b, aunque dicho receptor también se puede activar por los péptidos derivados de
Kissl, aunque de forma menos eficiente. Por otro lado, el receptor Gpr54-1b parece
tener preferencia por los péptidos derivados de Kissl. Al contrastar nuestros resultados
con los de otras especies de peces se observaron algunas diferencias con respecto a la
actividad biologica in vitro de los pares ligando/receptor. En carpin dorado, se ha
demostrado que el receptor Gpr54-1b se activaba con el decapéptido Kiss2, mientras
que el receptor Gpr54-2b lo hace mediante el decapéptido Kissl (Li et al., 2009). En
conjunto, todos estos datos ponen en evidencia que en los teledsteos, existen diferentes

niveles de activacion para los pares Kiss/Gpr54.

Cuando coexisten dos receptores de kisspeptina en una misma especie, ambos pueden
ser activados por los dos ligandos, aunque con diferentes potencias. Ello indica que hay

una selectividad diferencial del ligando (Biran et al., 2008; Lee et al., 2009; Li et al
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2009; Kanda et al., 2013; Ohga et al 2013; este estudio) que influencia las acciones
fisiologicas (Felip et al. 2009, Kitashi ef al. 2009, Li et al. 2009). Por otro lado, se ha
observado que los péptidos derivados de Kissl presentan una elevada potencia en la
activacion del GPR54 humano. Sin embargo, el dodecapéptido Kiss2, que hasta el
momento no se ha descrito en mamiferos, presenta una potencia similar a la observada
para los péptidos derivados de Kissl. En relacion a la activacion del receptor Gpr54 de
raton, el péptido Kiss1-15 muestra la mayor potencia, mientras que Kiss1-10 y Kiss2-12
tuvieron una potencia similar, aunque menor a la de Kissl-15. La ya mencionada
capacidad de los péptidos derivados de Kiss2 para activar el GPR54 humano apoyaria la
existencia de un gen similar a kiss2, el cual se ha encontrado recientemente en la base

de datos del genoma de primates, incluyendo humanos (Osugi et al., 2013).

La distribuciéon neuroanatémica de las células que expresan las kisspeptinas y sus
receptores en lubina (Escobar et al. 2013a, 2013b) y en pez cebra (Servili et al. 2011),
es coherente con la mayor potencia observada para los péptidos derivados de Kiss2 en la
activacion de Gpr54-2b. Mientras que el mRNA del receptor gpr54-1b presenta una
expresion modesta en regiones limitadas del cerebro, el del receptor gpr54-2b muestra
una distribucion amplia, ademas de altos niveles de expresion en el cerebro anterior,
medio y posterior (Servili et al. 2011, Escobar et al. 2013b). Al igual que el pez cebra,
la lubina presenta células Kiss2 inmunoreactivas en el telencéfalo central y en la region
que rodea el receso lateral del hipotalamo, donde se observan neuronas que expresan el
receptor gpri4-2b (Escobar et al. 2013b). Por ello, se ha sugerido que en estas regiones
cerebrales, el Kiss2 puede ser el ligando biologicamente activo del receptor Gpr54-2b

(Escobar et al. 2013b), apoyando asi los resultados obtenidos en la presente memoria.
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4.6.2 En la lubina, el cerebro anterior-medio (FB-MB) actiia como una ruta de
seflalizacion endocrina del sistema Kiss2/Gnrhl en el control de la actividad

gonadotropa

La presente memoria proporciona la primera evidencia, en una especie de teledsteo, de
la implicacion de las areas neuroendocrinas del FB-MB, el telencéfalo y el éarea
preoptica, en el control del eje reproductivo via Kiss2/Gnrhl. Este hallazgo ha sido
posible gracias a que la inyeccion i.c.v. de Kiss2 en machos de lubina modificé los
niveles de expresion de gpr54-2b, gnrhl y gnrh2 en el FB-MB. Consecuentemente, la
administracion central de Kiss2 provoco la secrecion de Gnrhl desde, al menos, el FB-
MB, dando lugar a niveles elevados de Lh y T en plasma. Esto tuvo como consecuencia
un incremento en la cantidad de volumen espermatico y calidad del esperma. Estos
resultados sugieren que la administracion central de péptidos es la forma mas adecuada
para estudiar el papel de las kisspeptinas cerebrales en la funcion reproductiva y sus
diferentes rutas de sefializacion endocrina. En los peces hasta el momento, la mayoria
de los estudios, con tratamientos sistémicos de kisspeptina, a corto plazo in vivo, se han
centrado principalmente en los efectos, a nivel de cerebro-hipéfisis (Filby et al., 2008;
Felip et al., 2009; Li et al., 2009; Shi et al., 2010; Zmora et al., 2012). Otros estudios,
también in vivo, han examinado las respuestas a nivel gonadal después de la
administracion sistémica de kisspeptinas a corto (Selvaraj et al., 2013) y a largo plazo
(Beck et al., 2012; Nocillado et al., 2013; Zmora et al., 2014). Sin embargo, todos estos
estudios solo han proporcionado resultados parciales del efecto de las kisspeptinas en la
expresion de gnrh, en la secrecion o expresion de las gonadotrofinas y/o en el estado
gonadal. Ademas, la administracion sistémica podria enmascarar la sefializacion real de
las kisspeptinas en el cerebro, debido a la accidon que ejercen estos neuropéptidos sobre

la hipofisis (ver apartados 4.3.2 y 4.6.3). Hasta la fecha, el efecto directo de las
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kisspeptinas sobre el cerebro de peces s6lo se ha estudiado en un trabajo (Ohga ef al.,
2014). Por lo que, los mecanismos moleculares y endocrinos de las kisspeptinas

cerebrales implicados en la reproduccion de los peces todavia no son muy conocidos.

Los resultados de esta memoria muestran que Kissl-15 and Kiss2-12 provocaron un
aumento de los niveles de expresion del gen gpr54-2b en el FB-MB. En este sentido y
como se¢ ha comentado anteriormente, en el telencéfalo central de la lubina se ha
descrito una superposicion entre las células que expresan el gen del receptor gpr54-2b 'y
las fibras de Kiss2 (Escobar et al., 2013b). Ademas, este hecho es consistente con los
resultados obtenidos in vitro que muestran que el receptor Gpr54-2b de lubina se activa
de manera eficiente por ambos péptidos, Kiss1-15 y Kiss2-12, aunque preferentemente
por Kiss2-12. Asi, nuestros datos sugieren que el neuropéptido Kiss2, presente en las
células del area predptica (Escobar ef al., 2013a), es el ligando biologicamente activo de
las células que expresan el receptor gpr54-2b en las areas neuroendocrinas del FB-MB,
por lo que este se podria considerar como un regulador neuroendocrino potencial de la
actividad hipofisaria. Por otro lado, hay que tener en cuenta que en el FB-MB de la
lubina no existen evidencias neuroanatdmicas de la superposicion entre las fibras Kiss1
y las células que expresan el receptor gpr54-2b y por tanto, los efectos estimulantes de
la administracion de Kissl sobre los niveles de expresion de este receptor en el FB-MB
podrian ser farmacologicos y poco relevantes desde un punto de vista fisiolégico. Sin
embargo, la expresion de ambos genes gpri4-1b y gpr54-2b en la otra area
neuroendocrina del cerebro estudiada, el hipotdlamo, no se vio afectada por ningun
tratamiento. Por otro lado, la administracion de ambos péptidos provocd una
disminucion de los niveles de expresion de gnrhl y gnrh2 en el FB-MB, aunque no
afecto a los niveles de expresion de gnrhl hipotaldmico. En la lubina, el transcrito de

gnrhl tiene una amplia distribucion en las areas neuroendocrinas del FB-MB
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(Gonzalez-Martinez et al., 2002a), aunque otro estudio en esta misma especie no logréd
demonstrar la presencia de mRNA de gpr54-2b en las células Gnrhl. Esto sugiere que
las neuronas Gnrhl del FB-MB no constituyen un objetivo directo de las kisspeptinas
(Escobar et al., 2013b). No obstante, algunas neuronas Gnrhl se encontraban situadas
muy cerca, practicamente en contacto directo, con las células que expresan gpr54-2b vy,
por tanto, no se puede descartar que Kiss2 tenga un papel indirecto en la modulacion de
la liberacion de Gnrhl. Tomando en cuenta todos estos datos, nuestros resultados
indican que Kiss2 puede actuar a través de, al menos, dos mecanismos diferentes para
modular la regulacion central de la funcidon reproductiva. En esta misma linea y en
primer lugar, en la lubina americana, una especie muy cercana a la lubina, a nivel
hipotaldmico, en el nucleo del receso lateral, se han visto poblaciones neuronales de
Kiss2, que probablemente actiian sobre las inervaciones de Gnrhl del nticleo tuberal
lateral y de la NH, mientras que las poblaciones neuronales de Kiss1 y Kiss2 del nucleo
lateral tuberal probablemente act@ian sobre los axones Gnrhl y sobre las células
gonadotropas (Zmora et al., 2014). Ademads, en la lubina se ha encontrado una
inervacion prominente de Kiss2 en la NH, al nivel de la PPD (Escobar et al., 2013b).
Estos datos sugieren que existe una ruta de sefializacién hipotaldmica funcional de
Kiss2 que controla la actividad de las células gonadotropas (Zmora et al., 2014), a pesar
de que ésta no se vio afectada por la inyeccion i.c.v. de Kiss2 (ver apartado 4.2.1). En
este sentido, en el hipotalamo mediobasal se han observado células que expresan el gen
del receptor de estrogenos erfi2 muy cerca de células que expresan kiss2 y, por tanto, es
posible que en esta area se encuentren células Kiss2, cuya expresion se vea afectada por
células erfi2 (Escobar et al., 2013a). Asi pues, es posible que la ruta de senalizacion
hipotaldmica del sistema Kiss2/Gnrhl esté regulada por un sistema de retroalimentacion

esteroidal, que podria depender del estado de desarrollo gonadal. En segundo lugar, en
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el FB-MB se observd un efecto claro del tratamiento con Kiss2 sobre los niveles de
expresion de gpr54-2b, gnrhl y gnrh2. Esto podria indicar que las 4areas
neuroendocrinas del FB-MB son parte de una segunda ruta de sefalizacion endocrina,
donde las poblaciones neuronales de Kiss2, presentes en el area predptica (Escobar et
al., 2013a), estarian implicadas en la regulacion de la actividad gonadotropa y, por

tanto, en la funcion reproductiva.

Como ya se ha comentado, la administracion central de Kissl y Kiss2 fue responsable
de la disminucion de los niveles de expresion de gnrhl y gnrh2 en el FB-MB. En
teledsteos, algunos estudios farmacoldgicos describen cambios en los niveles de
expresion cerebral de gpr54 y gnrh después de la administracion exégena de ambas
formas de kisspeptina. Por ejemplo, la administracion central de los dos péptidos,
Kiss1-15 o Kiss2-12, disminuy6 los niveles de expresion de gnrhl en el cerebro de las
hembras de caballa (Ohga et al., 2014). De igual forma, la administracion sistémica
cronica de Kiss2 provocd una disminucion de los niveles de expresion de las tres formas
de gnrh en el cerebro de la lubina americana (Zmora et al., 2014). Sin embargo, en otros
estudios se ha observado un aumento de los niveles de expresion de grp54 y gnrh en el
cerebro en respuesta a la administracion de kisspeptina exdgena. Asi, la inyeccion
intraperitoneal de Kiss-10 de mamiferos provocé un aumento de los niveles de
expresion de gpri4-1b y gnrh3 (Gnrh hipofisiotropica en ciprinidos) en el cerebro de la
carpita cabezona (Pimephales promelas), en pubertad temprana y media (Filby et al.,
2008). De la misma forma, la inyeccion intraperitoneal de Kiss2-10 aument6 los niveles
de expresion de gnrhl en el hipotdlamo del mero de pintas naranjas (Shi et al., 2010).
Por otro lado, el péptido Kiss2-12 provocé un aumento de la expresion de gnrhl y
gpr34-2b en ejemplares pre-puberes de lubina hibrida (hembras de lubina americana

Morone saxatilis x machos lubina blanca Morone chrysops), mientras que el péptido
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Kiss1-15 solo aument6 los niveles de expresion de gnrhl. En cambio, durante el
desarrollo gonadal, Kiss2-12 provocd la disminucion de los niveles de expresion de
gnrhl y gpr54-2, mientras que Kiss1-15 s6lo disminuy6 los de gpr54-2b (Zmora et al.,
2012). Todas estas observaciones sugieren que el mecanismo mediante el cual las
kisspeptinas estimulan o inhiben la expresion de gpr54 y gnrh puede depender del
estado gonadal. En este sentido, se sabe que en la lubina americana puberal existe un
sistema de retroalimentacion esteroidal positiva sobre la gnrhl mientras que durante la

recrudescencia gonadal esta retroalimentacion es negativa (Klenke, 2006).

En mamiferos estd demostrado que la administracion de kisspeptinas estimula la
secrecion de la Gnrh en el fluido cerebroespinal de la oveja (Messager et al., 2005b). En
peces, hasta el presente este efecto no se conocia, y por tanto, los resultados descritos en
esta memoria constituyen, por primera vez en una especie de teledsteo, una evidencia
fisiologica clara de la accion del Kiss2 sobre la secrecion de Gnrhl. En este estudio
hemos visto que la administracion central de Kiss2 provocd un aumento significativo
del contenido hipotaldmico de Gnrhl 6h después del tratamiento pero, como se ha
descrito anteriormente, no se observd ninguna diferencia significativa en los niveles de
expresion de gnrhl en esta misma area, donde se encuentra una pequefia poblacion de
células Gnrhl (Gonzalez-Martinez et al., 2001). Esto sugiere que el aumento del
contenido de Gnrhl hipotaldmico podria corresponder a Gnrhl circulante, liberada en
las fibras hipotaldmicas en respuesta al tratamiento con Kiss2, procedente de las
poblaciones neuronales de Gnrhl del telencéfalo ventral y area preoptica. Ademas, se ha
descrito que la hipéfisis de lubina recibe una fuerte innervacion de las fibras Gnrhl que
provienen del telencéfalo ventral y area preoptica (Gonzalez-Martinez et al., 2002a), lo
cual apoya la hipotesis de que las areas neuroendocrinas del FB-MB son parte de una

ruta de sefalizacion endocrina del sistema Kiss2/Gnrhl implicado en la regulacion
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central de la actividad gonadotropa. Por otro lado, en los peces tratados con Kiss1-15, la
Gnrhl hipofisiaria aumentd 12h después de la inyeccion pero, en los peces tratados con
Kiss2-12 no hubo ningun efecto, aunque no se puede descartar la posibilidad de que la
Gnrhl hipofisaria alcanzara su punto maximo antes de 6h o entre las 8 y las 12 horas

después de la inyeccion de Kiss2-12.

Los datos descritos en el apartado 4.2.3 muestran que a las 12h post-inyeccion, la
expresion hipofisiaria de gnrhr-Il-1a, que se localiza en todas las células Lh y en
algunas Fsh (Gonzalez-Martinez et al., 2004a), fue significativamente menor en los
peces tratados con Kiss2-12 en comparacion con el control y los tratados con Kiss1-15.
Curiosamente, en este mismo punto de muestreo, los animales tratados con Kiss2-12
también mostraron un incremento de los niveles plasmaticos de 11-KT lo que sugiere
que en peces, al igual que en mamiferos, este receptor de la Gnrh puede ser sensible a

los esteroides sexuales (Hapgood et al., 2005).

A lo largo del periodo de desarrollo gonadal de la lubina se han observado diferencias
en los niveles de expresion génica cerebral del sistema kisspeptina, lo cual sugiere que
es posible que las dos formas de kisspeptina estén implicadas de manera diferencial en
eventos tempranos o tardios de la gametogénesis (Alvarado et al., 2013). En el presente
estudio, la administracion i.c.v. de Kiss2-12 gener6é un efecto mas potente y de larga
duracion en la liberacion de Lh que el tratamiento con Kiss1-15. Estos niveles elevados
de Lh en plasma pueden estar correlacionados con la liberacion de Gnrhl, ya descrita.
De hecho, en lubinas maduras, tanto las formas nativas de Gnrh como las modificadas,
inducen, de manera efectiva, la secrecion de Lh, in vivo e in vitro (Forniés et al., 2003).
Ademads, se ha visto que la estimulacion de la sintesis de Lh, mediada por la Gnrhl,
podria ser un mecanismo relevante en la modulacion de la primera maduracion de esta

especie (Rodriguez ef al., 2000b). Los resultados de esta memoria apoyan el papel de la
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Lh sobre las fases finales de la maduracion de los gametos y espermiacion de la lubina,
tal como se habia sugerido previamente (Rocha et al., 2009). Por otro lado, algunos
estudios en peces teledsteos corroboran este efecto estimulador de las kisspeptinas sobre
la sintesis y/o secrecion de las gonadotrofinas. En este sentido, una sola inyeccion i.c.v.
de Kiss2-12 aumentd los niveles de expresion de las subunidades fshf y [hf en la
hipéfisis de machos y hembras de caballa (Ohga ef al., 2014). Sin embargo, este estudio
solo midi6 los niveles de expresion génica y, por tanto, no es posible discernir los
efectos de las kisspeptinas sobre la secrecion de las gonadotrofinas. Otros estudios en
peces han analizado la liberacion de gonadotrofinas tras la administracion sistémica de
kisspeptinas (Li et al., 2009; Felip et al., 2009, Kitahashi et al., 2009; Shi et al., 2010;
Filby et al., 2008; Zmora et al., 2012; Zmora et al., 2014). Aunque no se puede
descartar que la secrecion de gonadotrofinas tras la administracion sistémica, observada
en estos estudios, sea debida, al menos en parte, al efecto directo de las kisspeptinas
sobre las células gonadotropas. Es este aspecto, la administracion sistémica de Kiss2-
12, pero no Kissl-15, en lubinas hibridas prepuberales provocd un incremento de los
niveles plasmaticos de Lh, mientras que durante el estado de desarrollo gonadal medio,
ambos péptidos, Kissl-15 y Kiss2-12, indujeron la secrecion de Lh (Zmora et al.,
2012). Todas estas observaciones sugieren que en las distintas especies de lubina
(Moronidae) los péptidos derivados de Kiss2 son mas potentes induciendo la liberacion
de Lh que los péptidos derivados de Kissl, tanto a nivel periférico (Felip ef al., 2009;
Zmora et al., 2012) como cerebral (este estudio). Aunque, la potencia relativa de los
péptidos derivados de Kissl o Kiss2 sobre la liberacion de Lh, depende de la especie.
Esto explica por qué, en el carpin dorado, la administracion de Kiss1-10 aumento los
niveles de Lh en plasma, mientras que no se observd efecto alguno después del

tratamiento con Kiss2-10 (Li ez al., 2009).
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Tal como se expone en los resultados, y contrariamente a los efectos de Kissl-15 y
Kiss2-12 sobre la liberacion de Lh, la administracion de ambos péptidos no se tradujo
en ningun aumento de Fsh en plasma. Sin embargo, en un estudio previo llevado a cabo
con lubina prepuberal, en el grupo de Fisiologia de Reproduccion de Peces, si se
observé secrecion de Fsh 60 minutos después de la inyeccion sistémica de Kiss2-10
(Felip et al., 2009). La discrepancia entre ambos estudios probablemente se debe a
diferencias en el estado de desarrollo testicular de los animales experimentales. Asi,
mientras que el tratamiento de peces prepuberales con Kiss2-10 estimuld la secrecion de
Fsh en plasma, la de la forma mas larga, Kiss2-12, a peces espermiantes fue incapaz de
provocar su liberacion. Estos resultados, estarian de acuerdo con el hecho de que en la
lubina, la Fsh juega un papel importante en la regulacion de las fases tempranas y
medias de la espermatogénesis, incluyendo la proliferacion de células del testiculo
(Molés et al., 2012; Mazoén et al., 2014). Ademas, hay que considerar que en este
estudio previo se usd un tratamiento sistémico y, por tanto, no se puede descartar la

posibilidad de un efecto directo de Kiss2-10 sobre la hipofisis.

La administracion de Kiss2-12 provocd un aumento muy importante de Lh, que a su vez
gener6 una elevacion de androgenos en plasma (T y 11-KT). Sin embargo, la liberacion
de Lh, provocada por la administracion de Kissl-15, no fue suficiente para generar un
aumento adecuado de los niveles de androgenos plasmaticos. Este resultado apoya la
hipotesis de que el efecto de la administracion central de Kissl-15 podria ser
farmacologico e irrelevante desde un punto de vista fisiologico. Este efecto estimulador
de las kisspeptinas sobre los andrégenos, mediado por la Lh, se ha descrito en machos
de caballa prépuberes tratados con Kissl-15, que mostraron niveles de 11-KT
significativamente mayores que los no tratados (Selvaraj et al., 2013). En conjunto, los

datos del presente estudio, en lubina, sugieren que el efecto del Kiss2 sobre la liberacion
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de T y 11-KT se lleva a cabo a través de la via Gnrhl/Lh. La capacidad de las
kisspeptinas para estimular la liberacion de T en plasma también se ha descrito en
mamiferos (Patterson et al., 2006; Thompson et al., 2004; Ramaswamy et al., 2007;
Mikkelsen et al., 2009; Saito et al., 2012). En ratas macho, la administracion central y
periférica de Kissl-10 aumentd los niveles de T en plasma (Patterson et al., 2006),
mientras que en cabras machos pre- y post-puberes, la administracion intravenosa de
Kiss1-10 aument6 los niveles de T en plasma, después de un aumento en la
concentraciéon de LH plasmatica, (Saito et al., 2012). Por otro lado, en raton, el efecto
de Kiss1-10 sobre la liberacion de T fue completamente bloqueado por la Acilina, un

antagonista de la GnRH (Mikkelsen et al., 2009).

En peces teledsteos, es bien conocido el papel especifico de la Lh sobre la regulacion de
la produccion de androgenos en los testiculos (Ueda et al., 1985; Planas y Swanson,
1995; Kagawa et al., 1998). Por ejemplo, en cultivos in vitro de testiculos de salmén del
pacifico (Oncorhynchus kisutch), en estado de espermatogénesis avanzada, la Lh
provoco la liberacion de 11-KT (Planas y Swanson, 1995). De igual forma, esta misma
gonadotrofina provocod un aumento de los niveles de 11-KT en testiculos de dorada
japonesa (Pagrus major) cultivados in vitro durante la época de puesta (Kagawa et al.,
1998). Por otra parte, la inyeccion intraperitoneal de estos androgenos, T y 11-KT,
indujo la espermiacion in vivo en el carpin dorado (Ueda et al., 1985). Todas estas
observaciones estan de acuerdo con los datos de esta memoria, donde so6lo la
administracion de Kiss2-12 en cerebro provoco una liberacion potente de Lh en plasma,
junto con una elevacion exclusiva de androgenos plasmaticos (T y 11-KT). El
incremento de T plasmatica fue mucho mayor y evidente que el de 11-KT que fue mas
leve y discreto. En este sentido, se sabe que el perfil de la 11-KT plasmética en lubinas

europeas macho maduras, muestra niveles altos durante la recrudescencia media y
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desciende cuando empieza la espermiacion (Rocha et al., 2009) y de hecho, se ha visto
que la 11-KT no juega un papel relevante durante el transcurso de la espermiacion de
esta especie (Mafnands et al., 2002; Mazon et al., 2013). Los niveles altos de androgenos
en plasma dieron lugar a un aumento significativo de la densidad del esperma
acumulado tras 3 dias de tratamiento, y del volumen espermatico acumulado a los 3 y 7
dias después de la inyeccion. Debido a este aumento del volumen, el esperma estaba
mas diluido a los 7 dias de tratamiento, lo cual probablemente favorecidé una mejor
calidad del esperma. Asi, el aumento de volumen del esperma puede ser debido a la
hidratacion del esperma con la consiguiente dilucion de la densidad espermética. Por
otro lado, la liberacion de Lh generada por Kiss1-15 no fue suficiente para aumentar el
nivel plasmatico de los androgenos, y consecuentemente el volumen de esperma. En la
lubina, hay varios estudios que demuestran la implicacion de la Lh y T en la produccion
de esperma. La administracion sostenida de un andlogo de la GnRH aumentd el
volumen del esperma (Sorbera et al., 1996) y los niveles de Lh, pero no la densidad
espermatica (Mafiands ef al., 2002). Por su parte, la terapia plasmidica de Lh dio lugar a
niveles altos sostenidos de Lh circulante y a un aumento de la produccion de esperma
(Mazén et al., 2013). De acuerdo con estos estudios de administracion sostenida de
GnRH o Lh, el aumento en el volumen de esperma acumulado provocado por la
administracion central de Kiss2-12, se puede asociar con un aumento precoz de la

densidad del esperma tres dias después de la inyeccion.

Nuestros resultados muestran que en los peces tratados con Kiss2-12, hay un aumento
de los parametros de motilidad del esperma. Este tratamiento dio lugar un porcentaje
mayor de espermatozoides rapidos (5,2 veces) y menor de espermatozoides inmoéviles
(1,3 veces) que el grupo control. Al encontrarse en un medio acuoso, los

espermatozoides de los peces se pueden mover en tres dimensiones, por lo que su

I153|Pagina



4. Resultados y desarrollo argumental

trayectoria es mas curvada que la de los espermatozoides de los mamiferos (Kime et al.,
2001). Por ello, en los peces teledsteos, los parametros curvilineos de los
espermatozoides pueden ser indicadores esenciales de la fertilidad, a diferencia de los
mamiferos, donde la velocidad rectilinea (VSL) es el principal indicador de fertilidad
(Moore y Akhondi, 1996). En este estudio, los espermatozoides rapidos de los peces
tratados con Kiss2-12 mostraron valores mas elevados de VCL, VSL y VAP que los del
grupo control, lo que sugiere que el esperma de los peces tratados con Kiss2-12 puede
tener una mayor capacidad fertilizante. Esto se confirma por el hecho de que los valores
de ALH y BCF de los espermatozoides progresivos moderados fue mayor en los peces
tratados con Kiss2-12, ya que en estudios previos se observd que en los
espermatozoides de peces, valores altos de BCF estdn correlacionados con una

capacidad mayor de fertilizacion (Billard ez al., 1992).

De los resultados obtenidos, se puede concluir que en la lubina el sistema neuronal
Kiss2 esta implicado en la regulacion central de la funcion reproductiva. Teniendo en
cuenta las numerosas herramientas disponibles para estudiar, a nivel molecular y
celular, los sistemas endocrinos en esta especie, el cerebro de lubina constituye un
excelente modelo para el estudio de su fisiologia. Ademas, se puede concluir que la
administracion central de kisspeptinas es la forma mas adecuada para estudiar el papel
de estos péptidos cerebrales sobre la funcion reproductiva y sus diferentes rutas de
senalizacion endocrina. En este estudio se proporciona la primera evidencia de que los
efectos de Kiss2 sobre la regulacion central de la funcion reproductiva pueden estar
mediados a través de una ruta de sefalizacion endocrina presente en las dareas
neuroendocrinas del FB-MB de los peces teledsteos. Asi, el FB-MB y el hipotalamo
pueden actuar como dos centros reproductivos implicados en la regulacion de la

actividad hipofisaria. Estos resultados también proporcionan, por primera vez en una
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especie de teledsteo, una evidencia fisiologica de la accion directa de las kisspeptinas
sobre la secrecion de la Gnrhl. El claro efecto de Kiss2 sobre los niveles de expresion
de gpr54-2b y gnrhl en el FB-MB y probablemente sobre la secrecion de Gnrhl,
sugiere que este sistema neuronal estd involucrado en la regulaciéon neuroendocrina de
la actividad gonadotropa. Esta hipdtesis se confirma por la potente secrecion de Lh en el
plasma de los peces tratados con Kiss2-12. Este incremento de Lh plasmatica es
probablemente el responsable de la fuerte estimulacion de la secrecion de androgenos y

de las variaciones en los parametros de la calidad del esperma.

4.6.3 En la lubina, el neuropéptido Kiss2 regula la funcion de las células

gonadotropas a través de una ruta de sefalizacion paracrina/autocrina

La implicacion de las kisspeptinas hipotaldmicas en el control de la reproduccion se ha
demostrado en varios estudios realizados en peces, pero hasta hace poco no se habian
iniciado estudios a cerca de las posibles funciones fisiologicas de las kisspeptinas a
nivel hipofisario. En este sentido, en peces, el nimero de estudios acerca de la accion
directa de las kisspeptinas sobre la liberacion de Lh por parte de las células
gonadotropas es muy limitado (Yang et al., 2010; Chang et al., 2012). Por tanto, en
peces teledsteos, para conocer la funcion de las kisspeptinas sobre el control directo de

las células gonadotropas todavia se precisan mas evidencias experimentales.

En el estudio con células hipofisarias dispersas de machos espermiantes de lubina (ver
apartado 4.3) se ha realizado un analisis inicial mediante qPCR para conocer los niveles
de expresion de los genes que constituyen el sistema kisspeptina en las hipdfisis de los
animales experimentales. Los niveles expresion obtenidos para los genes de los
receptores, gpr54-1b'y gpr54-2b, en las células dispersas de la hip6fisis, coincide con lo

que ya se describi6 anteriormente en hipdfisis enteras de machos de la misma especie
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(Alvarado et al., 2013). En este sentido también se ha detectado expresion de gpr54-1b
en las células gonadotropas de carpin dorado utilizando RT-PCR junto con
microdiseccion con laser de captura (Yang et al., 2010). La presencia de los receptores
de kisspeptinas en la hipdfisis de varias especies de peces teledsteos sugiere que este
sistema puede estar implicado en el control directo de la funcidon gonadotropa. Sin
embargo, nuestros resultados con células dispersas de hipofisis de machos de lubina
muestran que tan sélo el gen de un ligando, kiss2, se expresa a niveles detectables por
qPCR. Estos resultados son coherentes con los descritos en hipdfisis enteras de machos
de lubina, donde la expresion de kiss2 era 100 veces mas elevada que la de kiss/
(Alvarado et al., 2013). Por el contrario, en otro estudio, con esta misma especie, se
detectd, mediante HIS, presencia de transcritos de kiss/ en la PPD de la hipofisis
(Escobar et al., 2013a), los cuales han sido indetectables por qPCR en este estudio. Esta
discrepancia podria ser debida al caracter disperso de estas células dentro de la hip6fisis
y, por tanto, puede que los niveles de expresion se encuentren por debajo del limite de
deteccion del ensayo qPCR. Sin embargo, cabe resaltar que en las especies de peces con
dos genes kiss, la importancia relativa de la expresion de kiss/ o de kiss2, a nivel de la
hipéfisis, depende de la especie. Por ejemplo, en las hipdfisis de machos de caballa, los
niveles de expresion de kiss2 estuvieron por debajo del limite de deteccion del ensayo

qPCR, mientras que kiss/ presento altos niveles de expresion (Selvaraj ef al., 2010).

En el estudio in vitro realizado en esta memoria se demuestra la estimulacion directa de
las células dispersas de la hipofisis por el péptido Kiss2-12. En primer lugar, y mas
especificamente, Kiss2-12 provocd una liberacion significativa de Lh en las células
gonadotropas dispersas, de manera dosis-dependiente, mientras que el péptido Kissl-15
no alterd la liberacion de dicha gonadotrofina, en las condiciones experimentales

utilizadas. Por otro lado, Kiss2-12 también indujo una liberacion baja pero significativa
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de Fsh, a dosis equivalentes a las eficaces para la secrecion de Lh. Sin embargo, el
péptido Kissl-15 tampoco fue capaz de inducir la secrecion de Fsh. En consecuencia,
nuestros datos demuestran que Kiss2 estd implicado en la modulacion directa de la
secrecion de gonadotrofinas durante la maduracion testicular y espermiogénesis de
lubina. Curiosamente, la liberaciéon de Lh fue mayor y mds sostenida que la de Fsh. En
este sentido, se conoce por trabajos previos en lubina que durante el periodo de
espermiacion completa los niveles de expresion de las subunidades de ambas
gonadotrofinas (Mateos et al., 2003) y los de proteina de estas hormonas (ver apartados
4.4.6 y 4.6.4) presentan valores elevados. Teniendo en cuenta estos datos, nuestros
resultados sugieren que existen mecanismos diferenciales de regulacion de la secrecion
de Lh y Fsh mediada por Kiss2. Anteriormente se ha visto que Kiss1-15 no tuvo efecto
sobre la secrecion de gonadotrofinas. Sin embargo, un estudio previo en esta misma
especie demostro por HIS que los transcritos kiss/ estan localizados en la mayoria de
las células Fsh-ir presentes en la hipofisis (Escobar et al., 2013a). Por ello no se puede
descartar un posible papel directo de Kissl sobre la modulaciéon de las células
gonadotropas durante la fase de proliferacion testicular, o incluso, un control

transcripcional similar de kiss! y fshp.

En carpin dorado, se observo que su decapéptido Kissl (gKiss1-10) puede estimular in
vitro la liberacion de Lh en cultivo primario de células hipofisiarias (Yang et al., 2010;
Chang et al., 2012). Al igual que in vitro, la administracion sistémica in vivo de gKissl-
10 en carpin dorado, también aument6 significativamente los niveles de Lh en plasma,
pero el gKiss2-10 no alterd los niveles de esta hormona (Li et al., 2009). Estos datos
demuestran que el Kissl juega un papel importante en la modulacion de eje
reproductivo del carpin dorado. Por el contrario, las inyeccion central (ver apartados

424, 42,5 y 4.6.2) y periférica (Felip et al., 2009) de Kiss2 de lubina indujo la
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secrecion de gonadotrofinas de manera mas efectiva que la administracion de Kissl.
Estos resultados, junto con el efecto estimulador de Kiss2 en la secrecion de Lh y Fsh
observado en los cultivos de células hipofisiarias de machos de lubina, sugieren que
Kiss2 es un factor neuroendocrino importante, implicado en la regulacion de la

reproduccion a través de su eje gonadotropo.

En esta memoria se presenta, ademas, un estudio inmunohistoquimico cualitativo que
constituye la primera descripcion de la naturaleza de las células Kiss2 de la hipofisis de
peces teledsteos. En este estudio, lo primero que se observé fue la abundancia de células
Kiss2, intensamente tefiidas, en la PPD de la hipéfisis de machos de lubina. Estos datos
coinciden con los observados en la hipdfisis del pez cebra, donde se vieron células
Kiss2-ir aunque de naturaleza desconocida (Servili et al., 2011). Ademas, la PPD de
lubina es un sitio de expresion del receptor gpr54-1b (Escobar et al., 2013b). Todos
estos datos, junto con el hecho de que las células Lh y Fsh también se encuentren en la
PPD (Gonzédlez-Martinez et al., 2004a), apoyan la hipotesis de que el sistema
kisspeptina estd implicado en el control directo de la funcion gonadotropa. Por otro
lado, en este estudio el uso de la doble IHC con anticuerpos especificos de lubina para
Fsh y LhP, demuestra que tanto en animales inmaduros, como en espermiacion
completa, las células Kiss2-ir co-localizan, principalmente, con las células Lhp-ir. No
obstante, en estado de espermiacion completa, el anticuerpo anti-Kiss2 so6lo tifid
levemente algunas células Fsh-ir. La falta de co-localizacon entre Kiss2 y Fsh en estado
inmaduro se podria deber a que en este estado testicular, los niveles de expresion
(Mateos et al., 2003) y de proteina (ver apartados 4.4.6 y 4.6.4) de las dos subunidades
de gonadotrofinas son minimos. No obstante, la presencia de Kiss2 en la células
gonadotropas y el efecto estimulador claro de Kiss2-12 sobre la secrecion de las

gonadotrofinas por células de la hipdfisis de lubina, en cultivo, proporcionan una
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evidencia clara de que Kiss2 estd implicado en el proceso reproductivo de peces
teledsteos a través de sus acciones como una hormona autocrina/paracrina hipofisaria.
También se detectd una inervacion prominente de fibras Kiss2 en la NH y al mismo
nivel de la PPD, que es coherente con lo observado anteriormente en lubina (Escobar et
al.,2013b) y lubina americana (Zmora et al., 2014), donde se vio una inervacidén masiva
de Kiss2 que se distribuye a través de la NH. Curiosamente, en esta ultima especie,
estas proyecciones axonales de Kiss2 inervan las células gonadotropas (Zmora et al.,
2014). Estos datos sugieren que el Kiss2 también opera como un neuropéptido
hipofisiotropico que podria participar en la modulacion de la funcion de las células
gonadotropas. Por otro lado, se sabe que las fibras de Gnrh1 GAP-ir presentes en la NH
alcanzan la PPD vy el borde de la PI de la hipdfisis (Gonzalez-Martinez et al., 2002a).
Sin embargo, nuestros resultados demuestran que a pesar de que las proyecciones
axonales de Kiss2 también penetran en la NH y alcanzan la PPD, en general, se
localizan en areas diferentes de la PPD, respecto a la distribucion de las fibras
Gnrh1GAP-ir, sugiriendo que ambos axones terminales podrian alcanzar diferentes
regiones de la PPD. Estas observaciones indican que Kiss2 también podria estar
implicado en la regulacion de otras funciones hipofisarias. En este sentido, ya se ha
descrito la implicacion de las kisspeptinas en el sistema somatotropo de mamiferos
(Gutiérrez-Pascual et al., 2007; Luque et al., 2011). No obstante, también se observaron
algunas de las proyecciones de Kiss2 en la misma zona de la NH que las proyecciones
hipofisiotropicas de la Gnrhl. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que Kiss2 podria
actuar como un neuropéptido hipofisiotrépico implicado en el control de la actividad
gonadotropa (Zmora et al., 2014). En resumen, los resultados de este estudio indican
que Kiss2 podria actuar a través de una ruta de sefalizacion adicional a la ya descrita

para modular directamente la funcion de las células gonadotropas. Asi, aparte de actuar
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como un neuropéptido hipofisiotropico, el Kiss2 podria hacerlo como un factor
autocrino/paracrino implicado en el control de la funcidon reproductiva a nivel

hipofisario.

En perciformes la Gnrhl es el factor neuroendocrino hipofisiotrépico mas importante
implicado en la estimulacion de la secrecion de las gonadotrofinas (Powell et al., 1994;
Zohar et al., 1995; Gothilf et al., 1996; Yamamoto et al., 1998; Holland et al., 1998;
Senthilkumaran et al., 1999). Para estudiar si existia alguna relacion en las acciones de
estos neuropeptidos, implicados en la liberacion de las gonadotrofinas, se examinaron
las interacciones entre las dos formas de las kisspeptinas, Kiss1-15 y Kiss2-12 y de un
andlogo de la GnRH (LHRHa) sobre la secrecion de Lh y Fsh. Se us6 el analogo de la
GnRH por su capacidad para inducir la secrecion de Lh, de manera dosis-dependiente,
en cé¢lulas dispersas de hipéfisis de lubina (Forniés et al., 2003). Los resultados
obtenidos demuestran que la estimulacion de la liberacion de Lh ejercida por Kiss2-12
es claramente menor que la del andlogo LHRHa. Sin embargo, la secrecion de Lh por
estimulacion con Kiss2 fue aditiva a la de la accion del andlogo LHRHa, al igual que se
ha visto en otros estudios con peces (Chang et al., 2012) y mamiferos (Gutiérrez-
Pascual et al., 2007; Luque et al., 2011). Por ejemplo, en cultivos primarios de hipofisis
de carpin dorado, el co-tratamiento con gKiss1-10 y Gnrh3 aument¢ la secrecion de Lh
de una manera significativa con respecto a la obtenida con gKissl-10 o Gnrh3 por
separado (Chang et al., 2012). Todo ello apoya e indica que en la lubina el efecto

directo de Kiss2 sobre la secrecion de Lh es independiente de la accion de la GnRH.

El contenido de gonadotrofinas en la hipofisis y el ambiente hormonal que rodea a las
células hipofisarias varian con el estado de desarrollo gonadal. Por tanto, los efectos
estimuladores de las kisspeptinas sobre la secrecion de gonadotrofinas también pueden

variar dependiendo del entorno hormonal de las células y del contenido de
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gonadotrofinas en la hip6fisis. Los resultados presentados en el apartado 4.3.4 muestran
que la presencia de esteroides sexuales (E2 o T) inhibe el efecto estimulante de Kiss2
sobre la secrecion de Fsh por células dispersas de la hipéfisis de lubina. En este sentido,
se sabe que los esteroides gonadales influyen en la sintesis y secrecion de las
gonadotrofinas (Levavi-Sivan et al., 2010). Durante las tltimas etapas del desarrollo
gonadal la gonadectomia aumenta la secrecion de Lh, en una gran variedad de especies
de teledsteos, mientras que el tratamiento con T y/o E2 es capaz de revertir dicho efecto
estimulador (Bommelaer et al., 1981; De Leeuw et al., 1986; Kobayashi y Stacey, 1990;
Khan et al., 1999, Klenke y Zohar, 2003). En mamiferos, los tratamientos con E2 o T
aumentaron la sensibilidad de las células gonadotropas a la estimulacion de la liberacion
de Lh con el decapéptido de la kisspeptina (Luque et al., 2011, Ezzat et al., 2010). En
peces también existe una respuesta de retroalimentacion positiva de los esteroides
gonadales, pero en una etapa temprana de su desarrollo gonadal (Huang et al., 1997).
Asi pues en estos ultimos, la regulacion por parte de los esteroides varia mucho en
funcion el estado de desarrollo gonadal y, por tanto, se pueden observar mecanismos de
retroalimentacion positiva o negativa que act@ian directamente sobre las células de la
hipofisis en funcion del estado gonadal (Levavi-Sivan et al., 2010). Teniendo en cuenta
estos datos, parte de la discrepancia entre nuestros resultados y los encontrados en
mamiferos, probablemente se podria atribuir a la fase de desarrollo gonadal en que se
encontraban los animales experimentales. Aunque en mamiferos, también se ha descrito

la inhibicion de la liberacion de Fsh en presencia del E2 (Ezzat et al., 2010).

Los resultados de esta memoria muestran que el andlogo LHRHa estimula la expresion
génica de kiss2 en la hipdfisis. Como se ha comentado anteriormente, los axones
terminales de Gnrhl alcanzan la PPD de la adenohipdfisis e inervan directamente a las

células Kiss2. Ademas, en la PPD de la hipdfisis se localizan las células gonadotropas y
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los receptores de Gnrh (Gonzdlez-Martinez et al., 2004b). Por otro lado, en células
dispersas o fragmentos de hipdfisis de carpin dorado (Khakoo et al., 1994), salmon
coho (Dickey et al., 2000), trucha arcoiris (Mafiands et al., 1999) y tilapia (Gur ef al.,
2002) se ha demostrado que los efectos de la Gnrh sobre la actividad gonadotropa
incluyen mecanismos que afectan a la transcripcion de las subunidades de las
gonadotrofinas. Por tanto, nuestros datos indicarian que otro efecto de la Gnrhl, sobre
la actividad de las células gonadotropas, podria ser la regulacion de la trascripcion de
kiss2. Todos estos resultados sugieren que la Gnrhl regularia la transcripcion de kiss2,
en la células gonadotropas, quizds para apoyar la regulacion de la Gnrhl, sobre la
secrecion de las gonadotrofinas, mediante la accidon paracrina/autocrina de Kiss2. Por
otro lado, los datos presentados en este estudio muestran claramente que en la lubina,
los esteroides sexuales en el medio circundante estimulan la expresion de gpr54-1b 'y
gpr34-2b en la hipoéfisis. Este hecho proporciona un contexto fisioldégico que ayuda a
comprender el papel del sistema kisspeptina en la hipdfisis de lubina, y apoyaria la
hipotesis de que el E2 y la T pueden actuar sobre las células gonadotropas mediante el
control de la transcripcion de los receptores de kisspeptina. De acuerdo con estos datos,
en hembras de rata ovarectomizadas e implantadas con estradiol (OVX + E), se
incrementod la expresion de KISSIR hipofisario durante el pico de LH (Witham et al.,
2013). En conjunto, todos estos datos proporcionan una evidencia fuerte de que, durante
el proceso reproductivo, el sistema kisspeptina hipofisiario estd implicado en la

regulacion de la secrecion de gonadotrofinas.

En resumen, en esta memoria se presenta, por primera vez, una descripcion detallada del
papel de Kiss2 en el control directo de la funcion de las células gonadotropas de la
hipofisis de un pez teledsteo, la lubina. Los resultados presentados proporcionan una

serie de evidencias funcionales y neuroanatomicas de que Kiss2 puede modular,
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directamente la funcion de las células gonadotropas, a través de dos rutas diferentes.
Asi, aparte de operar como un neuropéptido hipofisiotropico, Kiss2 puede actuar como

una factor autocrino/paracrino para regular la actividad gonadotropa.

4.6.4 Nuevas perspectivas sobre los factores implicados en la regulacion del inicio

de la pubertad en la lubina

En este estudio se analizaron los efectos del tamafio corporal en el inicio de la pubertad
asi como su relacion con eventos moleculares, neuroendocrinos y hormonales relevantes
inherentes a la primera gametogénesis de machos de lubina. Las diferencias entre los
caracteres meristicos, de ambas poblaciones, desaparecieron cuando los valores se
expresaron como indices somaticos (HSI and MFI). Este hecho sugiere que el
crecimiento es homogéneo en ambas poblaciones, a excepcion de los valores del MFI,
durante la fase meidtica tardia/espermiogénica temprana en diciembre, que fueron
mayores en los peces grandes que en los pequefios. Teniendo en cuenta que ambas
poblaciones (pequefios y grandes) eran del mismo origen, nacieron el mismo dia y se
mantuvieron en idénticas condiciones ambientales, se puede asumir que sus
antecedentes genéticos eran similares. No obstante, no se puede descartar cierta
variabilidad individual, relacionada con la variacion genética y por tanto, es posible que
ciertos factores genéticos puedan haber afectado, indirectamente, al inicio de la
pubertad a través de otros rasgos hereditarios, como la tasa de crecimiento, la talla por
edad y las reservas energéticas. En este sentido, se ha demostrado que en salmonidos el
contenido de grasa muscular (Gjerde y Schaeffer, 1989; Rye y Gjerde, 1996) y el
crecimiento (Gjerde et al., 1994; Friars et al., 1995) varian dependiendo del componente
genético. Sin embargo, no hay que olvidar que los peces también podrian presentar
distintos tamafios debido a que nacieron en diferentes momentos (horas) o tenian
reservas energéticas diferentes. En consecuencia, se puede establecer la hipotesis de que
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las diferencias entre las dos poblaciones podrian deberse a estados fisiologicos
diferentes ligados al tamafno. De hecho, los peces grandes, con mayores tasas de
crecimiento que los pequefios, también mostraron mayores porcentajes de estados mas
avanzados de desarrollo testicular que los peces pequefios. Por tanto, nuestros resultados
coinciden con la hipotesis, ya establecida con anterioridad, que un crecimiento rapido

puede reducir la edad de la primera madurez (Thorpe, 1994; Fleming, 1998).

En cuanto a la sintesis de gonadotrofinas en la hipofisis, practicamente durante todo el
ciclo reproductivo, se vio que los peces grandes poseian mayor contenido de Lh y Fsh
que los peces pequefios. Por tanto, parece estar claro que la sintesis de gonadotrofinas
en la hipéfisis de la lubina depende del tamafio corporal. Por otra parte, en los peces
grandes se encontraron niveles altos de Lh en plasma, durante la espermiacion, lo cual
es coherente con la implicacion de la Lh en la regulacion de los estados finales de la
maduracion de los gametos y espermiacion de la lubina (Rodriguez ef al., 2000b; Rocha
et al., 2009; Mazon et al., 2013). Este papel de la Lh también se ha descrito en otras
especies de teledsteos, incluido el salmon del Atlantico (Salmo salar) (Weil y Crim,
1983), la sardina ojo dorado (Hiodon alosoides) (Pankhurst et al., 1986), el pargo
rosado (Pagrus auratus) (Pankhurst, 1994) y la lubina americana (Mylonas et al.,
1998). Ademas, durante las fases proliferativa temprana y proliferativa tardia, los peces
grandes mostraron niveles de Lh plasmatica superiores a los encontrados en los peces
pequenos, apoyando asi un posible papel de la Lh en la gametogénesis temprana, como
se habia propuesto anteriormente (Rodriguez et al., 2000b; Rodriguez et al., 2005;
Carrillo et al., 2010). Por otro lado, los niveles de Fsh en el plasma de los peces grandes
aumentaron durante el crecimiento testicular, coincidiendo con las fases de proliferacion
temprana y proliferacion tardia. Estos datos apoyan la hipdtesis de que la Fsh juega un

papel importante en la regulacion de las fases tempranas de la gametogénesis (Molés et
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al. 2012, Mazén et al. 2014). Ademads, durante la fase proliferativa, las diferencias
significativas, entre los niveles de gonadotrofinas plasmaticas de ambas poblaciones
ocurrieron antes para la Lh (a mediados de septiembre) que para la Fsh (a finales de
septiembre), reforzando el mencionado papel de la Lh en los eventos tempranos de la
espermatogénesis. Sin embargo, en los peces grandes, durante la fase meiotica
tardia/espermiogénica temprana, también se observaron niveles altos de Fsh plasmatica
lo cual indicaria que la Fsh juega un papel secundario durante la espermiogénesis.
Todos estos resultados estan relacionados con un contenido mayor de Gnrhl hipofisario
en los peces grandes durante las fases proliferativa temprana y espermiogénica. Por
tanto, en peces teledsteos y en determinadas condiciones fisologicas, la Gnrh puede ser
el secretagogo de ambas gonadotrofinas ya que, a diferencia de los mamiferos, la Lh y
la Fsh se secretan a partir de poblaciones celulares distintas. En este sentido, se ha
observado que en tilapia, la Gnrh, ademas de modular la liberacion de Lh también lo
hace con la de Fsh, incrementando sus niveles plasmaticos (Aizen ef al., 2007), al igual
que en el salmon (Dickey y Swanson, 2000). De hecho en los peces, los mecanismos de
regulacion diferencial de las gonadotrofinas permiten la dualidad funcional de la Lh y la
Fsh (Karigo et al., 2013). Sin embargo, nuestros datos también sugieren que existe una
posible colaboracion entre ambas gonadotrofinas, en la actividad testicular. Por otro
lado, se ha visto que hay una relacion estrecha entre el perfil del desarrollo testicular y
los perfiles de gonadotrofinas hipofisarias, de tal forma que la proliferacion testicular
activa fue concomitante con el incremento sostenido de ambas gonadotrofinas en la
hipéfisis hasta la fase espermiogénica. El perfil hipofisario estacional de Fsh y Lh no se
reflejo exactamente en los perfiles plasmaticos de ambas hormonas, sugiriendo que a
pesar de que ambas gonadotrofinas estdn presentes en la hipofisis, durante la mayor

parte del periodo de crecimiento gonadal, éstas parece que se secretan diferencialmente
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segun el estado de desarrollo testicular tal y como se ha descrito previamente en trucha

arcoiris (Sumpter and Scott, 1998; Goémez et al., 1999).

En peces, los androgenos, T y 11-KT, estan implicados en la modulacion de la
espermatogénesis (Billard et al., 1982; Billard, 1986; Fostier et al., 1983; Borg, 1994;
Nagahama, 1994), y en el inicio de la pubertad (Miura et al., 1991b; Cavaco et al.,
1998); pero sin duda, la 11-KT es el andrégeno mas importante en la estimulacion de la
espermatogénesis en peces (Schulz y Miura, 2002) incluyendo la lubina (Rodriguez et
al., 2000a). El perfil de la 11-KT obtenido en los peces grandes de este estudio, coincide
con el encontrado en estudios anteriores con adultos de lubina (Rodriguez et al. 2000a;
Rodriguez et al. 2005; Felip et al. 2008; Rocha et al. 2009; Carrillo ef al. 2010), con un
pico menor, pero significativo, en las fases proliferativa temprana y proliferativa tardia,
donde los peces grandes presentaron niveles mayores que los pequefios. Estos patrones
de variacién son muy similares a los observados para la Fsh plasmatica, lo que sugiere
que en la lubina, la Fsh y la 11-KT son factores hormonales esenciales para el inicio y el
avance de la espermatogénesis. Por otro lado, el perfil de la 11-KT en plasma presentd
un segundo pico en la fase meidtica tardia/espermiogénica temprana, donde, de nuevo,
los peces grandes presentaron mayores niveles que los pequefios. Estos datos sugieren
que la 11-KT es también un factor hormonal esencial para la maduracion testicular de la

lubina.

En este estudio se observo que los niveles de Gnrhl hipofisario fluctuaron a lo largo del
ciclo sexual. El contenido de Gnrhl, en la hipéfisis de los peces grandes, fue mas alto
que el de los pequefios, pero curiosamente los peces pequefios mostraron mayores
niveles de transcritos de gnrhl que los peces grandes en el FB-MB y en el hipotalamo.
Esto muestra que hay una relacion inversa entre los niveles de transcritos de gnrhl

cerebrales y los de proteina Gnrhl liberada en la hipofisis. Lo cual podria ser debido a
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una falta de correlacion entre la transcripcion de mRNA/transcrito primario y la
eficiencia de la traduccion, tal y como se ha descrito en otros estudios (Tuller et al.
2007, Voguel y Marcotte, 2012), o a un mecanismo de retroalimentacion negativa
autorregulado (Xu et al. 2008). Los datos obtenidos en este estudio sugieren que los
peces grandes, que han alcanzado un tamafio critico y que durante la fase proliferativa
temprana presentan niveles de Gnrhl hipofisarios mayores que los pequefios, son
capaces de iniciar la espermatogénesis y, por tanto, de entrar en la pubertad. En la
lubina, al igual que en otros teledsteos, las fibras Gnrhl inervan directamente la PPD de
la adenohipofisis (Gonzalez-Martinez et al. 2002a), donde también hay células
gonadotropas y receptores de Gnrh (Gonzalez-Martinez et al. 2004a). Los resultados de
esta memoria indican que probablemente las poblaciones neuronales de Gnrhl de las
areas neuroendocrinas del FB-MB, telencéfalo y area preodptica, ejercen su papel sobre
el control neuroendocrino de la actividad de las células gonadotropas, durante la fase
proliferativa temprana. En este momento, los peces grandes mostraron niveles menores
de expresion de gnrhl que los pequefios, a la vez que niveles mayores del neuropéptido
en la hip6fisis. Asi mismo, las poblaciones neuronales de Gnrhl presentes en el FB-MB
y en el hipotdlamo también podrian estar implicadas en el control reproductivo durante
la fase espermiogénica, donde los peces grandes, a su vez, mostraron niveles menores
de expresion de gnrhl en estas areas cerebrales y contenidos de Gnrhl hipofisario
mayores que los de los peces pequefos. Estos resultados son coherentes con los
encontrados en adultos de lubina, donde se ha visto que la Gnrhl es la forma de Gnrh

mas relevante en la modulacion del primer desove de esta especie (Rodriguez et al.,

2000b).

Al igual que ocurre con los niveles de expresion de gnrhl en el FB-MB de los peces

pequenos, los niveles de expresion de kiss2 fueron significativamente mayores que los
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observados en los peces grandes, durante las fases proliferativa temprana, proliferativa
tardia y espermiogénica. De hecho, en el area preodptica de la lubina europea, se ha
descrito una pequefia poblacion de células que expresan kiss2 (Escobar et al. 2013a). En
peces teledsteos, la region predptica es una region hipofisiotropica importante y de
expresion de receptores de estrogenos (Anglade er al. 1993, Pakdel et al. 1994). Asi
pues, la fuerte relacion observada entre los perfiles de expresion de kiss2 y gnrhl en
esta area y en ambas poblaciones de peces, sugiere que estas neuronas Kiss2 podrian
estar implicadas en el control de las neuronas Gnrhl presentes en el 4rea predptica
(Gonzalez-Martinez et al. 2001) y, por tanto, lo mas posible es que también lo estén en
la sefializacion neuroendocrina de la funcidon reproductiva durante la gametogénesis
temprana y tardia. De hecho, en esta misma memoria se mostrado que Kiss2-12 tiene un
efecto marcado sobre la expresion de gnrhl y la liberacion de Gnrhl (ver apartados
42.1,4.2.2 y 4.6.2). Por otro lado, también se ha visto que el hipotdlamo mediobasal de la
lubina americana (Zmora et al. 2014), actia como un centro reproductivo relacionado con el
sistema kisspeptina-Gnrh-hip6fisis. En nuestro estudio, en el hipotdlamo de los peces
pequefios se encontré mayor expresion de kiss2 que en el de los peces grandes durante
las fases tempranas de la gametogénesis, mientras que los niveles de expresion de gnrhl
hipotalamica fueron mayores en los peces pequefios soOlo durante la fase
espermiogénica. Esta ausencia de relacion, en ambas poblaciones, entre los perfiles
temporales de expresion de kiss2 y gnrhl en el hipotadlamo sugiere que la actividad de
ambos neuropéptidos hipotaldmicos no estd relacionada y apoya la hipotesis que, al
igual que las neuronas Gnrhl hipotalamicas, las de Kiss2, presentes en el hipotalamo,
también pueden actuar directamente sobre las células gonadotropas, tal y como sugiere
Zmora et al. (2014). Por otro lado, en el FB-MB de los peces pequefios se detectaron

niveles de expresion de kiss/ mayores que en el de los peces grandes, durante las etapas
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tempranas de la gametogénesis. En este sentido, se ha descrito que, en el FB-MB, las
células que expresan kiss/ estan localizadas en la habénula (Escobar et al. 2013a), una
region del FB-MB que estd unida a la glandula pineal por el tallo pineal (Ekstrom y
Meissl, 1997). Dado que la lubina europea es una especie de reproduccion estacional,
parece razonable sugerir que la poblacion neuronal de Kissl de la region habenular
podria estar implicada en la modulacion de la funcion reproductiva en la gametogénesis
temprana. De hecho, Rodriguez ef al. (2012) identificaron en esta misma especie un
periodo fotosensible que coincidia con el inicio de la pubertad. Finalmente, los datos de
la expresion de gpr54-1b y gpr54-2b entre peces grandes y pequefios (ver apartado
4.4.4) sugieren un papel putativo del receptor Gpr54-1b durante el crecimiento gonadal
y la maduracion, mientras que el receptor Gpr54-2b probablemente estaria implicado en

la funcion reproductiva tan solo en los estados tempranos del desarrollo gonadal.

En resumen, este estudio sugiere que el tamafio del pez es una condicidon permisiva para
asegurar la completa efectividad de las acciones hormonales (Gnrhl, gonadotrofinas y
androgenos). Asi, mientras que los peces pequefios presentaron unos perfiles
hormonales similares a los de los peces grandes pero su magnitud fue mucho menor,
siendo posiblemente ésta la razon por la cual el eje reproductivo no llegd a ser
funcional. Ademas, este trabajo proporciona evidencias de la implicacion de los
sistemas kisspeptina y Gnrhl en el inicio de la pubertad en un teledsteo marino. Asi, es
posible que kisspeptinas y Gnrhl regulen la secrecion de las gonadotrofinas y los
androgenos durante determinados periodos de desarrollo testicular. Finalmente, es
interesante mencionar que la mayoria de hormonas y genes mostraron diferencias
importantes entre peces grandes y pequefios a finales de septiembre — principios de
octubre, justo antes del diferenciaciéon de los espermatocitos primarios. Asi, se puede

establecer la hipdtesis de que la capacidad de respuesta en este estadio de desarrollo
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testicular podria ser una condicion necesaria para finalizar el proceso de

espermatogénesis.

4.6.5 La sefal fotoperiodica regula el control de las poblaciones neuronales de

Kiss1 y Gnrh2 del FB-MB sobre el eje reproductivo

Otro resultado interesante de esta memoria es que el estudio temporal y a largo plazo de
los cambios asociados al inicio de la pubertad y logro de la primera reproduccion con
éxito, en conjuncioén con diferentes regimenes de fotoperiodo (tratamientos AP y LL),
permite destacar la importancia de los neuropéptidos cerebrales Kissl y Gnrh2 como
desencadenantes del inicio y continuacion posterior del desarrollo testicular de la lubina.
Este aspecto es mds patente tras la exposicion al régimen de iluminacion LL que afecta
de manera importante al desarrollo testicular. Asi, la casi total inhibicion de los Gltimos
estados de desarrollo testicular, causada por el régimen LL, parece estar relacionada con
su efecto sobre las poblaciones neuronales de Kissl y Gnrh2 en el FB-MB,
probablemente a causa de la pérdida de estacionalidad en sus perfiles de expresion. Un
efecto muy distinto al del régimen LL, fue el obtenido al aplicar el régimen AP que
provoco un avance del inicio del ciclo reproductivo, respecto a los peces mantenidos
bajo NP, probablemente como consecuencia de un cambio en la fase del ritmo de la

expresion tanto de Kiss1 como de Gnrh2 en el FB-MB.

Como era de esperar y de forma similar a lo observado en NP, los peces grandes del
grupo AP mostraron mayores porcentajes de los estados mas avanzados de desarrollo
testicular que los peces pequefios (ver tabla 4.4, apartado 4.5.1). Por otro lado y
considerando la progresion de los estados testiculares, es interesante destacar que a
finales de septiembre, en el grupo AP, habia un nimero menor de peces grandes en

estado I que en NP y, a mediados de octubre, el nimero de peces grandes del grupo AP
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en estado II era mayor que en NP. Como consecuencia en AP, a finales de octubre, se
observo un alto porcentaje peces grandes en estado IV, pero ninguno en el grupo NP
(ver tabla 4.6, apartado 4.5.1). Por tanto, en el grupo AP Ila aparicion de
espermatozoides en el testiculo se adelant6, aproximadamente en un mes y medio, con
respecto al grupo NP. Por otro lado, en los testiculos de los peces bajo LL no se observo
progresion de la espermatogenesis mas alla del estado III, resultando en un bloqueo de
la aparicion de los estados IV y V. De ello se puede concluir que el régimen LL dio
lugar a un retraso considerable en la progresion de la espermatogénesis que
probablemente contribuyo, en gran medida, a la ausencia de machos espermiantes. En
este sentido, la efectividad de diferentes tratamientos LL para reducir el numero de
machos precoces de lubina ya se ha descrito en varios estudios previos (Begtashi ef al.,
2004; Rodriguez et al., 2005; Felip et al., 2008; Rodriguez et al., 2012). Este estudio
proporciona una descripcion detallada adicional del mecanismo histologico que
explicaria la reducciéon de machos espermiantes por efectos de la exposicion a luz

continua.

El presente estudio constata la evolucion, en paralelo, de los niveles de expresion de
kiss1 y gnrh2 en el FB-MB de los peces grandes del grupo AP, también observado en el
grupo NP y mostrando en éste ultimo valores maximos en agosto y febrero (ver
apartado 4.4.4, figura 4.20). Sin embargo, en el grupo AP se produjo un cambio de fase
de los ritmos de expresion, de los mencionados genes, que se manifestd por la presencia
de un pico adicional (ademas del de agosto) hacia finales de septiembre y que muy
probablemente, podria estar relacionado con el avance de las fases del desarrollo
testicular inducido por este tratamiento. Este cambio de fase también fue evidente en los
niveles de expresion de gpr54-1b del grupo AP que se mantuvieron elevados desde

finales de septiembre y mostraron un pico adelantado a finales de octubre, apoyando asi
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la participacion del sistema Kiss1/Gpr54-1b y del Gnrh2 en la puesta en marcha de la
gametogénesis adelantada por este régimen de luz. Por ultimo, la luz continua aboli6
por completo los ritmos de expresion de kissl, gpr54-1b y gnrh2, tanto en peces
grandes como en pequefios que obviamente, fracasaron en desarrollar las génadas. En
consecuencia, parece claro que los regimenes AP y LL modifican los ritmos
estacionales de kissl/gpr54-1b y gnrh2. Asi, en los peces grandes del grupo AP, el
cambio de fase de los ritmos de expresion de estos genes podria estar relacionado con
un adelanto del inicio del ciclo reproductivo respecto al de los peces grandes del grupo
NP (controles), mientras que la supresion de los ritmos en LL podria ser una de las

causas que impidieron la culminacién del proceso reproductor de los peces grandes.

En los peces de la zona templada, la reproduccion es un proceso ritmico consecuencia
de los cambios diarios y estacionales de factores ambientales como el fotoperiodo. Por
su parte, la pineal que es una estructura fotosensora y neuroendocrina, estd vinculada a
la habénula por el tallo pineal. Ambas premisas nos permitirian plantear la hipdtesis de
una posible relacion entre la melatonina y los sistemas Kissl/Gnrh2 como un enlace
para la ritmicidad circadiana/estacional de la actividad reproductiva. De acuerdo con
ello nuestros resultados son un aporte adicional a la hipdtesis ya planteada, con
anterioridad (Escobar et al., 2013a; Servili et al., 2011), acerca de la posible
participacion de las neuronas Kiss1 habenulares en el proceso de desarrollo gonadal en
relacion con el fotoperiodo. Por otra parte, estudios previos, realizados también en
lubina por Servili et al. (2010), demuestran claramente que la Gnrh2 participa en la
modulacion de la funcion pineal. En consecuencia, la evolucion paralela observada en
este estudio entre la expresion de kiss/ y gnrh2, bajo distintos regimenes de

fotoperiodo, estaria de acuerdo con los estudios mencionados, y sugiere que en la lubina
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Kissl y/o Gnrh2, localizados en el FB-MB, podrian ser moléculas clave capaces de

proporcionar una respuesta biologica fiable a los cambios de informacion luminica.

Con independencia del régimen fotoperidodico al que estuvieron sujetos los peces (NP,
AP o LL), los patrones de variacion de la expresion del sistema kiss2/gpr54-2b y de
gnrhl no sufrieron ninguna alteracion significativa en su fase ritmica, tanto en peces
grandes como en pequeios. Sin embargo, los peces pequefios del grupo AP mostraron
niveles de expresion, de los tres transcritos mencionados, mas elevados que los peces
grandes de este mismo grupo, practicamente en los mismos estados de desarrollo
testicular donde también se observaron dichas diferencias en el grupo NP, aunque por
supuesto en diferentes puntos de muestreo. El hecho de que las diferencias, en los
niveles de estos transcritos, entre peces grandes (maduros) y pequeios (inmaduros) se
produzcan en determinados estados de desarrollo testicular, apoya la hipdtesis de que
ambos neuropétidos, Kiss2 y Gnrhl, en el FB-MB, podrian estar implicados en la
senalizacion neuroendocrina de la funcioén reproductiva (ver apartado 4.6.4). Por otro
lado, es interesante destacar que bajo el régimen LL los niveles de los transcritos kiss2 y
gnrhl no mostraron diferencias entre peces grandes y pequefios. El hecho de que en este
grupo, los niveles de expresion de estos dos genes no muestren diferencias entre
tamafios, corrobora el supuesto papel de ambos neuropéptidos en la modulacion de la
funcion reproductiva de la lubina ya que, en LL los peces grandes no completaron la
espermatogénesis a diferencia de lo observado en los peces grandes de AP o NP que si
lo hicieron. Todos estos datos nos llevan a suponer que la expresion estacional de kiss2
y gnrhl en el FB-MB, probablemente no estd modulada directamente por el fotoperiodo
ya que tanto peces grandes como pequefios, mostraron perfiles estacionales similares,
aunque con algunas diferencias entre grupos, mas relacionadas con el estado de

desarrollo testicular que con el régimen de luz (NP o AP).
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En resumen, el tratamiento AP adelant6 el desarrollo testicular e indujo un cambio de
fase del ritmo de la expresion tanto kissl/gpr54-1b como de gnrh2, pero el perfil
estacional de kiss2/gpr54-2b y gnrhl no parece estar afectado de manera directa por
este tratamiento. Por tanto, no seria muy descabellado sugerir que el efecto de la
seflalizacion fotoperiddica sobre el desarrollo testicular estd mediado a través de los
neuropéptidos cerebrales Kissl y Gnrh2. En peces hay varios estudios que apuntan
hacia un posible papel del sistema kisspeptina en el control fotoneuroendocrino de la
reproduccion. Pero, la literatura disponible acerca del control fotoperiodico del sistema
kisspeptina es relativamente escasa y no ausente de controversia. Asi, en el pez cebra, la
melatonina puede aumentar la transcripcion de los genes kisspeptina y gnrh3, la forma
hipofisiotropica cerebral de esta especie (Carnevali et al., 2011). En medaka se
demostro que el fotoperiodo afectaba al nimero de neuronas Kiss1 del nucleus ventralis
tuberis (NVT), de manera que los dias largos (condicion necesaria para el desarrollo
reproductivo) aumentaron la expresion de kiss/ (Kanda et al., 2008). Por el contrario,
no se llegd a resultados claros respecto al papel del fotoperiodo sobre los mecanismos
que regulan la expresion del sistema kisspeptina en el bacalao Atlantico (Cowan ef al.,
2012). Sin embargo, ninguno de estos trabajos ha tratado de establecer, desde un punto
de vista neuroanatomico (poblacion de Kiss2 en el area predptica y de Kissl en la
habénula), el papel de las poblaciones neuronales del sistema kisspeptina, directamente

implicadas en el control fotoneuroendocrino de la reproduccion.

Al igual que en el grupo NP (ver apartado 4.4.3), en el grupo AP se ha establecido una
relacion inversa, aunque menos marcada en este caso, entre los niveles de transcritos de
gnrhl en el FB-MB vy los niveles de proteina Gnrhl liberados en la hipoéfisis. Esto,
como se comentd anteriormente, se podria deber a una falta de correlacion entre la

transcripcion de mRNA/transcrito primario y la eficiencia de la traduccion ya descrito
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en otros estudios (Tuller et al. 2007, Voguel y Marcotte, 2012), o a un mecanismo de
retroalimentacion negativa autorregulado (Xu et al. 2008). Sin embargo, en el grupo LL
no hubo diferencias entre tamafios, ni para los niveles de transcritos en el FB-MB, ni
para los niveles de proteina en la hip6fisis, en ninguna fecha de muestreo. Esto seria
congruente con el hecho de que tanto animales grandes como pequefios expuestos a LL
presentaron gonadas inmaduras a lo largo del ciclo sexual, corroborando de nuevo el
conocido papel de la Gnrhl en la modulacién de la funcidon reproductiva de la lubina
(Rodriguez et al., 2004). Respecto al contenido de gonadotrofinas en la hipofisis, llama
la atencion que en los peces grandes del grupo AP, ambas hormonas presentan su valor
maximo en diciembre, disminuyendo drasticamente en febrero cuando los peces grandes
del grupo NP mostraron valores elevados. Esto probablemente sea debido al cambio en
la fase de ritmo de genes especificos a nivel cerebral, ya indicados anteriormente, tales
como kissl, gpr54-1b y gnrh2, provocada por este tratamiento y que podria estar
regulando, directa o indirectamente, las fases ritmicas de sintesis y liberacion de las
gonadotrofinas. Ademads, la relacion practicamente inversa entre el contenido
hipofisario y los niveles plasmaticos de Fsh, observados a lo largo del periodo
reproductor en el grupo NP, pudo también constatarse en los ejemplares del grupo AP,
que como explicamos anteriormente, indujo un adelanto del inicio del proceso
reproductor. Més especificamente, en comparacion con el régimen NP, el régimen AP
adelant6 en un mes la fase del ritmo de Fsh en plasma (ver apartado 4.4.6 versus
apartado 4.5.6), lo que sugiere que la liberacion de Fsh se ve directamente afectada por
la sefializacion de la luz. Ademas, en agosto y septiembre los niveles plasmaticos de Fsh
de los peces grandes del grupo AP fueron mas altos que los de los pequefios, apoyando
asi la idea de que las primeras etapas de la gametogénesis, incluyendo las divisiones

mitdticas y meidticas de las espermatogonias, seguramente estdn bajo el control de la
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Fsh. Estos datos estan de acuerdo con estudios previos realizados en lubina (Molés et
al.,2012; Mazén et al., 2004). Ademas, en noviembre y diciembre, coincidiendo con la
fase meidtica y el inicio de la espermiogénesis (estados III, IV y V) los peces grandes de
este grupo presentaron niveles mayores de Fsh que los peces pequenos. Los niveles mas
altos en los peces grandes que en los pequefos, en estados avanzados de maduracion en
el grupo AP, apoya la hipotesis de que la Fsh también es necesaria para mantener el
desarrollo de la espermatogénesis (ver apartado 4.6.4; Carrillo et al., 2015). Por otro
lado, en el grupo LL, hubo menos diferencias de los niveles de Fsh entre los peces
grandes y pequenos que en los grupos AP o NP y, ademas, no se observo ningun pico
significativo en diciembre. Lo cual también apoya la hipotesis de que tanto el contenido
hipofisario de Fsh, como su liberacion al torrente circulatorio, podrian estar
directamente afectados por la sefalizacion de la luz. Respecto a la Lh, esta hormona, no
parece responder de igual manera que la Fsh a los tratamientos fotoperiodicos y su papel
regulador estd orientado hacia las etapas mas avanzadas del proceso reproductor. Asi
por ejemplo, en los peces grandes del grupo AP, se observaron niveles mayores de Lh
en plasma durante febrero que coincidieron con tasas altas de peces en estados IIl y V
de desarrollo testicular (fase meidtica tardia y espermiogénica). Todo ello corrobora el
papel relevante de la Lh en las tltimas etapas de maduracion testicular y esta de acuerdo
con estudios previos en lubina (apartado 4.4.6 de esta memoria; Rocha et al., 2009). En
general, los perfiles de Lh en los grupos AP y NP fueron similares tanto en fase como
en amplitud. En febrero los niveles de Lh de los peces grandes del grupo LL se
elevaron, pero no lo hicieron en la misma medida que en NP y AP y no hubo diferencias
significativas entre peces grandes y pequefios. Como consecuencia, la espermiacion
practicamente no tuvo lugar y como ya se habia observado con anterioridad, el régimen

LL impidi6 la pubertad precoz (Begtashi et al., 2004). Por otra parte, es interesante
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mencionar que, durante la fase de proliferacion temprana, los niveles de Lh de los peces
grandes fueron significativamente mas elevados que los de los peces pequenos, en los
tres regimenes de fotoperiodo. Esto sugiere que en este momento, del primer afio de
vida del macho de lubina, la liberacion de Lh no parece estar directamente afectada por
la informacion luminica, hecho que ya fue previamente observado en machos de la
mima especie y edad mantenidos en regimenes similares (Rodriguez et al., 2005,
Carrillo et al., 2010). En general nuestros datos parecen apoyar los resultados ya
descritos para machos de lubina en estudios anteriores, en los cuales se establece que los
tratamientos fotoperiodicos afectan a la liberacion de Fsh en plasma, mientras que la
secrecion de Gnrhl y Lh no se ve afectada por dichos tratamientos (Carrillo et al.,
2015). Algo similar se ha visto en estudios previos en hembras de salmon atlantico,
donde la sefializacion dependiente de la Fsh estimuld el reclutamiento y el desarrollo

sostenido del oocito durante la vitelogénesis (Andersson et al., 2013).

Finalmente, los resultados de los perfiles de 11-KT en plasma muestran que este
esteroide estd claramente influenciado por el tratamiento fotoperiddico. Asi por
ejemplo, en los peces del grupo AP, el perfil estacional de este esteroide, esta avanzado
en un mes respecto al pico observado durante la espermatogénesis en el grupo NP. En
este estado de desarrollo testicular, los peces pequenios de AP también exhibieron
valores plasmaticos de 11-KT significativamente menores que los peces grandes, al
igual que los del grupo NP. Por otro lado, el tratamiento con LL provocd una
disminucion significativa de los niveles de 11-KT, respecto a los controles, hacia
estados mas avanzados de maduracion, demostrando una vez més que tratamientos con
luz continua afectan negativamente la sintesis y liberacion de 11-KT (Carrillo et al.,
2015). Por lo tanto, se podria plantear la hip6tesis de que la produccion reducida de este

androgeno, (regulado por la Fsh circulante) podria ser un factor limitante para la
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proliferacion de células germinales testiculares de lubina, provocando un estado de
inmadurez gonadal en los animales, como consecuencia de que las células germinales
no pueden ser reclutadas hacia estados avanzados de la espermatogenesis. Estos
resultados apoyarian el papel sugerido para la Fsh en estudios previos realizados en la

lubina (Felip et al., 2008).

En conclusion, la presente memoria revela una fuerte correlacion entre el control
ambiental de la pubertad y los sistemas Kissl y Gnrh2 presentes en el FB-MB. Asi, la
seflalizacion fotoperidodica podria modular la actividad de las neuronas Kissl
habenulares con el fin de controlar el inicio de la gametogénesis, mientras que las
neuronas Kiss2 participarian en el control del eje reproductivo. Por otro lado, el
fotoperiodo seria capaz de alterar la fase y los niveles de los perfiles hormonales que a
su vez, estarian implicados en el inicio y la progresion de todo el proceso gametogénico.
Mas concretamente, la administracion de tratamiento fotoperiddico (AP o LL) seria
capaz de alterar los perfiles de Fsh y 11-KT en plasma desplazando o inhibiendo

respectivamente el proceso espermatogénico.
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Las formas mas largas de las kisspeptinas de lubina, Kissl-15 y Kiss2-12,
presentan una mayor biopotencia en la activacion de los receptores de

kisspeptinas que los decapéptidos correspondientes, Kiss1-10 y Kiss2-12.

Los receptores de kisspeptinas de lubina muestran una selectividad de ligando
diferente. El receptor Gpr54-1b se activa preferentemente por los péptidos
derivados de Kissl, mientras que el receptor Gpr54-2b presenta una union
preferencial a los péptidos derivados de Kiss2, aunque también se activa en

presencia de los péptidos derivados de Kiss]1.

Las areas neuroendocrinas del FB-MB, el telencéfalo y el area preodptica, estan

implicadas en el control del eje reproductivo via Kiss2/Gnrhl.

La inyeccion i.c.v. de Kiss2 en machos de lubina mostré que este neuropéptido
provoca la secrecion de Gnrhl desde, al menos, el FB-MB, dando lugar a
niveles elevados de Lh y T en plasma, y provocando finalmente un incremento

del volumen espermatico y de la calidad del esperma.

La presencia de Kiss2 en las células gonadotropas de lubina indica que este
neuropéptido pueda tener un papel destacado en la reproduccion de peces, a
través de sus acciones como una hormona autocrina/paracrina, a nivel de la

hipofisis.

181 |Pagina



5. Conclusiones

6. Kiss2, pero no Kissl, es capaz de estimular, de manera significativa, la secrecion
de Lh y Fsh en células hipofisarias dispersas de machos de lubina, siendo la

liberacion de Lh mayor y mas sostenida que la de Fsh.

7. En lubinas macho pre-puberes, el tamafio del pez es una condicion permisiva
para asegurar la completa efectividad de las acciones hormonales (Gnrhl,

gonadotrofinas y androgenos).

8. Los sistemas kisspeptina y Gnrhl estan implicados en el inicio de la pubertad de
machos de lubina. Asi, es posible que kisspeptinas y Gnrhl regulen la secrecion
de las gonadotrofinas y los andrégenos durante distintos periodos de desarrollo

testicular.

9. Existe una fuerte correlacion entre el control ambiental de la pubertad en lubina

y los sistemas Kiss1/Gpr54-1b y Gnrh2 presentes en el FB-MB.

10. La administracion de los tratamientos fotoperiodicos, AP o LL en machos pre-
puberes de lubina, es capaz de alterar los perfiles de Fsh y 11-KT en plasma
desplazando o previniendo, respectivamente, la progresion normal de la

espermatogénesis.
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