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Resumen

El sistema de melanocortinas es probablemente uno de los sistemas hormonales
mas complejos involucrados en la regulacion de la ingesta de alimentos y la homeostasis
energética. Las melanocortinas son péptidos derivados de un complejo precursor
peptidico denominado proopiomelanocortina (POMC). Su procesado genera diversos
péptidos de melanocortina entre los que se encuentran las hormonas estimulantes de
melanocitos (MSHs) y la hormona adrenocorticotrépica (ACTH). Las funciones de las
melanocortinas se median a través de 5 receptores diferentes (MC1R-MC5R). Tanto ACTH
como MSH activan los MCRs con diferente afinidad, pero MC2R solo es activado por ACTH.
La sefializacion de melanocortinas también puede ser modulada por dos antagonistas
enddgenos, la proteina de sefializacion de aguti (ASIP) y la proteina relacionada con aguti

(AGRP) que compiten con los péptidos de melanocortina al unirse a MCR.

Entre los MCR, el MC4R esta involucrado en el control de la ingesta y la
reproduccién. Las mutaciones negativas dominantes de Mc4r se han relacionado con un
tamafio corporal mds grande y un inicio tardio de la pubertad en Xiphophorus.
Investigaciones en el pez cebra demuestran que la supresiéon de la actividad central del
Mcdr es esencial para el crecimiento larvario. De forma similar, la supresion del Mc4r
resulta en una disminucidon de la expresion de fshb y lhb. Esto sugiere que, en los peces, el
Mcdr participa no solo en el control de la ingesta de alimentos, sino que también en la

reproduccién.

Experimentos desarrollados en nuestro laboratorio, han demostrado que Asipl
funciona como un antagonista endégeno tanto de MclR como de Mc4R. Ademas, la
generacion de una cepa transgénica de pez cebra que sobreexpresa asipl de pez dorado
(asip1-Tg), demostrd la participacion del sistema de melanocortinas en la regulacién del
patron pigmentario dorsoventral y estimulacion del crecimiento. En consecuencia, este
modelo transgénico supone una excelente oportunidad para estudiar la relacion entre el

sistema de melanocortinas, el crecimiento y la reproduccion.



Los resultados presentados en esta tesis demuestran que la disminuciéon de la
actividad del sistema de melanocortina inducida por la sobreexpresién de asipl retrasa
significativamente el crecimiento temprano de los animales transgénicos, exhibiendo un
crecimiento reducido hasta completar el desarrollo gonadal. Ademas, no tuvo efecto
fenotipico sobre la pubertad y mermé el potencial reproductivo en comparacidn con los
peces WT, lo que se refleja en una menor calidad del huevo y didmetro del vitelo, un

retraso en el tiempo de eclosién y el crecimiento larvario.

La caracterizacion de los niveles de expresiéon relativa de los receptores de
melanocortinas, proteinas accesorias, agonistas y antagonistas en génadas de pez cebra
asi como la expresion de mclr y mc4r en oocitos previtelogénicos y vitelogénicos y en
células germinales masculinas, respalda el papel del sistema de melanocortinas en la
fisiologia gonadal. Ademas, nuestros experimentos in vitro sugieren que los pétidos de

melanocortinas pueden modular la sintesis de esteroides gonadales.

Finalmente, la expresion de mc4r en gonadotropos y la modulacion de la sintesis
de gonadotropinas por los péptidos melanocortina sugiere un posible rol paracrino en la

sintesis y liberacion de hormonas reproductivas desde la adenohipdfisis.



Abstract

The melanocortin system is probably one of the most complex hormonal systems
involved in the regulation of food intake and energy homeostasis. Melanocortins are
peptides processed from a complex precursor named proopiomelanocortin (POMC). Its
processing generates different melanocortin peptides, including melanocyte-stimulating
hormones (MSHs) and adrenocorticotropic hormone (ACTH). Melanocortin functions are
mediated by five receptors (MC1R-5). ACTH and MSHs activate MCRs with different
affinities, while MC2R only binds ACTH. Melanocortin signaling can also be modulated by
two endogenous antagonists, agouti signaling protein (ASIP) and agouti-related protein

(AGRP), that compete with melanocortin peptides for binding to MCRs.

Among the MCRs, MC4R plays a role in the control of food intake and
reproduction. Dominant negative mutations of Mc4r have been linked to larger body size
and delayed onset of puberty in Xiphophorus. In zebrafish, it has been demonstrated that
suppression of central Mc4r activity is essential for larval growth. Similarly, suppression of
Mc4r results in decreased expression of fshb and /hb. In fish, Mc4r plays a role not only in

the control of food intake, but also in reproduction.

Experiments in our laboratory have shown that Asipl works as an endogenous
antagonist of Mc1R and Mc4R. In addition, the transgenic zebrafish line overexpressing
goldfish asip1 (asip1-Tg), demonstrated the participation of the melanocortin system in
the dorsoventral pigmentation pattern and fish growth. This transgenic model is an
excellent opportunity to study the relationship between the melanocortin system, body

growth and reproduction.

The results presented in this thesis show that a decrease in the activity of the
melanocortin system induced by asip1 overexpression significantly delays early growth in
transgenic animals, exhibiting reduced growth until they reach the full gonadal
development. The transgene has no phenotypic effect on puberty timing but decreases
reproductive performance reflected in egg quality and yolk diameter, delayed hatching

time and larval growth.



Characterization of the relative expression levels of melanocortin receptors, their
accessory proteins, agonists and antagonists in zebrafish gonads as well as the expression
of mc1r and mcdr in previtellogenic and vitellogenic oocytes and male germ cells supports
a role for the melanocortin system in the gonadal physiology. Furthermore, in vitro studies

suggest that melanocortin peptides may modulate gonadal steroid synthesis.

Finally, the expression of mc4r in the gonadotropes and the modulation of
gonadotropin synthesis by melanocortin peptides, suggest a paracrine role in the

synthesis and secretion of reproductive hormones from the adenohypophysis.
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1. Introduccion

1.1. El sistema de melanocortinas

El sistema de melanocortinas es un sistema hormonal implicado en funciones
fisioldgicas como el control de la melanogénesis, la respuesta al estrés, la regulacion del
balance energético y la secrecién glandular periférica. Estd compuesto por: a) la
proopiomelanocortina (POMC) y sus péptidos derivados como las hormonas estimulantes
de los melanocitos (MSHs) y la hormona adrenocorticotropa (ACTH); b) una familia de 5
receptores acoplados a proteina G (MC1R-MC5R); c) los péptidos antagonistas enddgenos,
la proteina de sefializacién aguti (ASIP) y la proteina relacionada con aguti (AGRP); y d) las

proteinas accesorias del receptor de melanocortinas tipo 2 (MRAPs) (Gantz y Fong, 2003).

1.2. Melanocortinas

Las melanocortinas son un grupo de péptidos estructuralmente relacionados que
derivan de un complejo precursor llamado proopiomelanocortina (POMC). Esta proteina
da origen a las hormonas ACTH, a — B - y y-MSH asi como el péptido opiaceo B-endorfina

(B -EP), de donde deriva el nombre pro-opio-melanocortina (Gantz y Fong, 2003).

La molécula del POMC se compone de tres dominios principales: el N-terminal con y-
MSH, el central que contiene ACTH y el C-terminal que genera B-lipotrofina (B -LPH). Cada
dominio integra un péptido de MSH y estructuralmente comparten el farmacéforo His-
Phe-Arg-Trp (HFRW), secuencia requerida para la actividad biolégica de las melanocortinas

(Bicknell, 2008).

El POMC es sintetizado principalmente en la hipdfisis, tanto en las células
corticotropas (productoras de ACTH) de la pars distalis rostral, como en las células
melanotropas (productoras de MSH) de la pars intermedia (Cerda-Reverter y Canosa,
2009). En el hipotdlamo se expresa en el nucleo arqueado (ARC), el nucleo del tracto

solitario (NTS), hipocampo y corteza cerebral. Su expresidn también ha sido detectada en



diversos organos periféricos como la piel, las glandulas suprarrenales, el tracto
gastrointestinal, sistema inmunitario, ovario, testiculo y placenta (Harno et al., 2018; Yeo

et al., 2000).

La proteina POMC se procesa postraduccionalmente por las prohormonas convertasas
(PC) que muestran especificidad de tejido. La dotacion celular de PCs posibilita un
procesado diferencial del precursor peptidico generando diferentes péptidos en los
diversos tipos celulares (Benjannet et al., 1991; Gantz y Fong, 2003). Ademas, estos
productos peptidicos son modificados por amidacién y/o acetilacion, para adquirir
actividad bioldgica y aumentar su estabilidad contra la accién de aminopeptidasas. En la
pars distalis de la hipdfisis (Fig.1), la prohormona convertasa 1 (PC1, también conocida
como PC3) conduce a la escision de péptidos de alto peso molecular como pro-ACTHy B -
LPH. La pro-ACTH es nuevamente procesada para generar ACTH y un péptido que contiene
N-POMC (también llamado pro y -MSH). En el ARCy en el |6bulo intermedio de la hipofisis,
la prohormona convertasa 2 (PC2) proteoliza la ACTH para generar ACTH (1-17) y el
péptido del l6bulo intermedio semejante a la corticotropina (CLIP). Posteriormente la
carboxipeptidasa E (CPE) elimina los aminoacidos bdsicos desde el extremo COOH
terminal de ACTH (1-17), permitiendo la amidacion por la peptidil-glicina-a-amidante
monooxigenasa (PAM) para formar des-acetil- a -MSH (DA-a -MSH). Finalmente, la N-
acetiltransferasa (N-AT) acetila la DA-a-MSH para producir a-MSH. Para el caso de B-LPH,
la escision por la PC2 genera B-EP y y-lipotropina (y-LPH), la que posteriormente se
escinde en B-MSH. En cuanto al péptido N-POMC, la escisién por PC2 genera y3-MSH y a
través de procesados adicionales, se producen las isoformas y2-MSH y y1-MSH (Harno et

al., 2018).
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Figura 1. Esquema del procesamiento post-traduccional de la proteina
proopiomelanocortina (POMC) por las prohormonas convertasas (PC). Adaptado de Harno

etal., 2018

1.3. Receptores de melanocortinas

Los MCRs pertenecen a la familia de Clase A de receptores acoplados a proteina G
(GPCR), similares a los receptores de rodopsina (Rodrigues et al., 2013). Estructuralmente
estdn compuestos por 7 dominios a-hélices transmembrana (Fig.2) que estdn
interconectados por 3 bucles extra e intracelulares alternantes (Rosenbaum et al., 2009).
Cuando un ligando se une a un receptor, la subunidad a de la proteina G se disocia del
resto de subunidades, esto a su vez activa la adenil ciclasa y estimula la produccién de
adenosin monofostato ciclico (AMPc) (Abdel-Malek, 2001). Existen otras vias de
transduccion de sefial implicadas en la sefializacion de las melanocortinas, como la
activacion del trifosfato de inositol (Konda et al., 1994), lo que sugiere que estos péptidos

pueden modular diversas vias de sefializacion de manera especifica (Wachira et al., 2003).
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Figura 2. Esquema generalizado de los receptores de melanocortinas. Estructuralmente
estdn compuestos por un dominio N-terminal, siete dominios transmembrana, tres loops
intracelulares, tres loops extracelulares y un dominio C-terminal. Adaptada de Wolf

Horrell et al., 2016

Actualmente se han caracterizado cinco receptores. ACTH es el Unico péptido
enddgeno que se une al MC2R, mientras que a-MSH se une con mayor afinidad a MC1R,
seguido por MC3R, MC4R y MC5R. B-MSH tiene mayor afinidad por MC4R mientras que y-
MSH tiene mayor afinidad por MC3R y en relaciéon a las otras MSHs, es una hormona

escasamente estudiada (Schioth, 2001).



1.3.1. MC1R

El MC1R fue el primer MCR en ser clonado (Chhajlani y Wikberg, 1992; Mountjoy et al.,
1992) y se le conoce como receptor de a-MSH dada su mayor afinidad por este péptido.

(Schioth et al., 1995).

Codificado por el locus extension (Robbins et al., 1993), se expresa
predominantemente en los melanocitos (Chhajlani y Wikberg, 1992) y tiene un papel
notable en la pigmentacion (Abdel-Malek, 2001). En mamiferos, la distribucién de
feomelanina (pigmento amarillo/rojo) y eumelanina (pigmento marrén/negro), es
determinante en la coloracién del pelaje (Hearing y Tsukamoto, 1991). La tirosinasa,
involucrada en la sintesis de ambos pigmentos, estd regulada por el MC1R. En melanocitos
foliculares de ratén, la activacion de MC1R por a-MSH induce la sintesis de eumelanina
(Abdel-Malek, 2001). Alelos dominantes resultan en un receptor constitutivamente activo
y asociado con el color negro, mientras que las mutaciones causantes de la pérdida
funcional del receptor estan asociadas con el fenotipo rojo-amarillo (Garcia Davila et al.,

2015).

En adicidn, MC1R estd expresado en células no pigmentarias (Thérnwall et al., 1997) y
en células inflamatorias, aunque puede tener efectos antiinflamatorios e

inmunomoduladores (Catania et al., 2004).

1.3.2. MC2R

El MC2R es el Unico receptor activado selectivamente por ACTH (Catania et al., 2004).
Se expresa principalmente en la corteza adrenal y bajo el eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal
(HHA), media los efectos de ACTH sobre la sintesis y secrecién de corticosteroides
(Beuschlein et al., 2001). En respuesta a una gran variedad de estresores, la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) estimula la liberacion de ACTH desde la hipdfisis. Su
unidn al MC2R desencadena la cascada de seiializacién interna esencial para la expresion

de la enzimas esteroidogénicas y la produccién de cortisol (Novoselova et al., 2013). El



MC2R se expresa en todas las zonas de la corteza adrenal, pero la ACTH actua
principalmente en la zona fascicular estimulando la sintesis y secrecién de cortisol
(Mountjoy et al., 1992). La accién de la ACTH sobre las células de la zona reticular estimula

la produccién de andrégenos adrenales (Weber et al., 1997).

Se ha demostrado que el MC2R se localiza en el reticulo endoplasmatico (RE) y que
una proteina accesoria, denominada proteina accesoria del MC2R (MRAP) es esencial para
la su expresidn funcional asistiendo su trafico hasta la membrana celular (Metherell et al.,
2005). Las mutaciones en esta proteina accesoria conducen a una funcién defectuosa de
MC2R resultando en una condicion letal denominada deficiencia familiar de

glucocorticoides (FGD) (ver seccién de MRAPs).

Si bien los primeros 13 aminodacidos de ACTH son idénticos a la secuencia aminoacidica
de a-MSH, se ha propuesto que el farmacéforo KKRRP seria esencial en la activacion del
MC2R. El modelo supone que el receptor tiene 2 sitios de unidn distintos. Cuando la ACTH
se une al sitio de KKRRP, el receptor se activa y abre el sitio de union del farmacdéforo
HRFW. Una vez que este segundo sitio esté ocupado, la proteina G se activa y produce la

respuesta bioldgica (Dores y Liang, 2014).

1.3.3. MC3R

El MC3R es el receptor que presenta mayor afinidad por y-MSH en comparacién con
los otros MCRs. a—MSH, B-MSH y ACTH se unen al receptor con una afinidad similar entre
si (Schioth et al., 1995). El MC3R se expresa en el SNC, mayoritariamente en la parte
dorsomedial del nucleo ventromedial y el nicleo arqueado del hipotalamo, también en
sitios del hipocampo, tdlamo y cortex (Gantz et al., 1993; Roselli-Rehfuss et al., 1993). Se
ha demostrado su expresion periférica en una variedad de tejidos humanos incluyendo
intestino, placenta, rifidn, corazén, células inmunitarias, ovario y testiculo (Chhajlani,
1996), sin embargo sus funciones fisiolégicas siguen siendo enigmaticas. Se ha planteado

un rol potencial en la regulacidon del peso corporal y en el metabolismo energético. Los



ratones “knockout” para MC3R son obesos y no padecen hiperfagia, pero tienen un
aumento de la masa adiposa y una disminucion de la masa corporal (Butler et al., 2000;
Chen et al., 2000a). Ademas, se ha planteado que juega un papel en la funcién
cardiovascular (Getting et al., 2004) y en la homeostasis del sodio (Ni et al., 2003). La
activacion del MC3R en linfocitos B (Cooper et al., 2005) y macrdfagos (Getting et al.,

1999) demuestra su efecto anti inflamatorio e inmunomodulador (Catania et al., 2004).

1.3.4. MC4R

El MCA4R es el receptor que ha recibido mas atencién debido a su rol en el control de la
ingesta y gasto energético. De manera similar a MC3R, se expresa principalmente en el
sistema nervioso central (SNC), incluidos el hipotdlamo, el talamo e hipocampo (Chhajlani,
1996; Gantz et al., 1993). En el hipotdlamo estd expresado abundantemente en los
centros que regulan la alimentacidn, particularmente en el nucleo paraventricular (PVN),
dorsomedial (DMH) y en el area lateral (LHA)(Mountjoy et al., 1994). También es posible
encontrarlo en tejidos periféricos como el corazén, pulmédn, rifndn, muasculo y testiculos

(Mountjoy et al., 2003).

MC4R es conocido como el receptor de B-MSH ya que muestra la mas alta afinidad
dentro de todos los péptidos de MSH, seguido muy de cerca por a-MSH pero con muy
baja afinidad por y-MSH (Schioth et al., 1996). Se ha descrito que la accidon de a-MSH en
conjunto con AGRP, regulan la homeostasis energética (Voisey et al., 2003). La activaciéon
de MC4R por a-MSH aumenta el gasto energético e inhibe la ingesta, mientras que el
antagonismo por AGRP resulta en hiperfagia y una disminucién de la tasa metabdlica
(Myers y Olson, 2012). Estudios en ratones “knockout” demuestran que la pérdida de
MC4R aumenta la ingesta, resultando en obesidad severa, hiperinsulinemia, hiperglicemia
y crecimiento lineal acelerado (Huszar et al., 1997). En adicién, los ratones MC4R -/- no
responden a la accion anorexigénica de melanotan Il (MTII; un agonista no selectivo de los
MCRs) y menos aun, se estimula la tasa metabdlica (Chen et al., 2000b; Marsh et al.,

1999). En humanos se han descrito que diferentes mutaciones de este receptor son la
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causa principal de obesidad de tipo monogénico (Faroogi et al., 2003; Faroogi et al.,

2000).

Ademds MC4R esta involucrado en modular funciones reproductivas (ver
melanocortinas y reproduccion) como la funcién eréctil y el comportamiento sexual (Van

der Ploeg et al., 2002).

1.3.5. MC5R

El MC5R se distribuye ampliamente, pero con bajos niveles de expresion en tejidos
periféricos (Chen, 2000). También se ha detectado su expresion en el musculo
esquelético, pulmén, bazo y cerebro (Gantz et al, 1994). Sin embargo se expresa
principalmente en las glandulas exocrinas como sebaceas, prepuciales, lagrimales y de
Harder (Chen et al., 1997). Si bien, las funciones de este receptor todavia no son muy bien
comprendidas, se ha planteado que regula la produccién de lipidos de las glandulas
sebaceas, la repulsion al agua y la regulacién térmica (Chen et al., 1997). Estas funciones
se evidencian en ratones “knockout” del MC5R, que evidencian un defecto en la
impermeabilizacién al agua y la termorregulacién debido a la disminucion de la
produccién de lipidos sebaceos. Debido a su expresién en la glandula prepucial, es
probable que el MC5R desempeiie un rol en el comportamiento de mamiferos al regular la
sintesis y/o liberacién de feromonas (Morgan y Cone, 2006; Morgan et al., 2004a; Morgan

etal., 2004b)

1.4. Antagonistas endogenos de los receptores de melanocortinas

Quizas uno de los aspectos mas interesantes del sistema de melanocortinas es que
tiene dos péptidos enddégenos con accidn antagdnica sobre la seiializacién de los MCRs, la
proteina de sefializacién aguti (ASIP) y la proteina relacionada con aguti (AGRP). Ambas

moléculas de seializacidn paracrina, regulan el color del pelaje y el peso corporal,
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respectivamente, al competir con los agonistas derivados de POMC por la unidn y

activacion de los MCRs (Schioth, 2001).

La funcién normal de ASIP es regular la pigmentacion en los foliculos pilosos a través
del antagonismo del MC1R pero también se ha demostrado que inhibe la sefalizacidn del
MC2R y MC4R (Yang et al., 1997). Mientras que en el hipotdlamo, AGRP regula la
homeostasis energética por medio del antagonismo selectivo sobre MC3R y MC4R

(Ollmann et al., 1997).

1.4.1. ASIP

La proteina de sefalizacidon aguti o simplemente aguti en el caso del ratén, debe su
nombre al patron de color de pelaje comunmente visto en los mamiferos, que se
caracteriza por una banda amarilla subapical sobre otra negra o marron. El papel de aguti
en la determinacién del color del pelaje es actuar junto a-MSH y MC1R. La activacién de
MC1R por a-MSH estimula la sintesis de eumelanina (pigmento café/negro), mientras que
aguti producido por la célula papilar dérmica, actia sobre el melanocito adyacente
blogueando la accidn de la melanocortina en el MC1R. Esto da como resultado un cambio
de la sintesis de eumelanina a feomelanina (pigmento amarillo/rojo), responsable de la
banda subapical (Gantz y Fong, 2003). Ademds, es responsable del patron de coloracién
dorso-ventral caracteristico de muchos mamiferos, donde el pelaje dorsal es mas oscuro
que el pelaje ventral. Esta distribucion espacial se relaciona con la baja expresién de asip
en la zona dorsal favoreciendo la produccién de eumelanina, mientras que una mayor

expresion en la zona ventral conduce a la sintesis de feomelanina (Vrieling et al., 1994).

Ratones con mutaciones dominantes del gen aguti, presentan pelaje amarillo,
obesidad, resistencia a la insulina, aumento del crecimiento somatico y una predisposicion
a la tumorigénesis (Bultman et al., 1992; Yen et al., 1994). Si bien el fenotipo amarillo se
atribuye al antagonismo de ASIP sobre MCI1R, diversas investigaciones demostraron que la
obesidad se debe a la expresidn ectdpica y ubicua de ASIP, actuando como antagonista de

o-MSH en la sefializacion del MC4R (Lu et al., 1994).
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En roedores, aguti se expresa solo en la piel mientras que en humanos tiene un patron
mas amplio de expresion, incluyendo tejido adiposo, testiculos, ovario y corazén, con

niveles mas bajos de expresidn en prepucio, rifién e higado (Wilson et al., 1995).

1.4.2. AGRP

La accidn de aguti sobre el balance energético via MC4R, hizo suponer la existencia a
nivel cerebral de una proteina similar a ASIP que estimularia el comportamiento
alimentario. A través del estudio de librerias de “expressed sequence tags” (ESTs), AGRP
fue identificado y clonado basado en su homologia con ASIP (Ollmann et al., 1997). Tanto
AGRP como ASIP, contienen un dominio C-terminal rico en residuos de cisteina, ademas
de contener el triplete Arg-Phe-Phe, esencial para sus propiedades antagdnicas (Takeuchi,
2016). Ratones que sobreexpresan AGRP exhiben hiperfagia y obesidad, pero no
presentan la coloracion caracteristica de los ratones aguti puesto que AGRP no es capaz
de antagonizar los efectos de las melanocortinas sobre MC1R (Graham et al., 1997,

Ollmann et al., 1997)

AGRP se expresa principalmente en el nucleo arqueado del hipotalamo, la region
subtaldmica, y la corteza adrenal, con una baja expresiéon en pulmén y rifidn (Ollmann et
al., 1997; Shutter et al., 1997). En el nucleo arqueado colocaliza en mas de un 95% de los
casos con el neuropéptido Y (NPY), ademas de coexpresar con el neurotransmisor
inhibitorio, el 4cido gamma-aminobutirico (GABA) (Hahn et al., 1998). En condiciones de
ayuno o de pérdida de peso inducida por la dieta, las neuronas AGRP se activan, mientras
gue las neuronas POMC se inhiben. Sin embargo, las neuronas POMC también son
inhibidas directamente por las neuronas AGRP a través de la liberacion de GABA (Cowley
et al., 2001). Por lo tanto, el nucleo arqueado contiene dos tipos de neuronas con efectos
opuestos: las neuronas POMC/CART que conducen sefiales anorexigénicas represoras de
la ingesta, y las neuronas AGRP/NPY que conducen sefiales estimuladoras de la ingesta

(Santos, 2014).

Experimentos in vitro han demostrado que AGRP es un antagonista altamente

competitivo del MC3R y MC4R (Yang et al., 1999). Sin embargo, MC4R exhibe actividad
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constitutiva, es decir, muestra activacion en ausencia de ligando por lo que ademas AGRP
actua como agonista inverso suprimiendo la actividad constitutiva del MC4R (Nijenhuis et

al., 2001)

1.5. Proteinas accesorias del receptor de melanocortinas tipo 2 (MRAP)

Mutaciones en el MC2R resultan en una rara condicién denominada deficiencia
familiar de glucocorticoides (FGD). De origen autosémico recesivo, esta enfermedad se
caracteriza por una deficiencia de cortisol y altos niveles de ACTH en el plasma (Clark et
al., 1993; Tsigos et al., 1993). Sin embargo, estudios clinicos muestran que
aproximadamente solo el 25 % de los casos de FGD eran atribuibles a mutaciones de
MC2R (FGD tipo 1) mientras que en el 75% restante, el receptor era completamente
normal (FGD tipo 2) (Chan et al., 2009). Experimentos in vitro, revelaron que el MC2R es
incapaz de alcanzar la membrana plasmadtica cuando se expresa en lineas celulares
distintas a las derivadas de un linaje suprarrenal, lo que sugiere la presencia de una
proteina accesoria especifica suprarrenal (Noon et al., 2002). A través del mapeo de
polimorfismo de Unico nucledtido (SNP) en familias con FGD tipo 2, se identificaron
mutaciones en el gen que codifica una proteina transmembrana de adipocito murino (Xu
et al., 2002) como causante de FGD tipo 2 (Metherell et al., 2005). La proteina
originalmente fue llamada como proteina de bajo peso molecular especifica del tejido
adiposo (FALP). Posteriormente, este gen se denomind proteina accesoria del receptor de

melanocortina-2 (MRAP) debido a su asociacion con la funcién del MC2R.

Se ha demostrado que MRAP adopta una conformaciéon uUnica de homodimero
antiparalelo en la superficie celular (Cooray et al., 2008; Sebag y Hinkle, 2007). Las
isoformas MRAPa y MRAPB estdn presentes junto con MC2R en tejido suprarrenal
humano (Metherell et al., 2005) donde la presencia de una u otra isoforma es esencial

para la expresidn y sefalizacion de la superficie celular de MC2R (Roy et al., 2007).
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Tras el descubrimiento de MRAP, en el cromosoma 6 se identific6 un gen con
estructura comparable y alto grado de similitud, el que fue denominado como MRAP2
(Chan et al., 2009; Metherell et al., 2005). Se postula que adopta una topologia dual
similar a MRAP en la superficie celular (Chan et al., 2009). El gen mrap2 de ratén difiere en
que tiene dos pequefios exones 1y 1a no traducidos (Asai et al., 2013). El pez cebra tiene
un solo MRAP y dos formas de MRAP2, denominadas mrap2a y mrap2b (Agulleiro et al.,
2010). MRAP2a y MRAP2b parecen tener diferentes acciones y aparecen en diferentes
momentos del desarrollo del pez cebra (Sebag et al., 2013). El estudio de la conservacién
entre MRAPs de lampreas, peces cartilaginosos, teledsteos y tetrdpodos ha indicado que

MRAP?2 es el gen ancestral (Dores, 2013; Webb and Clark, 2010).

Los MRAPs interactuan con los 5 receptores de melanocortinas. Se demostré que no
tienen efecto sobre el trafico de MC1R y MC3R, pero reducen la expresion en la superficie
celular de MC4R y MC5R (Chan et al., 2009; Sebag y Hinkle, 2010). Ademas tiene un efecto
negativo sobre la dimerizacién de MC5R (Sebag y Hinkle, 2009). Contrariamente a su papel
de mejorar la funcion de MC2R, MRAP tiene un papel inhibidor en la funcién de MCI1R,
MC3R, MC4R y MC5R en respuesta al analogo NDP-MSH (Chan et al., 2009).

En tejidos humanos, se ha descubierto que la expresion de las MRAP estd mas
extendida que la expresion del MC2R (Chan et al., 2009; Metherell et al., 2005). Tanto
MRAP como MRAP2 estdn expresadas en la regién hipotaldmica del cerebro que expresa
MC3R y MC4R (Gardiner et al., 2002; Lein et al., 2007) lo que sugiere que pueden regular

la funcion de estos MCR en el sistema nervioso.

1.6. Reproduccion en teledsteos

En todos los vertebrados la reproduccién es controlada por el eje hipotalamo-hipéfisis-
gonadal (HHG), el que integra la informacion de las senales sociales y ambientales con el
estado nutricional y hormonal del organismo (Maruska y Fernald, 2011). Estas sefiales

actuan sobre el cerebro (Fig.3) desencadenando la sintesis y liberacién de una familia de
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péptidos cerebrales, los neuropéptidos liberadores de gonadotrofinas (Gnrhs). Secretadas
de manera pulsdtil, las Gnrhs llegan por inervacion directa desde las neuronas
hipotaldmicas hacia las células gonadotropas de la adenohipdfisis. Una vez unidas a sus
receptores (Gnrhrs), estimulan la sintesis y secrecién de las gonadotrofinas: la hormona
estimulante del foliculo (Fsh) y la hormona luteinizante (Lh). Ademas, se han descrito
otros factores cerebrales, neuropéptidos y neurotransmisores, que regulan la producciéon
de las gonadotrofinas entre los que cabe destacar el GABA, dopamina, neuropéptido Y,
péptidos opioides, leptina (Mufioz-Cueto, 2009) y mas recientemente las kisspeptinas
(Messager et al., 2005; Parhar et al., 2004), la hormona inhibidora de las gonadotrofinas
(Munoz-Cueto et al., 2017) , neurokinina B (Biran et al., 2012), secretoneurina (Mitchell et
al., 2020) y el péptido vasoactivo intestinal (Vip) (Tanaka et al., 2022). Estudios
inmunocitoquimicos han permitido la localizacion de las células gonadotropas en la
hipdfisis de numerosas especies de teledsteos, sobre todo en la pars distalis proximal
(PDP) y en ocasiones, en el borde de la pars intermedia (Pl). En la hipdfisis de peces, a
diferencia de los vertebrados superiores, hay ausencia de co-localizacion celular de Fsh y
Lh y por tanto, ambas hormonas se producen en células gonadotropas distintas (Weltzien
et al., 2004). Tanto la Fsh como la Lh son secretadas al torrente sanguineo y actian sobre
las génadas, a través de receptores especificos, para inducir la gametogénesis y producir
esteroides sexuales y factores de crecimiento, que a su vez actuaran sobre las génadas
directamente de forma paracrina o autocrina, o indirectamente a través de mecanismos

de retroalimentacién sobre el cerebro (Weltzien et al., 2004).

Las gonadotropinas, Fsh y Lh, pertenecen a la familia de las glicoproteinas y se
caracterizan por ser hormonas heterodiméricas. Estructuralmente, en una misma especie,
comparten una subunidad alfa comun unida de forma no covalente a una y difieren en la
subunidad beta especifica quien otorga la especificidad biolégica de la hormona (Pierce y
Parsons, 1981). Cada subunidad, alfa, Fsh beta y Lh beta esta codificada por un gen
diferente (Fiddes y Talmadge, 1984) y difiere en su secuencia de aminodacidos y
conservacion filogenética. Solo el heterodimero intacto alpha/beta es capaz de unirse

especificamente a su receptor localizado en la membrana plasmatica de las células diana,
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siendo las subunidades por si solas biolégicamente inactivas (Pierce y Parsons, 1981). La
expresion génica y los niveles de ambas gonadotrofinas en la hipdfisis y en el plasma de
los teledsteos varian a lo largo del ciclo reproductor e incluso entre machos y hembras
(Swanson et al., 2003; Yaron et al., 2003; Yaron y Sivan, 2006). Los estudios realizados en
aquellas especies de teledsteos en las que ha sido posible cuantificar los niveles de ambas
gonadotrofinas en plasma, muestran que la Fsh estd presente a lo largo de todo el ciclo,
incrementando de forma notable durante la oogénesis y espermatogénesis tempranas y
durante la postovulacidn y postespermiogénesis, en hembras y machos, respectivamente.
Por el contrario, los niveles de Lh en plasma son bajos o indetectables durante las
primeras fases de desarrollo gonadal y muestran un pico durante la fase de maduracién
final y ovulacién en las hembras y espermiogénesis y espermiacion en los machos (Gomez

etal., 1999; Prat et al., 1996; Swanson et al., 1991)
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Figura 3. Esquema del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal. Factores externos como internos,
desencadenan en el cerebro una serie de eventos hormonales que regulan las funciones

reproductivas. Adaptada de Miranda et al., 2013
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1.6.1. Sintesis de esteroides

En todos los vertebrados, los esteroides sexuales son el producto de secrecion mas
importante de las génadas y su concentraciéon en el plasma, cambia drasticamente
durante el proceso de maduraciéon gonadal. Comprenden a los progestagenos,
andrégenos y estrogenos, siendo estos dos ultimos los mds importantes para la
diferenciacién sexual (Piferrer, 2009). Los esteroides sexuales se sintetizan a partir de un
precursor comun, el colesterol, el que gracias a la proteina transportadora StAR es
trasladado hacia el interior de la mitocondria de las células esteroidogénicas (Arukwe,
2008). La ruta sintética es soportada por numerosas enzimas, incluyendo diferentes tipos
de citocromo P450, deshidrogenasas de esteroides y reductasas (Fig.4). La sintesis de los
esteroides inicia con la conversidn del colesterol a pregnenolona por la enzima citocromo
P450scc/Cyp11A1 localizada en la membrana interna mitocondrial. Esta reaccién es
considerada como el paso limitante en el proceso biosintético y estd controlada
principalmente por la Lh. La pregnenolona puede ser convertida a progesterona por
accién del complejo enzimatico de la 3Bhidroxiesteroide deshidrogenasa A 4-5 isomerasa
(3B-HSD) (Gomez-Chang et al., 2012). La 17a -hidroxilasa (P450c17/Cyp17al), cataliza la
hidroxilacion de la pregnenolona a 17a -hidroxipregnenolona o de la progesterona a 17a -
hidroxiprogesterona, para luego convertirse en dehidroepiandrosterona (DHEA) vy
androstenediona, respectivamente (Hinfray et al., 2013). Sin embargo, la 17a -hidroxi-
progesterona, a través de la 20B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (20B-HSD), puede
seguir la ruta hacia la formacién de 17a, 208 dihidroxi-4-pregnen-3-ona (17a, 203-DHP)
también conocido como esteroide inductor de la maduracion (MIS)(Nagahama vy
Yamashita, 1989). La sintesis de andrdgenos, principalmente 11 ketotestosterona (11-KT)
y testosterona (T) se da por la accién de la Fsh. Existe una estrecha relacién entre 17p-
estradiol (E2) y 11-KT, ya que ambos dependen de la bioconversién de la T. Por la via de la
11B-hidroxilasa/11Bhidroxisteroide dehidrogenasa se convierte en 11-KT, principal
andrégeno en teledsteos (Schulz et al., 2010) mientras que en hembras, la T por accidn de

la P450 aromatasa es transformada en E2 (Tokarz et al., 2015).
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1.7. Reproduccion en hembras
1.7.1. Estructura del ovario

El sistema reproductor de los teledsteos, a diferencia del resto de vertebrados, es
sumamente variable, reflejando la amplia gama de modelos reproductivos, incluyendo el
viviparismo. En algunas especies ambos ovarios se fusionan al principio del desarrollo en
un érgano unico. La mayoria de los peces son reproductores ciclicos y el ovario cambia
extraordinariamente de aspecto en las distintas fases del ciclo reproductivo. (Nagahama,

1983).
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Durante el desarrollo ovarico, una porcién del epitelio germinal se invagina y atrapa
una porcion del celoma, generando el lumen del ovario. A esta cavidad interna, se liberan
los oocitos tras ser ovulados, mientras que las oogonias permanecen en la pared interna
(Saborido-Rey, 2008). Por lo tanto el ovario consiste en las oogonias, los oocitos y sus
células foliculares circundantes, ademas del tejido conjuntivo, vascular y nervioso

(Nagahama, 1983).

Desde un punto de vista funcional y morfolégico, la unidad bdsica del ovario es el
foliculo ovarico, cuya organizacion es similar en la mayoria de los teledsteos. El oocito
ubicado en el centro estd rodeado por la envuelta vitelina, capa acelular que formara la
zona radiata. A continuacién, lo rodean una serie de células foliculares organizadas en
varias capas, una capa interna homogénea de células de la granulosa y una o dos capas
exteriores heterogéneas de células de la teca, encontrdandose fibroblastos, fibras de
colageno y capilares. Ambas capas celulares estan separadas por una membrana basal

(Valdebenito et al., 2011).

De acuerdo con el patrén de desarrollo de los oocitos, el ovario puede ser clasificado
en 3 tipos (Wallace y Selman, 1981). El sincrénico donde todos los oocitos estdn en la
misma etapa de desarrollo. Este tipo se encuentra en los teledsteos que se reproducen
una sola vez y luego mueren. El sincrénico por grupos consta de al menos dos poblaciones
de oocitos en diferentes etapas de desarrollo. El asincrénico contiene oocitos en todas las
etapas de desarrollo. Este tipo ocurre en especies que desovan muchas veces durante una

temporada de reproduccién prolongada.

1.7.2. Oogénesis

Varios criterios han sido empleados para definir morfoldgicamente el proceso de
oogénesis, como el tamafio, la cantidad y distribucién de las inclusiones celulares,
especialmente los granulos de vitelo y la morfologia de los cromosomas. En la mayoria de
los teledsteos sigue un patron similar (Fig.5), por lo que es posible distinguir 6 etapas

consecutivas (Valdebenito et al., 2011):
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1. Oogonias: Una vez que las células germinales primordiales se transforman en oogonias,
estas células proliferan y se distribuyen de una manera no uniforme, aisladas o formando
cistos, con caracteristicas celulares en funcién a la especie. Tras varias divisiones
mitéticas, inician su primera division meidtica dando lugar a los oocitos primarios, que
aislados y rodeados de sus correspondientes envolturas foliculares, forman el foliculo

ovdrico (Zanuy et al., 2009).

1. Fase de Cromatina nucleolar: comprende desde leptoteno a paquiteno de la primera
profase meidtica. En esta etapa existe una redistribucion de los cromosomas por todo el
nucleo adoptando variadas figuras cromosomales, ademdas de una redistribuciéon de
organelos citoplasmaticos. Durante esta etapa se desarrolla el cuerpo vitelino de Balbiani
o nucleo vitelino, el que se compone por diversos organelos como reticulo endopldsmico
liso, aparato de Golgi, mitocondrias, granulos lipidicos y cuerpos multivesiculares (Wallace

y Selman, 1980).

2. Fase Perinucleolar: El nucleo del oocito, desde ahora llamado vesicula germinal,
aumenta de tamafo y aparecen multiples nucléolos, hacia el nucleoplasma periférico. La
meiosis estad detenida en diploteno, pero el crecimiento oocitario y la diferenciacion de la
pared folicular continda. Tanto la capa de células de la granulosa y de células de la teca se
hacen distinguibles, mientras que el cuerpo de Balbiani estd en posicion yuxtanuclear

(Takashima y Hibiya, 1995).

3. Alvéolos corticales: Se caracteriza por la aparicién de alvéolos corticales alrededor de Ia
vesicula germinal o como gotas lipidicas en el citoplasma. Estas estructuras contienen una
sialoglicoproteina de alto peso molecular sintetizada endégenamente por el propio oocito
durante la mitad y hacia el final del crecimiento previtelogénico (Wallace y Selman, 1990).
A medida que el desarrollo progresa, los alvedlos aumentan en nimero y tamafio hasta
formar varias filas en la periferia del citoplasma, contribuyendo al incremento de tamafio

del oocito. Estas vesiculas liberan su contenido en el espacio perivitelino dentro de las
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membranas del huevo durante la fecundacion. La aparicidon de estas estructuras significa
que el oocito ha comenzado el proceso de maduracion y el pez ha entrado en la fase
adulta (Saborido-Rey, 2008). Ademas, otra caracteristica de importancia es la aparicién del

corion y microvellosidades (Honji et al., 2006; Takashima y Hibiya, 1995).

4. Vitelogénesis: Estructuralmente, los oocitos vitelogénicos estan rodeados de dos capas
de células principales: una exterior (la teca) y otra interior (la granulosa), que estan
separadas por una membrana basal (Saborido-Rey, 2008). Esta etapa inicia con una fase
de crecimiento citoplasmatico donde se produce un incremento de los organelos
citoplasmadticos, como mitocondrias, cuerpos multivesiculares, reticulo endoplasmatico y
los elementos del Golgi. Posteriormente el oocito aumenta de tamafo considerablemente
con respecto a las demas fases, debido al cumulo de grandes reservas de vitelogenina,
(Valdebenito et al., 2011). Varios trabajos han demostrado que todo el proceso de
vitelogénesis esta bajo el control de los esteroides gonadales. Bajo el control de la
gonadotrofinas, mayoritariamente la Fsh, las células de la teca producen un sustrato
andrégeno, probablemente la T, que se difunde en la capa vascular de células de la
granulosa donde es aromatizado a E2. Una vez liberado al torrente sanguineo, llega al
higado donde estimula la sintesis y secrecion de la vitelogenina. Luego por via sanguinea
es transportada hasta el ovario y, via receptores especificos de vitelogenina mediante
micropinocitosis, es incorporada al oocito. Posteriormente, por protedlisis es
transformada para formar los granulos de vitelo, los que inicialmente son pequefios y se
encuentran dispersos en el citoplasma. A medida que el oocito crece, los granulos son de
mayor tamano y numerosos en el ooplasma, desplazando a los alvedlos corticales hacia la

periferia (Nagahama et al., 1995).

5. Maduracion: Es caracterizada por la migracion de la vesicula germinal hacia el polo
animal y la fusién de su membrana, ademas el vitelo se clarifica y el oocito aumenta de
tamafio. El proceso de maduracidon es inducido por la Lh cuya accion lleva a la sintesis y

secrecion del esteroide inductor de la maduracién (MIS). La unién del MIS a su receptor
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activa al factor promotor de la maduracién (MPF) en el citoplasma del oocito, responsable
de la reactivacion de la meiosis (Nagahama et al., 1995).

Después de haber finalizado la primera division meidtica, una de las células haploides
se quedara con la totalidad del material citoplasmatico, mientras que la otra denominado
primer cuerpo polar, degenerara. Nuevamente la meiosis se detiene, ahora en la metafase
II. La finalizacién de la segunda division meidtica y la liberacién del segundo cuerpo polar,

procederad solo si el oocito es fecundado (Yaron y Sivan, 2011).

En algunas especies de teledsteos, se produce un marcado aumento del volumen
oocitario debido a procesos de hidratacién del oocito. Este aumento es muy marcado en
especies de peces marinos y de estuario que producen huevos flotantes. Al final de la
maduracion se produce la ovulacién, proceso que se relaciona con la ruptura del foliculo
que contiene el oocito y su liberacion a la cavidad peritoneal o al limen del ovario. Los
foliculos postovulatorios que resultan de este proceso se identifican facilmente cuando
son recientes, pero se deterioran rapidamente dentro de algunos dias (Valdebenito et al.,

2011).
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Figura 5. Esquema general de la oogénesis en peces teledsteos Adaptada de Urbatzka et
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1.8. Reproduccion en machos
1.8.1. Estructura del testiculo

En la mayoria de los teledsteos, los testiculos son un par de érganos alargados y estdn
unidos a la pared dorsal de la cavidad corporal, aunque en algunas especies pueden
combinarse en un solo saco. El espermiducto sale de la superficie medio dorsal posterior
de cada testiculo y desemboca en la papila urogenital, situada entre el recto y los ductos

urinarios (Zanuy et al., 2009).
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Como ocurre en otros vertebrados, los testiculos estdn constituidos por dos
compartimentos, el lobular y el intersticial, ambos separados por una membrana basal. El
primero contiene las células germinales y las células somaticas asociadas a ellas, las
células de Sertoli, constituyendo un espermatocisto. Entre as funciones de las células de
Sertoli se incluyen, proporcionar soporte para la supervivencia, proliferacién,
diferenciacién y desarrollo fisioldgico de las células germinales. Ademas, se encargan de la
fagocitosis de células germinales apoptdticas y de cuerpos residuales durante la
espermiogénesis. El compartimento intersticial, situado entre I6bulos, estd compuesto por
las células de Leydig, fibroblastos, fibras de colageno, células mioides, macréfagos, vasos

sanguineos y linfaticos (Schulz et al., 2010).

De acuerdo al modo de diferenciacion del tejido germinal, es posible distinguir dos
patrones de estructura testicular: lobular y tubular (Billard, 1986). El testiculo lobular es el
gue presentan la mayoria de los teledsteos y esta formado por lébulos ramificados. Las
células germinales estan dispersas a lo largo del lébulo y a medida que avanza la
espermatogénesis, los espermatozoides son liberados a un lumen central. El testiculo
tubular es poco comun y se caracteriza por no presentar lumen. Las espermatogonias
primarias se localizan al final ciego de los tubulos, los que se orientan desde la periferia

hacia una cavidad central en la que se liberan los espermatozoides.

1.8.2. Espermatogénesis

Es un proceso altamente organizado y coordinado, en el que espermatogonias
diploides proliferan y se diferencian en espermatozoides maduros y funcionales. En ambos
tipos de testiculos, el desarrollo de células germinales tiene lugar dentro del
espermatocisto (o cisto) lo que implica que todas las células germinales en ello contenidas
derivan de una sola espermatogonia primaria. Esta, al dividirse sincrénicamente,
constituye un clon de células germinales isogénicas bordeadas por extensiones

citoplasmaticas de las células de Sertoli que les acompanaran durante todo el proceso de
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espermatogénesis (Nagahama, 1983). Morfolégicamente vy fisiolégicamente, |la

espermatogénesis (Fig.6) se puede dividir en 3 fases diferentes (Nobrega et al., 2009).

1. Proliferaciéon mitoética: fase en que las células madre espermatogoniales experimentan
una proliferacién mitética, para dar origen a nuevas células germinales (autorrenovacion)
y espermatogonias de tipo A (SgA), las que a su vez entran en una serie de divisiones
celulares para renovar y aumentar su nimero, ademads de dar lugar a las Sg de tipo B,
(SgB).

Segun la especie de teledsteo, las espermatogonias sufren un nimero especifico de ciclos
celulares mitdticos. La fase de mitosis esta caracterizada por una lenta renovacién y una
rapida proliferacidon de espermatogonias diferenciadas hacia la meiosis y esta regulada por
la. Fsh que, actuando a nivel de las células somaticas (células de Sertoli y Leydig), estimula
la produccién de andrégenos, factores de crecimiento y otros factores con accidn

paracrina/ autocrina (Safian et al., 2019).

2. Meiosis: La ultima generacion de SgB, emerge del final de la mitosis y entra en meiosis
pasando a formar un espermatocito primario (Spc 1) en etapa de preleptonema. En la
primera division se separan los cromosomas homadlogos y se producen los espermatocitos
secundarios haploides de vida corta (Spc Il), que rapidamente avanzan a través de la
segunda division meidtica dando lugar a las espermatidas (Spd) (Schulz y Miura, 2002). Los
progestagenos y andrégenos son indispensable para el inicio de la meiosis y ejercen sus

efectos sobre las células germinales de forma paracrina o autocrina (Yaron y Sivan, 2011).

3. Espermiogénesis: Proceso en que las Spd comienzan a diferenciarse en
espermatozoides (Spz). Una vez liberadas las Spd desde los espermatocistos hacia el
lumen, el citoplasma y el nucleo se reorganizan, formando una cabeza, un cuello y un
flagelo o cola. La espermiacion implica una maduracién o capacitaciéon del esperma,
acompafiado de una produccién de fluido o hidratacién del conducto eferente. Esta fase
se regula en gran medida por la Lh, la que estimula la producciéon de esteroides tales como

11-KT y progestagenos, induciendo la espermiacién (Schulz et al., 2010).
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1.9. Melanocortinas y Reproduccion

Diversos estudios en vertebrados sugieren la implicacion del sistema de
melanocortinas en la modulacién del eje HHG. Tratamientos con a-MSH estimulan la
liberacion de LH en humanos (Limone et al., 1997; Limone et al., 1994) e inducen la
ovulacién en ratas pretratadas con progesterona (Alde y Celis, 1980). A nivel cerebral,
actian como un neuromodulador fisiolégico de la liberacién de prolactina (PRL) y LH
(Khorram et al., 1984a). Experimentos in vitro han demostrado que y-MSH estimula la

secrecion de GnRH en células clonales hipotalamicas de ratén (Stanley et al., 2003).

Evidencia anatémica sefiala que neuronas POMC proyectan desde el nucleo arqueado

hacia el drea predptica medial (Leranth et al., 1988) donde establecen sinapsis directa con
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neuronas GnRH (Naftolin et al., 1996). Se ha demostrado que a-MSH, a través de MC3R y
MCA4R, produce una despolarizacién de larga duraciéon en neuronas GnRH (Roa y Herbison,
2012). Un estudio en ratones, encontré que aproximadamente el 50% de las neuronas
GnRH expresan transcritos de MC4R y que la activacién de las neuronas GnRH
peripuberales es abolida por AGRP (Israel et al., 2012). En explantes hipotaldmicos, AGRP
bloquea la secrecion de GnRH estimulada por y-MSH (Stanley et al., 2003). En el mono
rhesus, la administracion central de AGRP inhibe la liberacién pulsatil de LH, lo que sugiere
que AGRP puede mediar el efecto de un balance energético negativo sobre el eje
reproductivo al suprimir los pulsos GnRH (Vulliémoz et al., 2005). En ratas hembra, AGRP
previene la liberaciéon de LH y PRL inducida por esteroides (Schioth et al., 2001), mientras
gue en ratas macho aumenta los niveles plasmaticos de LH, FSH y testosterona (Stanley et
al., 1999). La expresion ectdpica ubicua del gen agouti en ratones agouti amarillos (Ay),
resulta en una reduccion de la fertilidad en ratones Ay obesos de edad avanzada

(Granholm et al., 1986).

De todos los receptores, el MC4R es, quizas, el mejor candidato para explicar la
modulaciéon melanocortinérgica de la funcidn sexual. En ratas, MC4R media los efectos de
la leptina en la secrecién de LH y PRL (Watanobe et al., 1999) y el pico preovulatorio de
PRL (Watanobe et al., 2001). La deficiencia de MCA4R provoca hiperfagia, obesidad,
hiperglucemia, hiperinsulinemia, ciclos estrales irregulares, secrecién reducida de LH y
disfuncién ovdrica (Chen et al., 2017). Los ratones hembra deficientes en MC4R (MC4R
KO) muestran envejecimiento reproductivo con un mayor nimero de foliculos quisticos y
una reduccion en el nimero de cuerpos luteos desarrollados (Sandrock et al., 2009),
mientras que los machos MC4R KO se caracterizan por disfuncidon eréctil y cambios en el

comportamiento sexual (Van der Ploeg et al., 2002).

Notablemente en teledsteos, el mc4r se expresa en génadas de diversas especies
como el pez dorado (Cerda-Reverter et al., 2003), pez Ya (Wei et al., 2013b), gurami de
piel de serpiente (Jangprai et al., 2011), lubina (Sanchez et al., 2009), platy (Volff et al.,
2013), scat moteado (Li et al., 2016b), anguila de pantano (Yi et al., 2018), tilapia del Nilo
(Liu et al., 2020b), medaka (Liu et al., 2019a), carpa plateada (Tao et al., 2020), lenguado
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barfin (Kobayashi et al., 2008), pez roca negro (Zhang et al., 2020) y el pez cebra (Agulleiro
et al., 2013a; Ringholm et al., 2002). En el tejido ovarico, la expresion relativa de mc4r
aumenta proporcionalmente con el desarrollo gonadal, sugiriendo un posible rol en la
maduracion de los foliculos (Zhang et al., 2020). Estudios tanto in vitro como in vivo en
Scatophagus argus, han demostrado que la activacion de Mc4r en el hipotdlamo aumenta

la expresién de gnrh, modulando la sintesis de fshb y Ihb en la hipdfisis (Jiang et al., 2017).

Los peces del género Xiphophorus muestran polimorfismos en el inicio de la pubertad,
la longitud del cuerpo y las tacticas de reproduccién (Kallman y Borkoski, 1978). Se ha
demostrado que la primera maduracién sexual, la fecundidad en hembras y el tamafo
corporal en machos de X. maculatus estd controlada genéticamente por el locus P
(Kallman y Schreibman, 1973). Situado en el cromosoma sexual, este locus es ocupado por
multiples copias tanto funcionales (alelo A) como no funcionales (alelos B1 y B2) del mc4r.
La presencia de mayor numero de alelos B esta directamente relacionada con el retraso
en la pubertad, presumiblemente al disminuir la seializacién de los alelos. Los machos
dejan substancialmente de crecer en el momento que alcanzan la madurez sexual, la talla
en la edad adulta, refleja a su vez, el momento en el que ocurrié la pubertad. Machos
portadores de alelos funcionales son mas pequefios y precoces, mientras que portadores
con un mayor numero de alelos no funcionales exhiben una mayor talla y pubertad tardia

(Lampert et al., 2010).

1.10. El pez cebra como organismo modelo

El pez cebra (Dario rerio) miembro de la familia Cyprinidae, es nativo de la India donde
vive en rios, arroyos y en pequefios lagos resultantes de las inundaciones de los rios
(Engeszer et al., 2007). Multiples caracteristicas han contribuido a su popularidad como
especie modelo de estudio entre las que destacan la completa secuenciacién de su
genoma, las condiciones de manejo simples, descendencia numerosa y su pequeiio

tamafio (4-5 cm de longitud). Ademas, la transparencia de los embriones permite hacer
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seguimiento directo del desarrollo embrionario con técnicas de microscopia convencional

(Grunwald y Eisen, 2002; Lieschke y Currie, 2007).

Esta especie tiene una vida de alrededor de tres afios. Son organismos oviparos con
fertilizacién externa y sin cuidado parental. La reproduccidon puede ser inducida de forma
natural o artificial durante todo el afio en condiciones de laboratorio, alcanzando la
madurez reproductiva los 3 meses de vida. Son reproductores asincrénicos con alta
fecundidad. Una hembra puede producir entre 100 y 200 huevos semanalmente

(McGonnell y Fowkes, 2006; Nasiadka y Clark, 2012).

Como vertebrado comparte caracteristicas comunes con los mamiferos, incluso con
humanos. En la actualidad, el pez cebra se utiliza en una amplia variedad de
investigaciones, aportando un valor sustancial a la acuicultura sostenible y a la biologia de
la conservacion (Li y Ge, 2020). Investigaciones en el pez cebra han demostrado que la
supresion de la actividad central del Mcé4r, es esencial para el crecimiento larvario. Asi
mismo, la supresién del Mc4r resulta en una disminucién de la expresién de fshb vy lhb.
Ademas, tanto las neuronas POMC como las AGRP proyectan a la hipdfisis del pez cebra

apoyando un rol hipofisiotréfico para el sistema de melanocortinas (Zhang et al., 2012).

Experimentos desarrollados en nuestro laboratorio, han demostrado que Asipl
funciona como un antagonista enddgeno tanto de MC1R como de MC4R (Cerda-Reverter
et al., 2005; Guillot et al., 2016). Ademas, la generacion de una cepa transgénica de pez
cebra que sobre-expresa asipl de pez dorado, demostrd la participacién del sistema de
melanocortinas en la regulacion del patrén pigmentario dorsoventral (Ceinos et al., 2015)

y estimulacidon del crecimiento (Guillot et al., 2016).
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2. Objetivos

Basados en los antecedentes existentes, es posible hipotetizar una relaciéon entre el
sistema de melanocortinas, el crecimiento y la reproducciéon de los peces. EI modelo
transgénico supone, ademas, una excelente oportunidad para estudiar la implicacién del
sistema de melanocortinas en la reproduccidn y por extension la presencia/identidad del

locus P en otras especies de peces. Para ello se desarrollaron los siguientes objetivos:

1. Analizar el rol del sistema de melanocortinas en el crecimiento y la pubertad.

2. Analizar el efecto de la disminucidn de la actividad del sistema de melanocortinas

inducida por la sobreexpresion de asipl sobre el potencial reproductivo.

3. Caracterizar la expresién del sistema de melanocortinas y su efecto sobre la

esteroidogénesis gonadal.

4. Estudiar el efecto del sistema de melanocortinas en la expresién de

gonadotrofinas hipofisiarias.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Manejo de animales de experimentacion

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo con la legislacion espafiola
(Real Decreto 53/2013) y europea (EU 86/609) relativa a la proteccion de animales
utilizados en experimentacién. Los protocolos utilizados fueron aprobados por el comité
interno del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y el comité de ética del

Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (NUmero de Registro 09-0201)

Los peces cebra (Danio rerio) utilizados en esta tesis doctoral fueron seleccionados
de manera aleatoria a partir de poblaciones criadas en nuestro laboratorio. Tanto los
peces silvestres WT (+/+) como los transgénicos provienen de la cepa TU (Tuebingen,
Nusslein-Volhard Lab). La linea transgénica [Tg(Xla.Eeflal:Cau.Asip1liim4 (asip1-Tg) fue
generada mediante el sistema de transposdn Tol2 (Ceinos et al., 2015). Para la obtencidn
de peces asipl/asipl, se realizaron cruces entre ejemplares heterocigotos asip1/+. La
descendencia fue genopitada (Guillot et al., 2016) para asi generar poblaciones
asipl/asipl y WT con el mismo acervo genético. Los peces fueron mantenidos en un
sistema de recirculacién de agua dulce, la que de forma constante, pasé a través de filtros
mecanicos y biolégicos. Los parametros fisicoquimicos como temperatura (28 + 2 oC), pH
(7-8) y conductividad (300-500 pS/cm) fueron controlados diariamente y corregidos
cuando fuese necesario. El fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad se
controlé mediante un temporizador. Los peces se alimentaron 3 veces al dia a saciedad
con una combinacién de nauplios de artemia (Artemia sp.) recién eclosionadas y alimento

inerte en escamas Sera Vipan (Sera, Heinsberg, Alemania).

Para la obtencién de embriones, solo se utilizaron peces adultos y saludables de
ambas poblaciones. Antes del apareamiento, los peces progenitores fueron colocados
individualmente en tanques de 2 L durante 1 semana. Una vez transcurrido el periodo de
aclimatacidn, las parejas fueron colocadas en parideras de 1 L, que disponen de una pieza
gue permite separar el macho de la hembra gravida. Las parideras fueron mantenidas en

oscuridad hasta el dia siguiente. El pez cebra desova en las primeras horas después del
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amanecer (Hisaoka y Firlit, 1962). Una vez retirada la divisién, el desove tuvo lugar
después de las 7.30 de la mafiana, cuando las luces fueron encendidas. Tras 1-2 horas, se
recogieron los embriones y fueron puestos en incubadores a 28 2C hasta su eclosion. A los
5 dias post fertilizacion (dpf) fueron introducidos en el sistema de recirculacién en
acuarios de 6 L, pero con el circuito de agua cerrado, que fue reestablecido a los 12 dpf.
Durante este periodo los peces fueron alimentados con rotiferos y a partir de los 13 dpf,
comenzaron a alimentarse con nauplios de artemia recién eclosionadas. A los 20 dpf la
dieta fue reemplazada gradualmente por dieta comercial (Sera Vipan) para peces

tropicales.

3.2. Rol del sistema de melanocortinas en el crecimiento y pubertad
3.2.1. Diseio experimental

600 embriones de peces WT y asip1-Tg procedentes de la misma época de puesta,
fueron criados en tanques de 15 litros, bajo las condiciones descritas anteriormente. A los
20 dpf, los peces de cada genotipo se transfirieron a 2 tanques de 45 litros (n = 150 /
tanque). Para incrementar la validez y solidez del estudio, se realizaron experimentos
idénticos e independientes. Durante el primer y segundo experimento, los peces (n=30) se
seleccionaron aleatoriamente desde ambos tanques y se muestrearon a 30-32-35-40-46-
54-60-75 dpf y a 30-34-38-42-46-60-75 dpf, respectivamente. Los peces fueron

seleccionados aleatoriamente desde los dos tanques.

3.2.2. Estudio del crecimiento lineal

Las larvas se sacrificaron por sobredosis de anestésico con metasulfonato de
tricaina (MS222, 200-300 mg/l). Posteriormente, se fotografiaron mediante un
microscopio estereoscopico ( Olympus SZX16) con el fin de medir su longitud estandar con

el software Imagel® version 1.52.
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3.2.3. Analisis del desarrollo gonadal

Las larvas se fijaron en glutaraldehido al 1%, deshidratadas e incluyeron en resina
de metacrilato (Technovit 7100, Heraeus Klzer, Alemania). Cortes de 2 um de espesor se
tiferon con azul de toluidina al 1%. La clasificacidon de las génadas en testiculos u ovarios,
se realizd segun (Maack y Segner, 2003), de acuerdo a la presencia de células
espermatogénicas u oocitos. Las génadas con ambos tipos celulares se clasificaron como
ovario en transicién, mientras que las génadas sin distincién de células germinales se
clasificaron como indiferenciadas. Las etapas de maduracion se categorizaron utilizando
un sistema de atribucién numérica basado en la presencia de la célula germinal en etapa
mas avanzada (Fig.7). La identificacion de las células germinales en diferentes etapas de la
gametogénesis se realizd de acuerdo a (Leal et al., 2009; Selman et al., 1993). El desarrollo
ovarico se clasificd en 6 estadios (Fig.8) en funcidon de su tamafio y estado vitelogénico
(Wang y Ge, 2004): |, crecimiento primario (~0,1 mm); Il, previtelogénico (~0,25 mm); lll,
vitelogénico temprano (~0,35 mm); IV, vitelogénico medio (~0.45 mm); V, vitelogénico
tardio (~0,55 mm) y VI, maximo desarrollo (~0,65 mm). El desarrollo testicular se ajusté a
4 estadios (Fig.9) basado en (Begtashi et al., 2004): estado 1, inmaduro (espermatogonias
tipo A); estado 2, maduracidon temprana (espermatogonias tipo B); estado 3, maduracién
media (espermatogonias a espermatocitos) y estado 4, maduracién tardia

(espermatocitos, espermatidas y espermatozoides).
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Figura 7. Tipos morfoldgicos de génadas del pez zabra. A) Las génadas indiferenciadas se
caracterizan por la presencia de células germinales (GC). B) Los ovarios que contienen
oocitos densamente empaquetados en la etapa de crecimiento primario (PG). C) Los
ovarios en transicion contienen unos pocos oocitos degenerativos (DO) que pueden
convertirse en estructuras similares a cuerpos residuales (RB). Las células del estroma (SC)
representan la mayoria de las génadas. D) Los testiculos estan ocupados por diferentes
tipos de espermatogonias (Spg) donde las células goniales se distribuyen en cistos (Cy).

SM: musculo esquelético; In: Intestino; PA: pancreas; SB: vejiga natatoria; Li: Higado.
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Figura 8. Ovarios de pez cebra en diferentes estados de desarrollo. A) I: crecimiento
primario (PG). B) Il: previtelogénico (PV). C) lll: vitelogénico temprano (EV). D) IV:

vitelogénico medio (MV). E) V: vitelogénico tardio (LV) y F) VI: maximo desarrollo (FG).
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Figura 9: Testiculos de pez cebra en diferentes estados de desarrollo. A) 1: inmaduro). B)
2: maduracion temprana. C) 3: maduracién media y D) 4: maduracién tardia. SPG Aund:
espermatogonia indiferenciada tipo A; SPG Adiff: espermatogonia diferenciada tipo A; SPG

B: espermatogonia tipo B; SPC: espermatocistos; SPT: espermatidas; SPZ: espermatozoa.
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3.2.4. Curvas de madurez

Segun el criterio histolégico de (Vazzoler, 1996), se establecid una escala de
madurez de 3 estadios: A, inmaduro; B, madurando y C, desove. Se considerd como peces
que inician su madurez, a los individuos en estado B y C, donde las hembras se
caracterizan por la presencia de foliculos en estado previtelogénico (aparicién de alvéolos
corticales) y los machos por la presencia de espermatogonias tipo B en el cisto. Los peces
fueron agrupados por edad (dpf) y por intervalos de 2.5 mm de longitud. La fraccion de
peces maduros por edad, talla y sexo se estimé a través de la ecuacién logistica descrita

por (O'Brien et al., 1993):

B 1
- 1+ e—(a+bX)

donde P corresponde a la proporcion de peces en maduracién, X es la longitud o edad y a
y b son los coeficientes estimados de la ecuacion. Los pardmetros fueron estimados por un
andlisis de regresion lineal. La edad (Asp) y talla (Lsp) en el que 50% de los machos y

hembras estan en pubertad, se estimé como la ratio (a/b).

3.2.5. Andlisis estadistico

Las diferencias en la talla entre los peces peces WT y asipl1-Tg se analizaron
mediante pruebas no paramétricas de Mann-Whitney y Kolmogorov-Smirnov. Para
comparar diferencias en la tallas entre dias, para cada cepa se realizdé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de comparaciones multiples de Dunn.
Se utilizé la prueba exacta de Fisher para comparar las proporciones de desarrollo
gonadal. Para cuantificar la asociacién entre la longitud y desarrollo gonadal, se utilizé el
coeficiente de correlacion no paramétrico rho de Spearman. Todos los anadlisis estadisticos

fueron realizados con Graphpad Prism versidn 8.3. con un nivel de significacién p < 0.05.
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3.3. Rol del sistema de melanocortinas en el potencial reproductivo
3.3.1. Disefio experimental

Peces adultos WT y asip1-Tg, de aproximadamente de 1 afio de edad, se sexaron
de acuerdo a su color y forma. Un total de 35 parejas fueron ensayadas durante 7 eventos
de desove (5 parejas por evento). Se registré el nUmero de parejas desovantes y el total de
huevos por cada hembra. Los huevos fertilizados fueron reconocidos por la presencia de
un blastodisco multicelular (Kimmel et al., 1995), los que posteriormente fueron
recolectados e incubados a 28 C. Se registrd la mortalidad a las 24 hpf y el numero de
embriones eclosionados a las 48 y 72 hpf. Durante 3 eventos de desove, 50 huevos fueron
fotografiados en la etapa de gastrulacion. El tamafio del huevo y el didmetro del vitelo se
midieron con el software Imagel versidon 1.52. Ademas, al menos 30 larvas de 4 dpf fueron
fotografiadas individualmente para comparar la longitud estdandar de eclosiéon y el
volumen del saco vitelino, el que se estimd usando la siguiente formula (Chambers et al.,

1989):
V = n(6LH?)"?

Donde L representa la longitud (medida horizontalmente; mm) y H la altura (medida

verticalmente; mm) del saco vitelino.

3.3.2. Anadlisis estadistico

Las diferencias en el éxito de desove entre los peces WT y asip1-Tg se analizaron
con el test exacto de Fisher, mientras que las diferencias entre el nimero total de huevos,
el numero de huevos fertilizados, la mortalidad (24 hpf) y la tasa de eclosion (48 y 72 hpf)
fueron analizados con el test t no pareado con la correccién de Welch. Todos los andlisis
estadisticos fueron realizados con Graphpad Prism versién 8.3. con un nivel de

significacién de 0.05.
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3.4. Rol de las melanocortinas en la esteroidogénesis gonadal
3.4.1. Expresion del sistema de melanocortinas en tejido gonadal
3.4.1.1. Aislamiento de tejido gonadal y foliculos ovaricos

Peces adultos WT y asip1-Tg, de aproximadamente de 1 afio de edad, se sexaron
en funcién de su color y forma. Cuatro peces de cada sexo y grupo se sacrificaron por
exposicidon progresiva a bajas temperaturas. Las goénadas fueron diseccionadas e
inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido para su procesado.

Para el aislamiento de foliculos, se seleccionaron hembras gravidas en base a la
presencia de la papila genital y el aumento volumétrico de su zona abdominal. Cuatro
hembras WT vy asip1-Tg se sacrificaron por sobredosis de anestesia en agua fria. Los
foliculos fueron separados manualmente bajo un microscopio de diseccion Olympus
SZX16, y medidos con un ocular micrométrico. Solamente los foliculos sanos se aislaron y
clasificaron de acuerdo a su tamafo y estado vitelogénico (Wang y Ge, 2004) en:
crecimiento primario (PG, ~0.15 mm), previtelogénesis (PV, ~0.25 mm), vitelogénesis
temprana (EV, ~0.35 mm), vitelogénesis media (MV, ~0.45 mm), vitelogénesis tardia (LV,

~0.55 mm) y maximo desarrollo (FG, ~0.65 mm).

3.4.1.2. Purificacion de ARN total y transcripcidn inversa

El RNA total de testiculos y ovarios asi como de foliculos ovaricos, se extrajo
usando TRI-Reagent® (Molecular Research Center, Inc. Cincinnati, OH, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El RNA total fue tratado con RQ1-DNAse (Promega Corp.,
Madison, WI, Estados Unidos), secado parcialmente al aire y resuspendido en H,0 tratada
con dietil-pirocarbonato (DEPC). Posteriormente, la cantidad de acidos nucleicos se
cuantific6 mediante espectrofotometria (Nanodrop ND-2000 Spectrometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos).

La transcripcién inversa se realizé a partir del RNA total (1 pug para génadas y 300
ng para foliculos), y se primd utilizando 300 ng de una mezcla de hexdmeros aleatoria
(Invitrogen), 2.5 mM de dNTPs (Invitrogen), 200 unidades de transcriptasa reversa
(SuperScript™ 1ll, Invitrogen, Corp., Carlsbad, CA, USA) y 40 unidades de inhibidor
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recombinante de ribonucleasas (RNAsin, Promega). La reaccién, con un volumen final de
20 pl, se incubd a 252C durante 10 min y se colocé sobre hielo durante 1 min, para ser
incubada posteriormente durante seguida de 60 min a 502C e inactivada a 702C durante
15 min. La calidad del ADN complementario (cDNA) fue evaluada a través de la
amplificacion del gen 18s (ver secuencia de cebadores en Tabla 1) mediante PCR
convencional en un Termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf). Para la reaccién se
utilizé 0.5 ul de cDNA, tampdn para PCR 1x, 2.5 mM de dNTP (mezcla de nucleétidos), 1.5
de mM MgCl;, 0.4 uM de cada cebador y media unidad de Taq DNA polimerasa

(Invitrogen). Finalmente, el cDNA fue almacenado a -20°C hasta su uso.

3.4.1.3. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR)

Para la cuantificacion de la expresion del mc2r, mc4r, mrapl, mrap2a y mrap2b en
ovario y testiculo y la expresidn de mc4r en foliculos, se llevaron a cabo reacciones en un
volumen final de 20 pl donde 1 pl de cDNA fue agregado a 10 ul de TagMan PCR Master
Mix 2X (ABgene, Thermo Scientific) con sondas TagMan y cebadores especificos (Tabla 1).
Las amplificaciones fueron realizadas bajo las siguientes condiciones: 95 °C durante 15
min, seguido por 40 ciclos de 15 seg a 95°C y 1 min a 60°C. Para el mc1r, mc3r, mchra,
mc5rb, pomca, pomcb, asip, agrpl y agrp2, 1 pl de cDNA fue agregado a 7.5 ul de SYBR®
Green PCR Master Mix 2X (ABgene, Thermo Scientific) con cebadores especificos (Tabla 1)
en un volumen final de reaccién de 15 ul. Las amplificaciones se realizaron siguiendo el
protocolo: 95 °C durante 15 min, seguido por 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 15 seg a la
temperatura de hibridacién especifica, 15 seg a 72°C y 1 min a 95°C. Para confirmar la
especificidad de los productos de PCR, se finalizé con una curva de disociacion desde 552C
a 95.592C, aumentando 0.52C cada 10 seg. Como control interno, se amplificdé un
fragmento de RNA ribosomal 18S (18s), donde 1ul de cDNA (dilucién 1/10.000 para
ovarios y testiculos; dilucion 1/1.000 para foliculos) y cebadores especificos fueron
agregados a 7.5ul de SYBR® Green PCR Master Mix 2X. Todas las reacciones fueron
realizadas por duplicado en el sistema de detecciéon de PCR en tiempo real CFX96™ (Bio-

Rad Laboratories USA). Los datos fueron recopilados y analizados con iCycler iQ™ software
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(version 3.0.6070). La expresién génica relativa se calculd con el método matemético 2724

(Pfaffl, 2001).

3.4.1.4. Analisis estadistico

Los niveles de expresidon génica se expresaron como media + SE (error estandar).
Para evaluar diferencias entre los peces WT y asip1-Tg, se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) de 2 vias seguido de la prueba post-hoc Sidak. El analisis estadistico fue realizado

con GraphPad Prism versién 9.1.1, con un nivel de significacion de 0.05.
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Tabla 1. Cebadores y sondas utilizados en estudios de expresidon génica por qPCR. F:
cebador directo (forward primer), R: cebador reverso (reverse primer) y P: sonda de

hidrélisis TagMan (Tagman probe).

Gen Referencia Secuencia (5' - 3') T° de hibridacion | [] Cebador
melr Cortzeglit al., |F:TCCCACAAACCCTTACTGCAAG 57 250 M
R:TACACTGCAAAGCACCACGAAC
' | F:CCTGTTAGCACGCCATCATG
Agulleiro et al.,
me2r 2013 R:AGGCCGCTTTTCCTGTGTT 60 300 nM
P:[6FAM]AAACCGAATCGCGTCTATGCCTGGT[TAM]
me3r bresent work |-FTGTGATTGACCCGCTCATCTATG - 500 1M
R:TCTTCCCACATCCATTCTCAGTTC
' | F:GCCTCGCTCTACGTCCACAT
Agulleiro et al.,
medr 2013 R:CGGCGATCCGTTTCATG 60 300 nM
P:[6FAM]TTCCTTCTAGCCCGGCTG[TAM]
F:ATCATCTGCTGCTATAGTCTGA
mc5ra Present work CATCTGCTGC GTCTG 57 200 nM
R:ATCCACCGATCATATCCATCT
F:CGCACTCAGGAGCCAAGAGATG
mc5rb Present work 65 200 nM
R:AGTTCCTCCAGGCACCTTCTTC
_ F:CTTCTTCTTGATTTTGTCACTTATTTCAC
Agulleiro et al.,
mrap1 2013 R:TCTTTACTGAGATGATGCATAACCTTTC 60 300 nM
P:[6FAM]CCCTCGAGTCAAAAAATCCGGTTTGC[TAM]
Asulleiro et af F:AGAGCCGCCACTGATGCT
ulleiro et ai.,
mrap2a | & 5013 R:CCACTTGGCCTCTGGAGTTG 60 300 nM
P:[6FAM]CTCTCACCCATGGACGATCAGGCA[TAM]
Aeulleiro et af F:TTGGCTGTGAGCTGGAAGTG
ulleiro et ail.,
mrap2b | "8 2013 R:TGAAAGAGGGAACGTGATTGG 60 300 nM
P:[6FAM]CATTTTCTCTGCCACCGCTGCCTG[TAM]
5 ., | F:AAATGACCCATTTCCGCTGGAG
pomca Cortés et al., 60 250 nM
2018 R:CCCACCTTCGTTTCTATGCATG
5 ., | F:AAACAACGGGAAGTATCGCATG
pomep | COTtesetal, 60 250 nM
2018 R:TCTGTGAACTGCTGTCCATTGC
' F:CTGTGGGCGAGCTGCAAGAG
asip Guillot et 60 250 nM
al.,2016 R:GCAGGGCTCCATAAACAGGAT
agrpl Cortésetal., |F:GTGAATGTTGTGGTGATGG 60 250 1M
2018 R:TTCTTCTGCTGAGTTTATTTC
agrp2 Cortésetal., |F:GCTCTTCATCTGCTTGTTCTT - 250 1M
2018 R:CTCCTGATTCCACACTCCT
185 Cortésetal., |FTGCATGGCCGTTCTTAGTTG - 150 M
2014 R:AGTCTCGTTCGTTATCGGAATGA
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3.4.2. Localizacidn celular de mc4r y mc1r en tejido gonadal
3.4.2.1. Sintesis de ribosondas

La clonacién en el vector pGEM-T easy (Promega) del mclr y mc4r de pez cebra,
fue previamente desarrollada en el laboratorio (Agulleiro et al., 2013b). Las sondas
sentido y antisentido se sintetizaron in vitro mediante la linearizacidn de los plasmidos con
las enzimas de restriccidon Sall y Apal. La transcripcidn in vitro se realizé con la RNA
polimerasa T7 o SP6 (Promega). Tanto la sonda sentido como la antisentido, se marcaron
con digoxigenina-11-UTP mediante el kit DIG RNA Labeling Mix (Roche Diagnostics GmbH)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para identificar los tipos de células testiculares, se disefiaron cebadores especificos
para células germinales como el polipéptido 4 del complejo DEAD (Asp-GlyAla-Asp) (ddx4),
expresado en células germinales primordiales y la proteina tipo piwill (piwill), un
marcador de espermatogonias de tipo A y B. También, se disefiaron cebadores especificos
para células somdaticas como insulina tipo 3 (ins/3), un indicador de células de Leydig v el
factor de crecimiento derivado del soma gonadal (gsdf), gen expresado en células de
Sertoli. Los cebadores contenian en su extremo 5’, el promotor para la RNA polimerasa T3
o T7 (Tabla 2). Las reacciones se realizaron en volimenes de 50 pl con 1 unidad de DNA
polimerasa de alta fidelidad Phusion® (New England Biolabs, MA Estados Unidos), 200 uM
de cada dNTP, 0,5 uM de cada cebador y 1 pl de cDNA de testiculo. Las amplificaciones
fueron realizadas por PCR convencional en un termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf), segun las instrucciones del fabricante. Para gsdf y ddx4, se usé un ciclo de
dos pasos sin el paso de hibridacion. Los productos de PCR fueron separados en gel de
agarosa al 1%, purificados con el kit E.Z.N.A.® (Omega Bio-tek, Inc) y secuenciados por
ambos extremos para verificar su identidad. La sonda sentido y antisentido, fueron
sintetizadas por transcripcién in vitro mediante la RNA polimerasa T3 o T7 (Promega) y
marcadas con digoxigenina-11-UTP (kit DIG DNA Labeling Mix, Roche Diagnostics GmbH)
segln las instrucciones del fabricante. Todas las sondas sintetizadas fueron tratadas con
RQ1-DNAse-RNAase (Promega) durante 15 min a 37°C y purificadas en columnas de
cromatografia Micro Bio-Spin (BioRad). Finalmente fueron cuantificadas en un
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espectrofotémetro NanoDrop 2000c, almacenadas a -20°C y usadas dentro de un plazo de

una semana.

Table 2: Cebadores utilizados para clonar mc1r y mc4r y generar molde de DNA para la
sintesis de ribosondas marcadas con digoxigenina. Fw: cebador directo (forward primer)

y Rv: cebador reverso (reverse primer)

Gen Referencia Cebador | Secuencia (5' - 3')

Fw’ Hindlll- ATGAACGACTCTTCGCGCCA

mclr Cortés et al., 2014
RV® Xhol- TTACACTGCAAAGCACCACGAA
Fw® Hindlll- ATGAACACCTCACATCATCAT
mc4r Agulleiro et al., 2013 w ind GAACACCTCACATCATCATG
RV® Xhol- TTATACACACAGAGATGCAAGTC

Fw® | T3Rpps- AGTGAAGATGTGCGAGTGAAGC

insl3 Good-Avila et al., 2009 p

Rv T7Rpps- GTACTGAATCAGTTCATTCATGGTGCA
gsdf Chen et al.. 2013 Fw T3Rpps- CTGGAGCATCTGCGGGAGTCATTGAA
, Rv* T7Rpps- CCAGTGATGCTGAACTACGGCTAGTTTGTGTT
ddxa Present work Fw© T3Rpps- TTTCCGTGATGGTGGTAATGAAGA
Rv* T7Rpps- CCAGCAGCCATTCTTTGAATATCTTCAG
piwill Present work Fw T3Rpps- ACTCTCATGTTCTACACGCGCAGAAATG

RV*

T7Rpps- CCTCTTTAACCAGTTACAGGTAATACAG

Contiene el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién Hindlll (subrayado)
(Hindlll; 5'-TATAAGCTT-3')

bContiene el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién Xhol (subrayado)
(Xhol; 5'-TTACTCGAG-3')

“Contiene la secuencia promotora de la RNA polimerasa T3 (subrayado)

(T3Rpps; 5'- GGGCGGGTGTITATTAACCCTCACTAAAGGG-3').

4 Contiene la secuencia promotora de la RNA polimerasa T7 (subrayado)

(T7Rpps; 5'- CCGGGGGGTGTAATACGACTCACTATAGGG-3').
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3.4.2.2 Hibridacion in situ (ISH)

Los experimentos de hibridacion in situ se llevaron a cabo como describié Cerda-
Reverter et al., (2003). Peces WT adultos y saludables se anestesiaron por sobredosis de
metasulfonato de tricaina (MS222, 300-400 mg/l), sacrificados por decapitacidén y se
extrajeron cuidadosamente las gonadas. Los testiculos y ovarios se fijaron en
paraformaldehido (PFA) al 4% en tampon fosfato (PB: 0.1 M pH 7.4), durante toda la
noche a 4°C. Posteriormente los tejidos se deshidrataron e incluyeron en Paraplast
(Sherwood, St Louis, MO) y fueron seccionados de forsa seriada a un grosor de 5 um con
un micrétomo de rotacidn. Las secciones se montaron en portaobjetos tratados con 3-
(Trietoxisilil)-propilamina (TESPA) y se secaron a temperatura ambiente (TA) durante toda
la noche. Finalmente, las secciones se almacenaron a 4°C y usaron dentro de un plazo de
un mes. Para distinguir el tipo de células germinales que muestran sefial de hibridacion in
situ, secciones adyacentes de ovarios y testiculos se tifieron con hematoxilina-eosina y
azul de toluidina respectivamente.

Antes de la hibridacién, las secciones fueron desparafinadas, rehidratadas y fijadas
en PFA 4% en PB por 20 minutos. Posteriormente, se lavaron en PB 0.2M (2 x 5 min); se
trataron con proteinasa-K (20 pg /ml en Tris-HCl 50 mM, EDTA 5 mM, pH 8) durante 5 min
a TA; se lavaron en PB 0.2M y finalmente fueron post-fijadas en PFA 4% en PB durante 5
min. El exceso de radicales libres tras la digestién con proteinasa K fue reducido mediante
bafio en una solucion de trietanolamina (0.1 M, pH 8) / anhidrido acético durante 15 min.
Finalmente, las secciones se deshidrataron y secaron a TA.

Tras desnaturalizar la sonda durante 7 min a 75°C y diluirla en la solucién de
hibridaciéon (50% formamida, 300 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 8), 5 mM EDTA (pH 8),
10% de dextran sulfato, 1X de solucién de Denhardt’s y 0.5 pg/uL ARNt de levadura) a una
concentraciéon de 10 ng/ul, se aplicd a las diferentes secciones, en volimenes
aproximados de 100 pl, que fueron subsecuentemente incubadas, protegidas por
cubreobjetos, en una cdmara humeda a 55°C durante toda la noche. Al siguiente dia, los
cubreobjetos fueron extraidos mediante bafio en una solucién salina de citrato sédico 5X

(SSC: NaCl 150 mM, citrato sddico 15 mM, pH 7) durante 30 min a 55°C. Posteriormente,
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las secciones se lavaron en SSC 2X-50% formamida durante 30 min a 65°C y tres veces en
tampodn NTE (NaCl 500 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5) durante 10 min a 37°C.
Posteriormente, las secciones se trataron RNsa (2 pg /mL RNasa en NTE) durante 30 min a
37°C y lavaron secuencialmente en tampdén NTE durante 10 min a 37°C; SSC 2X-50%
formamida durante 30 min a 65°C; SSC 2X durante 10 min a TA; SSC 0.1X (2 x 15 min) a TA
y dos veces en tampdn A (Tris-HCl 100 mM, pH 7.5; NaCl 150 mM) durante 10 min a TA.
Las secciones se preincubaron en una solucién de bloqueo (reactivo de bloqueo (Roche
Diagnostics GmbH) al 2% en tampdén A) durante 30 min a TA. Posteriormente, las
secciones se incubaron con una solucion de anticuerpo anti-digoxigenina AP Fab
fragments (1/1.000)(Roche Diagnostics GmbH, en tampdn A) durante toda la noche en
una cadmara humeda a 4°C. Al siguiente dia, las secciones fueron lavadas dos veces en
tampon B (Tris 100 mM, pH 9.5, NaCl 100 mM, 50mM MgCl2) durante 10 min. Una tableta
de NBT/BCIP (Roche Diagnostics GmbH) suplementado con levamisol (0.4mg/ml NBT;
0.19mg/ml BCIP; 1mM levamisol preparado en tampdn B) se utilizd como sustrato
cromogénico de la fosfatasa alcalina. La reaccién colorimétrica se desarrollé en
condiciones de oscuridad a TA durante 5 horas. La reaccion de revelado fue detenida
mediante lavados de 5 minutos en agua destilada estéril. Finalmente las secciones fueron
montadas con medio acuoso (Bio-Optica) y fotografiadas con un microscopio binocular

estereoscdpico modelo Olympus BX41.

3.4.3. Efecto de las melanocortinas en la produccion de esteroides
3.4.3.1. Reactivos

La hormona gonadotropina coridnica humana (hCG) fue adquirida a Sigma-Aldrich
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Acetil-(Nle4,Asp5,D-Phe7,Lys10)-ciclo-a-MSH (4-10)
amida acetato (MTII) y Acetil-(Nled,Asp5,D-2-Nal7,Lys10)-ciclo-a-MSH (4-10) amida
trifluoroacetato (SHU9119) fueron sintetizados por Bachem (Suiza). La hormona
adrenocorticotropica humana 1-24 (hACTH) y la proteina de sefalizaciéon agouti humana

87-132 (hASIP) fueron compradas a Phoenix Pharmaceuticals Inc (Estados Unidos).
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3.4.3.2. Aislamiento de células testiculares y ovaricas

Machos WT adultos (n=15) y hembras WT gravidas (n=50) se anestesiaron por
exposicién progresiva a bajas temperaturas y se sacrificaron mediante rapida
decapitacion. El aislamiento de células testiculares se basdé en (Kurita y Sakai, 2004)
introduciendo algunas modificaciones. Los testiculos se extirparon cuidadosamente con
forceps bajo un microscopio de diseccion Olympus SZX16 (Japan). Cada testiculo fue
transferido a una placa de cultivo con solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco

™ Grand Island, Estados Unidos).

enriquecida con calcio y magnesio (D-PBS+, Gibco
Posteriormente, se trataron con una solucidn de hipoclorito sddico al 0.5% v/V en D-PBS+
durante 2 min. Después de un lavado en D-PBS+ de 2 min y con la ayuda de unas
microtijeras de diseccion, los testiculos se disgregaron en 0.5-1 ml de soluciéon 0.15%
colagenasa/0.12% dispasa en DPBS+. El tejido en suspension se transfirié a un tubo Falcon
de 15 ml con 1-1.5 ml de solucién colagenasa/dispasa, y se incubo durante 2 h a 282C con
agitacion, pipeteando arriba y abajo la muestra cada 20 min para su mejor disgregacion.
Tras la incubacién, se agregaron 12 ml de medio Leibovitz-15 (L-15; Gibco™)
suplementado con antibidticos (1% penicilina-estreptomicina), BSA al 0.5% y HEPES 10
mM (pH 7.4). Para retirar los fragmentos no disociados, las muestras se filtraron
sucesivamente en tamices estériles de 70 y 40 pum. Posteriormente, las células en
suspension se centrifugaron a 500 rpm durante 10 min a TA. El sobrenadante que
contiene el esperma maduro se descartd y el pellet de la centrifugacién, compuesto por
células germinales, se reconstituyé en 0.5-1 ml de L-15. El numero de células presentes en
la suspension celular fue computado mediante es uso de camaras Neubauer y las células
se distribuyeron en el nimero apropiado para su incubacién experimental.

Los ovarios fueron extirpados cuidadosamente y se colocaron en una placa Petri
con medio L-15 al 60% (pH 7.4) suplementado con antibidticos (1% penicilina-
estreptomicina) a TA. Los foliculos fueron aislados manualmente bajo un microscopio de
diseccion Olympus SZX16 (Japan). El didmetro fue medido con un ocular micrométrico,
para luego ser clasificados segun su tamafio y estado vitelogénico (Wang y Ge, 2004). Solo

foliculos sanos en vitelogénesis temprana (EV, ~0.35 mm) y vitelogénesis media (MV,
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~0.45 mm) fueron seleccionados, mezclados y distribuidos para las incubaciones

experimentales.

3.4.3.3 Tratamiento in vitro

Las células testiculares se distribuyeron a densidad de 100.000 células /pocillo en
una placa de cultivo de 96 pocillos y se incubaron a 28°C en una camara humeda para
evitar la evaporacién. Una vez asentadas las células, tras aproximadamente 24h, se inicid
el ensayo experimental substituyendo el medio de asentamiento por 120 ul de medio
fresco.

En el caso del tejido ovdrico se distribuyeron 50 foliculos por pocillo en placas de
cultivo de 24 pocillos. La incubacion de los foliculos se realizé a 28°C en una cdmara
himeda, segln Pang y Ge, 2002. Tras dos horas y una vez asentados los foliculos se retiré
el medio de asentamiento y se afiadieron 200 pl de L-15 al 60% fresco.

Tanto las células testiculares como los foliculos fueron tratados con hCG y/o MTII,
hACTH, SHU9119 y hASIP, en un rango de concentraciones desde 10° a 10® M. Después
de una incubacién de 24 h (machos) / 12 h (hembras), el medio fue colectado y
almacenado a -802C para el andlisis de esteroides. Todos los experimentos fueron

repetidos al menos 3 veces con 3 réplicas cada vez.

3.4.3.4 Analisis de esteroides

Los niveles de E2 y T se determinaron mediante inmunoesayos enzimaticos (EIA,
Neogen, EEUU) en muestras de medio por duplicado. El limite de deteccidn del ensayo fue
de 2y 20 pg/ml para Ty E2, respectivamente. Los niveles de esteroides fueron expresados

como porcentajes del nivel basal.

3.4.3.5. Analisis estadistico

Los niveles de esteroides expresados como porcentaje de los niveles basales se

representaron como media + SE (error estandar). Las diferencias estadisticas se analizaron
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mediante ANOVA de 1 via, seguido por el test de Tukey. El analisis estadistico se realizd

con GraphPad Prism version 9.1.1, con un nivel de significacién de p<0.05.

3.5 Caracterizacion del sistema de melanocortinas en la hipofisis
3.5.1. Estudio de colocalizacion celular de mc4ry gonadotropos usando sondas fshb/Ihb
3.5.1.1. Purificacion de ARN total y transcripcidon inversa

La extraccion del RNA total, la transcripcidon inversa asi como la evaluacién de la
calidad del cDNA siguieron las pautas explicadas anteriormente en la seccién 3.4.1.2. Para
obtener una concentracién suficiente de RNA total, se realizaron pools de 3 hipéfisis y se

utilizaron 200 ng para la sintesis de cDNA.

3.5.1.2. Sintesis de ribosondas

Para la sintesis de sondas se disefiaron cebadores especificos para la zona
codificante de fshb y lhb (Tabla 3). Las reacciones se realizaron en voliumenes de 25 pl con
1 unidad de Tag DNA Polimerasa (Invitrogen), 200 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada
cebador y 0,5 pl de cDNA de hipdfisis. Las amplificaciones fueron realizadas por PCR
convencional en un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf). Los productos de
PCR se separaron en geles de agarosa al 1%, se purificaron en columnas de afinidad
E.Z.N.A.® (Omega Bio-tek, Inc) y se subclonaron ligados en el vector pGEM®-T Easy Vector
(Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, las construcciones
se transformaron en bacterias Escherichia coli de la cepa DH5a. Los productos de ADN
plasmidico fueron secuenciados por ambos extremos para verificar su identidad. Los
plasmidos fueron linearizados con las enzimas de restriccidon Sacl y Apal, utilizando 1.2 ug
de DNA . La transcripcién in vitro se realizé con la RNA polimerasa T7 o SP6 (Promega). Las
sondas sentido y antisentido se marcaron con fluoresceina-12-UTP mediante el kit
Fluorescein RNA Labeling Mix (Roche Diagnostics GmbH) segun las instrucciones del
fabricante. Para mc4r, las sintesis de la sonda sentido y antisentido, asi como el marcaje

con digoxigenina, se realizé de acuerdo a lo descrito en la seccidn 3.4.2.1. Todas las
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sondas fueron tratadas con RQ1-DNAse-RNAase (Promega), purificadas en columnas de
cromatografia Micro Bio-Spin (BioRad) y cuantificadas por espectrofotometria (NanoDrop

2000c). Las sondas se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Tabla 3. Cebadores utilizados para clonar fshb y Ihb y generar molde de DNA para la
sintesis de sondas marcadas con fluoresceina. Fw: cebador directo (forward primer) y

Rv: cebador reverso (reverse primer)

Gen Referencia Secuencia (5' - 3') T° de hibridacion [1Cebador

F:ATGAGGATGCGTGTGCTTGTTCTGGC
fshb Presente tesis 65 400 nM
R:GGCTGATAGCTCCCCAGTCTGTTGTG

F:ATGTTATTGGCTGGAAATGG
Ihb So et al, 2005 60 400 nM
R:CTAGTATGCGGGGAAATCC

3.5.1.3. Hibridacion in situ (ISH)

Los experimentos de hibridacion in situ se llevaron a cabo como describié
(Agulleiro et al., 2013a). Peces adultos y saludables fueron sacrificados por sobredosis con
metasulfonato de tricaina (MS222, 200-300 mg/l). Las hipdfisis fueron cuidadosamente
diseccionadas y fijadas en PFA al 4% en tampdn PB 0.1 M (pH 7.4), durante toda la noche a
4°C. La inclusion, seccidn, montaje y almacén de las muestras se realizd seguin lo descrito
en la seccion 3.4.2.2, asi como el tratamiento de las secciones antes, durante y después de
la hibridaciéon. A partir de la incubacién con el anticuerpo, todos los procedimientos
fueron realizados en oscuridad. Las secciones fueron incubadas con una dilucién (en
solucién de bloqueo) 1/1000 de anticuerpo anti-digoxigenina (fragmentos Fab de oveja,
conjugados a fosfatasa alcalina, Roche Diagnostics GmbH) y 1/100 de anticuerpo anti-
fluoresceina (fragmentos Fab de oveja, conjugados a peroxidasa de rdbano picante, Roche
Diagnostics GmbH) durante toda la noche en una cdmara humeda a 4°C. Al dia siguiente,
las secciones se lavaron dos veces durante 10 min en Triton X-100 al 0.1% en tampdn A.

Para la amplificacién fluorescente de la actividad de la peroxidasa de rdbano picante, se
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utilizd el kit TSA Biotin System (Perkin Elmer) a una dilucién 1:50, durante 20 min.
Subsecuentemente, las secciones se lavaron en Triton X-100 0.1% en tampdn B (Tris 100
mM, pH 9.5, NaCl 100 mM) durante 15 min. Posteriormente, las secciones fueron
incubadas con estreptavidina conjugada al fluoréforo Alexa Fluor 488 (Invitrogen) a una
dilucién 1:300 en solucién de bloqueo, durante toda la noche a TA .Al dia siguiente, las
secciones se lavaron dos veces durante 5 min en Triton X-100 0.1% en PBS 1X. Para la
amplificaciéon fluorescente de la actividad de la fosfatasa alcalina, las secciones se
incubaron en HNPP/Fast Red (Roche Diagnostics GmbH) durante 3 horas a TA.
Posteriormente, las secciones se lavaron tres veces durante 5 min en PBS, seguido de un
lavado de 5 min en Triton X-100 0.1% en PBS. Finalmente, las secciones fueron montadas
con Vectashield Dapi Hard Set (Invitrogen) y fotografiadas con un microscopio binocular

modelo Olympus BX41.

3.5.2 Relacion del sistema de melanocortinas en la expresién de gonadotrofinas en

sistema in vitro

3.5.2.1. Reactivos

El andlogo de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH, L4513) fue
adquirido en Sigma-Aldrich. Acetil-(Nle4,Asp5,D-Phe7,Lys10)-ciclo-a-MSH (4-10) amida
acetato (MTII) fue sintetizado por Bachem y la proteina de sefalizacién agouti humana 87-

132 (hASIP) fue obtenida de Phoenix Pharmaceuticals Inc

3.5.2.2 Aislamiento de hipdfisis

Machos (n=72) y hembras (n=72) WT adultos fueron anestesiados por exposiciéon
progresiva a bajas temperaturas y sacrificados por decapitacién. Las hipdfisis fueron
diseccionadas cuidadosamente con férceps bajo un estereomicroscopio Olympus SZX16
(Japan). Posteriormente, se lavaron 3 veces con solucidn balanceada de Hanks exenta de

rojo fenol, magnesio y calcio (Sigma Aldrich).
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3.5.2.3 Tratamiento in vitro

La incubacion de las hipdfisis se realizd segun (Wang et al.,, 2016), con
modificaciones. Se distribuyeron cuatro hipdfisis por pocillo en placas de cultivo de 96
pocillos con 200 ul de medio L-15 (pH 7.4), suplementado con suero fetal bovino (FBS) al
10% y antibidticos (1% penicilina-estreptomicina). La pre-incubacidn se realizé en una
camara humeda, durante 24 h a 28 2 C. Posteriormente, el medio fue retirado vy
reemplazado con medio L-15 libre de FBS, conteniendo LHRH (100 nM) y/o MTII, ASIP a

una concentraciéon 10° M durante 48 h.

3.5.2.4. Purificacion de ARN total y transcripcion inversa

Cuatro hipofisis por tratamiento fueron mezcladas y tratadas como una muestra
para obtener suficiente RNA para la sintesis de cDNA. El ARN total fue extraido con kit
Ambion® Cells-to-Signal™, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La transcripcion
inversa se realizo a partir de 2 pl de lisis, siguiendo el proceso descrito anteriormente en la
seccidn 3.4.1.2. La calidad del cDNA fue evaluada a través de la amplificaciéon del gen
factor de elongacion (efla, ver Tabla 4) mediante PCR convencional en un Termociclador
Mastercycler® gradient (Eppendorf). Para la reaccidn se utilizé 0.5 ul de cDNA, buffer para
PCR 1x, 2.5 mM de dNTP (mezcla de nucledtidos), 1.5 de mM MgCl,, 0.4 uM de cada
cebador y media unidad de Tagq DNA polimerasa (Invitrogen). Finalmente, el cDNA fue

almacenado a -20°C hasta su uso.

3.5.2.5. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR)

Para determina la expresion relativa de fshb y lhb, 1 ul de cDNA fue agregado a 7.5
ul de SYBR® Green PCR Master Mix 2X con cebadores especificos (Tabla 4) en un volumen
final de reaccion de 15 pul. Las amplificaciones se realizaron siguiendo el protocolo: 95 °C
durante 15 min, seguido por 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 30 seg a la temperatura de

hibridacién especifica, 30 seg a 72°Cy 1 min a 95°C. Para confirmar la especificidad de los
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productos de PCR, se finalizd6 con una curva de disociacion a partir de 552C a 95.59C,
aumentando 0.52C cada 10 seg. Como control interno, se amplific6 un fragmento de
factor de elongacion 1a (efla), donde 1ul de cDNA y cebadores especificos fueron
agregados a 7.5ul de SYBR® Green PCR Master Mix 2X. Todas las reacciones fueron
realizadas en duplicado en el Sistema de deteccidon de PCR en tiempo real CFX96™ (Bio-
Rad Laboratories USA). Los datos fueron recopilados y analizados con iCycler iQ™ software
(version 3.0.6070). La expresidn génica relativa se calculé con el método matematico 2

AAC pfaffl, 2001).

Tabla 4. Cebadores utilizados en estudios de expresion génica por qPCR. F: cebador

directo (forward primer), R: cebador reverso (reverse primer)

Gen Referencia Secuencia (5' = 3') T° de hibridacion [ ] Cebador

Tsakoumis et | F:GAAGAATGTGGGAGCTGCGT

fshb 62 150 nM
al., 2022 R:AGACCTTCTGGGTGTGCTGT
Tsakoumis et | F:GCTGTCCAAAATGCCTGGTG

lhb 57 250 nM
al., 2022) R:CAGTCGGGCAGGTTAATGGT
Tanget al., F:CTGGAGGCCAGCTCAAACAT

efla 60 250 nM

2007 R:ATCAAGAAGAGTAGTACCGCTAGCATTAC

3.5.2.6. Analisis estadistico

Los niveles de expresién se expresaron como media + SE (error estandar). Para
evaluar diferencias, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de 2 vias seguido de la
prueba post-hoc Sidak. El analisis estadistico fue realizado con GraphPad Prims version

9.1.1, con un nivel de significacidon de 0.05.
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4. Resultados
4.1. Rol del sistema de melanocortinas en el crecimiento y pubertad
4.1.1. Crecimiento lineal

El posible efecto de la sobreexpresién de asipl en el crecimiento se determiné
midiendo la longitud estdndar en peces asipl-Tg y WT desde los 30 a 75 dpf (dias
posteriores a la fertilizacion). Se realizaron dos experimentos independientes. En el
experimento 1, los peces WT crecieron desde 8,9 hasta 22,1 mm, mientras que los peces
asip1-Tg crecieron desde 10,5 hasta 20,9 mm (Fig. 10A). En el transcurso del experimento
2, la longitud de los animales WT aumento desde 6,12 hasta 22,48 mm, mientras que en

los peces asip1-Tg oscilé entre 6,5y 22,4 mm (Fig. 10B).
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Figura 10. Variacion de la longitud estandar en peces WT y asip1-Tg durante 2
experimentos. A) experimento 1y B) experimento 2. Datos representados como la media
+ desviacion estandar. Asterisco (*) indica diferencias significativas, donde *p < 0.05, **p <

0.01, ¥**p < 0.001y ****p <0.0001.

Al analizar el crecimiento de cada genotipo, tanto en los peces WT como en los
asip1-Tg, no se encontraron diferencias significativas en la longitud estandar durante el
periodo de estudio. Las excepciones incluyen el aumento de la longitud en peces WT de

40 a 46 dpf y de 60 a 75 dpf en el experimento 1 (Fig. 10A) y 38-42 dpf en el experimento
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2 (Fig. 10B). El aumento de la longitud de los peces asip1-Tg fue significativamente
diferente dentro de 35-40 dpf en el experimento 1 y 46-60 dpf en el experimento 2. En
cuanto a la distribucion de las tallas, son significativamente diferentes entre los genotipos.
A 30 dpf, tanto en el experimento 1 como en el 2, la longitud estandar de peces WT fue
significativamente menor en relacion a la de los peces asip1-Tg. Sin embargo, a partir de
42 dpf en el experimento 2 y de 46 dpf en el experimento 1, en general la longitud
estandar de peces WT fue significativamente mayor que la de los peces transgénicos (Fig.

10).

Los datos de longitud corporal se clasificaron ademas segun el sexo. Tanto para las
hembras WT como para asipl-Tg no se encontraron diferencias significativas en el
crecimiento durante el periodo de muestreo. Las excepciones incluyen el aumento del
crecimiento en peces WT dentro de 38-42 dpf en el experimento 2. Con respecto a los
machos, se encontrd que el crecimiento de WT era significativamente diferente, pero solo
después de que alcanzaron la etapa adulta (Fig. 12). No se encontraron diferencias en los
peces machos asip1-Tg (Fig. 12). A 30 dpf (experimento 1) y 38 dpf (experimento 2), la
longitud de las hembras WT fue significativamente menor que la de las hembras asip1-Tg
(Fig. 11B). Sin embargo, a 42 dpf en el experimento 2 y 46 dpf en el experimento 1, este
rasgo se invirtié de forma que las hembras WT mostraron una longitud estdndar mas alta
que la de las hembras asipl-Tg. La longitud estandar de los machos WT fue
significativamente mayor que la de los machos asip1-Tg desde 46 dpf hasta 75 dpf en el
experimento 2. La misma tendencia se observo en el experimento 1 aunque las diferencias

fueron estadisticamente significativas solo a 75 dpf.
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Figura 11. Variacion de la longitud estdndar en hembras WT vy asip1-Tg durante 2
experimentos. A) experimento 1 y B) experimento 2. Datos representados como la media
+ desviacion estandar. Asterisco (*) indica diferencias significativas, donde *p < 0.05, **p <

0.01, ¥**p < 0.001y ****p <0.0001.
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Figura 12 .Variacién de la longitud estandar en machos WT y asip1-Tg durante 2
experimentos. A) experimento 1y B) experimento 2. Datos representados como la media
+ desviacion estandar. Asterisco (*) indica diferencias significativas, donde *p < 0.05, **p <

0.01, ¥**p < 0.001y ****p <0.0001.
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4.1.2. Diferenciacion gonadal

Para investigar si la disminucién de la actividad del sistema de melanocortinas
inducida por la sobreexpresion de asipl puede tener un papel en la diferenciacion sexual,
monitoreamos histoldgicamente el desarrollo de gdénadas de peces asip1-Tg entre 30y 75
dpf y comparamos estos resultados con los encontrados en peces WT. En el experimento
1 (Fig. 13A), se analizaron génadas de 226 peces WT y 237 peces asip1-Tg. Se observo una
proporcion de sexos sesgada hacia las hembras, con un 56,6% en WT y un 55,7% en los
peces asip1-Tg identificados como hembras. A 30 dpf (Fig. 13A2), la fraccién de génadas
indiferenciadas fue significativamente mayor en peces asipl-Tg que en los WT (p =
0,0122), y el 96,5% de las génadas WT fueron identificadas como hembras (p = 0,0122)
(Fig. 13A1). En ambas lineas de peces, los signos de diferenciacidon sexual (fase de
transicion hacia el desarrollo de los testiculos) comenzaron a 32 dpf. Sin embargo, el
numero de gdnadas en transicion fue significativamente mayor en los peces WT a 32 dpf
(p =0,0475) y 46 dpf (p = 0,0237). El sexo masculino se identificé en gdénadas de peces a
partir de los 35 dpf.

En el experimento 2 (Fig. 13B), se analizaron 292 génadas de peces WT vy, al igual
gue en el experimento 1, se observé una proporcién de sexos sesgada hacia las hembras
representando el 53,8% de la cohorte de poblacién. De un total de 316 peces asip1-Tg, el
44% eran hembras y el 51,3% fue identificado como machos. A 30 dpf, no hubo diferencia
en la fraccion de goénadas indiferenciadas. Sin embargo, la proporciéon de ovarios (Fig.
13B1) fue significativamente mayor en WT que en peces asip1-Tg (p = 0,0095) de igual
modo a los 38 dpf (p = 0,0099). Las génadas en la fase de transicidon hacia el desarrollo de
los testiculos se pudieron observar a partir de 30 dpf. La fraccidon de animales en la fase de
transicidn fue significativamente mayor en el genotipo WT a 34 dpf (p = 0,0136) y 42 dpf
(p = 0,0048). En la linea transgénica asip1-Tg (Fig. 13B2), los machos son identificados a
partir de los 30 dpf y su proporcién fue significativamente sobre-representada a 34 (p =

0,0007), 38 (p = 0,0002) y 42 dpf (p = 0,0010).
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Figura 13. Diferenciacion gonadal en peces WT vy asip1-Tg durante 2 experimentos. A)

experimento 1 (A1:WT; A2: asip1-Tg) y B) experimento 2 (B1:WT; B2: asip1-Tg). Datos son

representados como porcentaje del total del nimero de peces analizados en cada linea de

pez. Asterisco (*) indica diferencias significativas de acuerdo al test exacto de Fisher,

donde *p < 0.05, **p < 0.01y ***p < 0.001.
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4.1.3. Maduracién gonadal

En el ovario de pez cebra, la transicién de crecimiento primario (etapa I) a la
previtelogénesis (etapa Il) se considera como el inicio de la pubertad en las hembras (Ge,
2005). De 30 a 34 (experimento 1) o 35 (experimento 2) dpf, los oocitos de todas las
hembras, independientemente del genotipo y el experimento, se encontraron en la etapa
de crecimiento primario (Fig. 14A, B). En ambos experimentos, hacia el final del periodo
de muestreo, el porcentaje de foliculos ovdricos en etapa de crecimiento primario fue
mayor en las hembras asip1-Tg que en las hembras WT. Los foliculos previtelogénicos
caracterizados por la presencia de alvéolos corticales, en el experimento 1 se vieron por
primera vez a 40 dpf. Aunque inicialmente se encontraron en una proporcion similar tanto
en el genotipo WT como asip1-Tg, a 46 dpf se encontré en un porcentaje mayor en WT
que en las hembras asip1-Tg (Fig. 14A1: 64,3%, p = 0,0236). En el experimento 2, los
ovarios en estadio Il pudieron reconocerse a 34 dpf, pero solo en hembras WT (12%) y a
un nivel no significativamente diferente de las hembras asip1-Tg (Fig. 14B1). Después de
las etapas IlI-V de la vitelogénesis, cuando los oocitos crecen rdpidamente debido a la
acumulacién de vitelo en el citoplasma, los foliculos de los peces WT y asip1-Tg entraron
en la etapa de maduracion (VI). En el experimento 2, a 75 dpf hubo una mayor proporciéon
(36,4%) de hembras WT en estadio VI, aunque este valor no fue significativamente
diferente al de las hembras asip1-Tg (5,6%). A pesar de que la finalizacién de la pubertad
(primera puesta de huevos) no se siguid en este estudio, la linea asip1-Tg se puede

propagar en un esquema de propagacion estandar.
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Figura 14. Desarrollo ovarico en peces WT y asipl-Tg durante 2 experimentos. A)
experimento 1 (A1:WT; A2: asip1-Tg) y B) experimento 2 (B1:WT; B2: asip1-Tg). Datos son
representados como porcentaje del total del nimero de peces analizados en cada linea de
pez. Asterisco (*) indica diferencias significativas de acuerdo al test exacto de Fisher,

donde *p < 0.05y **p < 0.01.

En el experimento 2, el analisis histoldgico de la génada reveld la presencia de
testiculos inmaduros a 30 dpf en peces transgénicos asip1-Tg (Fig. 15B2). Por el contrario,
los peces WT muestreados a esta edad todavia estaban experimentando diferenciacion
sexual (Fig. 15B1). En ambos experimentos 1 y 2, en el dia 35 o 34, respectivamente, se
registrd una mayor proporcion de machos en estadio 1 en la linea asip1-Tg, alcanzando
significacidn estadistica en el experimento 1 (Fig. 15). En los peces asip1-Tg, |la fraccion de
testiculos de etapa 1 disminuyd constantemente hasta 46 dpf (cuando ya no se pudo

reconocer), mientras que en peces WT, la etapa 1 todavia representa un 30.4%. La etapa
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mas avanzada de maduracidn testicular, la etapa 4, pudo identificarse histologicamente
en peces asipl1-Tg a 34 dpf (20%, experimento 2) pero solo a 46 dpf (experimento 1: 42%,

p = 0.0239) su proporcion fue significativamente mayor que en los machos WT (Fig. 15A2).
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Figura 15. Desarrollo testicular en peces WT y asip1-Tg durante 2 experimentos. A)
experimento 1 (A1:WT; A2: asip1-Tg) y B) experimento 2 (B1:WT; B2: asip1-Tg). Datos son
representados como porcentaje del total del nimero de peces analizados en cada linea de
pez. Asterisco (*) indica diferencias significativas de acuerdo al test exacto de Fisher,

donde *p < 0.05y **p < 0.01.
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4.1.4. Interaccion entre el crecimiento y el desarrollo de las gonadas

La interaccion entre la longitud estandar y el desarrollo de la génada se ilustra en
la Fig. 16 y 17. En los experimentos 1y 2, se encontrd una fuerte asociaciéon positiva entre

estas variables, independientemente del sexo y el genotipo.
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Figura 16. Correlacion entre desarrollo ovarico y longitud estandar en peces WT y asip1-Tg

durante 2 experimentos. A) experimento 1 (A1:WT; A2: asip1-Tg) y B) experimento 2
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(B1:WT; B2: asip1-Tg). Las posibles relaciones fueron analizadas con el test de correlaciéon

de Spearman, con un nivel de significacién de p< 0.05
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Figura 17. Correlacién entre desarrollo testicular y longitud estandar en peces WT vy asip1-

Tg durante 2 experimentos. A) experimento 1 (A1:WT; A2: asip1-Tg) y B) experimento 2

(B1:WT; B2: asip1-Tg). Las posibles relaciones fueron analizadas con el test de correlaciéon

de Spearman, con un nivel de significacidon de p< 0.05
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4.1.5. Longitud y edad en la madurez

La longitud corporal de las hembras varia de manera similar en ambos genotipos
(experimento 1: WT = 14,9y 22 mm; asip1-Tg = 14,8 y 20,9 mm y experimento 2: WT = 8,8
y 21,6 mm; asip1-Tg = 10,9 y 22,4 mm). La funcién logistica muestra que la longitud
corporal de 15 mm en el experimento 1 y 12,5 mm en el experimento 2 parece ser el
umbral para alcanzar la madurez (Fig. 18). Tanto en las hembras WT como las asip1-Tg,
una vez que el cuerpo supera estas longitudes y hasta un tamano de 20 mm, aparecen los
alvéolos corticales y tienden a acumularse en los oocitos como signo de transicidon de la
etapa de crecimiento primario a previtelogénico. En ambos experimentos, todas las
hembras habian alcanzado la etapa de madurez alrededor de los 22,5 mm. En el
experimento 1, la ojiva de madurez estimd que la talla media de madurez sexual (Lsg) en
las lineas WT y asip1-Tg fue de 18 y 17,4 mm, respectivamente (Fig. 18A). En el
experimento 2, la Lsg se estimd en 16,2 mm para las hembras WT y 16,7 mm para las
hembras asip1-Tg (Fig. 18B). Como se observd en las hembras, la longitud corporal en los
machos varié de manera similar en ambos genotipos (experimento 1: WT = 11,7 y 21,3
mm; asip1-Tg = 13,5 y 18,9 mm y experimento 2: WT =9,9y 22,5 mm; asip1-Tg =99y
21,7 mm). La funcién logistica para los datos en el experimento 1, muestra que los machos
comienzan a madurar a una longitud menor que las hembras. Entre 20 y 22,5 mm, el
porcentaje de machos maduros alcanza el 89 y el 100%, respectivamente (Fig. 19A). Por
otro lado, los datos obtenidos en los machos asip1-Tg, indican que el 74 y el 100% de los
machos maduros, tienen una longitud corporal entre 17,5 y 20 mm. En el experimento 2,
los machos maduros de ambos genotipos se pudieron observar tan pronto como alcanzan
los 10 mm de longitud corporal (Fig. 19B). A continuacién, se observé un aumento en la
proporcién de testiculos que presentaban las caracteristicas de maduracion. El 44% de los
machos asip1-Tg alcanzaron la madurez con una longitud corporal de 12,5 mm, mientras
qgue el 41% de los machos WT estaban maduros con una longitud corporal de 15 mm.
Todos los machos de 22,5 mm se clasificaron como maduros. En el experimento 1, la ojiva

de madurez estimd que la Lsg para los machos de los genotipos WT y asip1-Tg fue de 17,3
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y 16,6 mm, respectivamente (Fig. 19A). En el experimento 2, la Lso se estimd en 16,5 mm

para los machos WT y 14,4 mm para los machos asip1-Tg (Fig. 19B).
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datos observados de machos WT; — datos estimados de machos WT; B datos observados

de machos asip1-Tg; -- datos estimados de machos asip1-Tg)

En el experimento 1, la edad de las hembras maduras varié de 40 a 75 dpf. En el
experimento 2 se observd que las hembras WT maduran a una edad mds temprana que
las hembras asip1-Tg (34 y 38 dpf, respectivamente). La funcion logistica indica que por
debajo de 46 dpf (experimento 1, Fig. 20A) y 42 dpf (experimento 2, Fig. 20B), la
proporcién de hembras maduras disminuye. A partir de 60 dpf en adelante, mas de la
mitad de las hembras estaban maduras (experimento 1: WT = 79%,; asip1-Tg = 56% y
experimento 2: WT = 73%,; asip1-Tg = 53%), llegando al 100% de madurez a 75 dpf. Los
resultados de madurez de los experimentos 1 y 2 estimaron que la edad media de
madurez (Esp) para las hembras de la linea WT fue de 53-54 dpf y para el genotipo asip1-
Tg fue de 58-59 dpf (Fig. 20A).

En cuanto a los machos, la edad de los peces maduros WT fue similar tanto en el
experimento 1 como en el 2, oscilando entre 34 y 75 dpf. Por el contrario, se encontré que
los machos asip1-Tg durante el experimento 1, mostraron madurez sexual de 40 a 75 dpf,
mientras que en el experimento 2, los peces maduros ya pudieron identificarse a 30 dpf.
La funcidn logistica indica que por debajo de 40 dpf (experimento 1, Fig. 21A) y 38 dpf
(experimento 2, Fig. 21B), la proporcion de machos maduros disminuye y al igual que las
hembras, la mayoria de los machos alcanzaron la madurez a partir de 60 dpf, alcanzando
el 100% de la madurez a 75 dpf. La ojiva de madurez de los experimentos 1y 2 estimd que
la Esg para los machos de la linea WT fue de 52-53 dpf y para el genotipo asip1-Tg, 53 dpf

en el experimento 1y 49 dpf en el experimento 2 (Fig. 21A, B).
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4.2. Eficiencia reproductiva

La tasa de éxito del desove (es decir, el desove resultante de 1 o mas huevos) fue
del 97,14% para WT y del 77,14% para asip1-Tg (Fig. 22A). El nUmero total de huevos por
hembra fue significativamente mayor para asip1-Tg (493,6 * 45,24 huevos) que para la
linea WT (357,8 £ 23,73 huevos; Fig. 22B). El numero absoluto de huevos contabilizados
para todas las parejas reproductoras asip1-Tg fue de 13.327 y 12.166 para WT. Del mismo
modo, el nimero de huevos fertilizados fue significativamente mayor para asip1-Tg (463,4
+ 48,37 huevos) que para los peces WT (287,5 + 27,13 huevos; Fig. 22C). Sin embargo,
asip1-Tg tuvo una mortalidad significativamente mayor (55,5 + 3,78%) a 24 hpf en
comparacion con los peces WT (36,19 + 4,3%; Fig. 22D). Sin embargo, a 48 hpf,
encontramos diferencias significativas en la proporcién de embriones eclosionados entre
los peces WT (61,93 + 4,95%) y asip1-Tg (44,62 + 5,29%, Fig. 22E). Lo mismo se observd a
72 hpf, donde el genotipo WT tiene una mayor proporciéon de larvas eclosionadas (92,27 +

1,94%) que los peces asip1-Tg (80,96 + 3,75%; Figura 22F).
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Figura 22. Efecto de la sobreexpresién de asipl en la funcidn reproductiva del pez cebra
adulto y la viabilidad de la descendencia. Promedio de ocurrencia de desove (A), nimero
de huevos por hembra (B), nimero de huevos fertilizados (C), mortalidad de huevos a las
24 hpf (D), eclosidn a las 48 hpf (E) y eclosién a las 72 hpf (F). Todos los datos representan
la media + SEM. La significacion estadistica se indica con asteriscos (*), *p < 0,05, **p <

0,01.

Los huevos de peces WT fueron significativamente mas grandes (1.294 + 0.0038
mm) que los huevos de la linea asip1-Tg (1,164 + 0,0031 mm; Fig. 23A). De igual forma, los
huevos de peces WT mostraron un didmetro de vitelo significativamente mayor (0.6623 +
0.0027 mm) que asip1-Tg (0,6028 + 0,0021; Fig. 23B). También se observaron diferencias
significativas en el volumen del saco vitelino, donde los huevos WT presentaron un
volumen mayor (0,0667 + 0,0026 mm?) en comparacion con los huevos de la linea asip1-

Tg (0,0459 + 0,0012 mm?; Fig. 23C). Por otro lado, la longitud estandar de las larvas de
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asip1-Tg recién eclosionadas (4 dpf) fue significativamente mayor (3.135 + 0.0090 mm)

que larvas WT (3.015 £ 0.0074 mm; Fig.23 D).

A B %k %k %K%k
1.30- i**ﬁ 06707 ———
= $
E
T 1.25- = 0.645-
13 2
g £
= 1.20- 5 0.620-
o = 3
(=]
w 5 g
1151 2 0.595 -
(1]
O-OT 1 1 O-OT 1 Ll
WT asip1-Tg WT asip1-Tg
D
0.074-  XXk% 3.15+ *
o £ t
£ { =
%— 0.063- = 3.10-
Q
5 s
S 0.052- % 3.057
e 4
? t = t
S 0.0411 g 3.00—
> T _|
0.00 , , 0.0 , :
WT asip1-Tg WT asip1-Tg

Figura 23. Evaluacion morfoldgica de la descendencia. Promedio del tamafo del
huevo (A), didmetro del vitelo (B), volumen del saco vitelino de la larva (C) y longitud
estandar de la larva (Ls) al nacer (D). Todos los datos representan la media + SEM. La

significacidn estadistica se indica con asteriscos (*), *p < 0,05, ****p <0,0001.
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4.3. Rol del sistema de melanocortinas en la esteroidogénesis gonadal
4.3.1. Expresion del sistema de melanocortinas en génadas de pez cebra

Los receptores de melanocortinas, sus proteinas accesorias y antagonistas se
expresan tanto en ovario como en testiculos de peces WT y asip1-Tg. En ovarios asip1-Tg
(Fig.24A) mc5ra fue el receptor que mostré mayor incremento de expresién (~10 veces
mas), seguido por mclr, mc5rb, mc3r y pomcb. El resto de los genes fueron detectados
pero no mostraron diferencias significativas aparentes entre peces WT y asip1-Tg. En los
testiculos (Fig.24B), todos los genes fueron detectados pero solo mc5ra mostré una
expresion relativa mayor en peces WT, aproximadamente 8 veces superior que la

observada en peces asip1-Tg.
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Figura 24. Expresion relativa de los componentes del sistema de melanocortinas en A)

ovarios y B) testiculos de peces WT y asip1-Tg. La expresién del gen 18s se utilizd como
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gen de referencia. Datos representados como la media + error estandar. Asterisco (*)
indica diferencias significativas, donde *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 y ****p
<0.0001.

4.3.2. Expresion relativa de mcd4r en foliculos ovaricos

La expresidon de mc4r fue determinada por qPCR en foliculos ovaricos (Fig.25), los
transcritos de este gen fueron detectados en los diferentes estadios foliculares desde PG a
FG, tanto en peces WT como los asip1-Tg. Sin embargo, la expresion relativa de mc4r en
foliculos FG de peces asip1-Tg aumentd de forma significativa siendo aproximadamente 5

veces superior que los peces WT.
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Figura 25. Expresion relativa del mc4r en los diferentes estadios foliculares. La expresidn

2-“:T

del gen 18s se utilizé como gen de referencia. Datos representados como la media + error

estandar. Asterisco (*) indica diferencias significativas, donde **p < 0.01
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4.3.3. Localizacion celular del RNAmM de mc1ry de mc4r en ovarios y testiculos

Para establecer la localizacion celular y la expresidon dependiente de la etapa de
maduracion, los experimentos de ISH mostraron que tanto el RNAm de mclr como el de
mcd4r, fueron localizados en los ovarios (Fig.26) y testiculos (Fig.27). En ovarios, se
identificd una sefal fuerte y especifica de mclr (Fig.26A) y mc4r (Fig.26B) en células
foliculares, ademds de encontrarse en el citoplasma de foliculos previtelogénicos vy
vitelogénicos (Fig.26C-26D). No se observa seiial en el compartimento intersticial. En los
testiculos, el citoplasma de células germinales parece estar fuertemente marcado
(Fig.27A-27B). La sefial de mcl1r (Fig.27D) y de mc4r (Fig.27E) claramente sugiere una
similitud con la expresion de ddx4, gen marcador de células germinales primordiales
(Fig.27F) y con piwill, indicador de espermatogonias de tipo A (Fig.27G). Sin embargo, las
células de Leydig (ins/3) y de células de Sertoli (gsdf), no se tifieron (Fig.27H-27I), al igual
que las células germinales en etapa de espermadtidas y espermatozoides en el area
intratubular (Fig.27C). No se observd seiial con la sonda de cRNA sentido para mc1ry mcdr
(datos no mostrados), lo que indica la especificidad de las sondas antisentido generadas

contra la secuencia de mRNA de mc1ry mc4r.
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Figura 26. Localizacion de la expresion de transcritos de mclr y mc4r en el ovario de pez

cebra por hibridacién in situ. A y B evidencian la sefal positiva de mc1r y mc4r en células
foliculares. C y D muestran una vista general de la expresién de mclr y mc4r en foliculos
previtelogénicos y vitelogénicos. E y F son secciones consecutivas de C y D tefiidas con
hematoxilina-eosina. El drea intersticial no mostro seiial. T: teca, G: granulosa y ZR: zona

radiata
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Figura 27. Localizacidn de la expresion de transcritos de mc1r y mcdr en testiculos de pez
cebra mediante hibridacién in situ. Ay B muestran la expresion de mc1ry mc4r en células
germinales, respectivamente. C y D muestran una vista detallada de A y B, lo que sugiere
una similitud de la sefial de expresiéon con E (ddx4, indicador de células germinales
primordiales) y F (piwill, indicador de espermatogonias tipo A), mientras que con G (insi3,
indicador de células de Leydig) y H (gsdf, indicador de células de Sertoli) no muestran una

similitud. | y J son secciones consecutivas de Ay B tefiidas con azul de toluidina

4.3.4. Efecto de las melanocortinas sobre la secrecion basal de esteroides e inducida por

hCG en génadas de pez cebra

Los farmacos utilizados en los experimentos in vitro fueron utilizados previamente
en células de rifidn embrionario humano 293 que expresan transitoriamente receptores
de melanocortinas de pez cebra (Guillot et al., 2016). MTIl es un potente agonista
universal de los receptores de melanocortinas. Puede activar todos los receptores de
melanocortina del pez cebra y compite con la proteina relacionada aguti humana (83-
132)-NH2, por unirse al receptor cuando ambos farmacos estan presentes. SHU9119 es un

potente antagonista sintético de Mc3r y Mc4r.
4.3.4.1. Secrecidn de estradiol por foliculos ovaricos

La adicién de 10 Ul/ml de hCG al medio de cultivo, causd un aumento de ~ 2 veces
la liberacién de E2 en comparacion al grupo control (Fig.28). No se detectaron diferencias
significativas en la secrecidon de E2 inducida por ACTH (1-24) o MTII. La adicién de ACTH
(1-24) tuvo un impacto en la produccién de E2 inducida por hCG, donde la dosis mas baja
(10® M) redujo significativamente su secrecién (~ 70%), mientras que a una dosis mas alta
(10 M) disminuyd la liberacién de E2 aproximadamente un 115%. El tratamiento con
MTII tuvo un efecto similar al de ACTH, pero con una mayor potencia, donde la dosis mas
alta (10°® M) redujo en ~170% la produccién de E2. También se estudié el efecto de los

antagonistas. Tanto ASIP como SHU9119 inducen la liberacién de E2 (sin hCG). ASIP

77



estimuld significativamente (~150%) a dosis de 10®y 10”7 M, mientras que SHU9119 indujo
un aumento en todas sus dosis (~180%). Sin embargo, ASIP no tuvo un efecto
significativo sobre la secrecion de E2 inducida por HCG, mientras que la concentraciéon

mas baja de SHU9119 (10 M) estimul6 significativamente la produccion de E2 (~77%).
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Figura 28.Efectos de los péptidos de melanocortina sobre la secrecion basal de estradiol
(E2) e inducida por la hormona gonadotropina coridnica humana (hCG) en foliculos
ovaricos previtelogénicos y vitelogénicos de pez cebra. A) Efectos de la ACTH, B) andlogos
quimicos de MSH (MTII), C) ASIP humano y D) antagonista quimico (SHU9119). Los
experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron al menos tres veces. Los datos se
expresan como un porcentaje del control (media + SEM). Letras diferentes indican

diferencias significativas con un p<0.05.
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4.3.4.2. Secrecion de testosterona por células testiculares

Como se esperaba, la incubacion de células testiculares con 50 Ul/ml de hCG
estimuld significativamente la producciéon de T entre un 30% y 160% (Fig.29). Cuando se
afiadié 50 Ul/ml de hCG junto a ACTH, MTIl o SHU9119, no observamos diferencias
significativas en los niveles de T, en relacién al grupo control. Sin embargo, ASIP tuvo un
efecto relacionado con la dosis, donde a una mayor concentracién (10° M) potencié
significativamente la secrecion de T inducida por HCG (~170%). ACTH estimuld
significativamente en dosis de 10y 107 M la liberacién de T (~145%) mientras que MTII,

SHU9119 y ASIP por si solos no inducen cambios significativos en relaciéon a los niveles

basales.
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Figura 29 Efecto de los péptidos de melanocortina sobre la secrecién basal de
testosterona (T) e inducida por la hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) en

cultivos de células testiculares dispersas de pez cebra. A) Efectos de la ACTH, B) analogos
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quimicos de MSH (MTII), C) ASIP humano y D) antagonista quimico (SHU9119). Los
experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron al menos tres veces. Los datos se
expresan como un porcentaje del control (media * SEM). Letras diferentes indican

diferencias significativas con un p<0.05.
4.4. Rol del sistema de melanocortinas en la hip&fisis
4.4.1. Colocalizacion celular de mc4r y gonadotropos usando sondas fshb/lhb

La colocalizacidn de la expresion de mc4r/lhb y mcdr/fshb mostré la expresion de

mc4r en gonadotropos de pez cebra adulto de forma cualitativa.

La senal de expresion de fshb fue alta en la mayoria de las células (Fig.30B), lo que
llevé al enmascaramiento de la sefial de expresién de mc4r dentro de las mismas células,
aunqgue alguna expresion de mc4r puede ser detectada en gonadotropos que tiene una
sefial de expresidn de fshb mads baja (Fig.30C). También, el mc4r se detectd en algunas de

las células de la hipofisis anterior que no expresaban fshb (Fig. 30A)

La sefal de expresion de /hb, también era de una intensidad alta que enmascaraba
la expresidén de mc4r (Fig.31B). No obstante, mc4r parece expresarse en las mismas células
que expresan /hb, los gonadotropos (Fig.31C). Algunas células de la hipdéfisis no expresan

Ihb, pero expresan mc4r (Fig.31A)

80



Figura 30. Expresion de transcritos de mcd4r y fshb en hipodfisis de pez cebra, donde A)
flechas rojas indican expresion de mc4r y B) flechas blancas indican expresion de fshb.

Flechas amarillas indican colocalizacion de mc4r/fshb

Figura 31.Expresion de transcritos de mc4r y lhb en hipofisis de pez cebra, donde A)
flechas rojas indican expresion de mc4r y B) flechas blancas indican expresién de /hb.

Flechas amarillas indican colocalizacién de mc4r/Ihb
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4.4.2. Efecto de las melanocortinas en la expresion in vitro de gonadotropinas

En la hipdfisis de hembras, la incubacién con LHRH causé un aumento de la
expresion de fshb en comparacion al grupo control. MTIIl, un agonista no selectivo de los
MCRs (excepto para el Mc2r) reguld significativamente al alza la expresion de fshb pero sin
diferencias significativas con la expresién inducida por LHRH. El tratamiento con ASIP, un
antagonista selectivo para Mclry Mc4r, no tiene efecto en la expresidn de fshb (Fig. 32A).
Como se esperaba, en la hipdfisis de machos LHRH reguld significativamente al alza la
expresion de fshb. MTIlI no tuvo efecto por si mismo ni tampoco potencid la expresidn
inducida por LHRH. Es mas, parece inhibir la estimulacién inducida por LHRH. Esta
tendencia se aprecia también en el grupo LHRH+ASIP, sin embargo, ASIP por si solo indujo

la expresién de fshb, pero con menor efecto que el de LHRH (Fig. 32B).

En cuanto a la expresion de lhb en la hipdfisis de hembras, LHRH aumentd
significativamente su expresion (~5 veces) (Fig. 32C), mientras que en machos la
induccion fue sensiblemente menor (~4 veces) (Fig. 32D). Los tratamientos con MTIl y ASIP

no tienen un efecto per se, ni potencian el efecto de LHRH sobre la expresion de lhb.
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Figura 32. Efectos de las melanocortinas en la expresidon ex vivo del ARNm de fshb (A-B) y
Ihb (C-D) en la hipdfisis de hembras (A-C) y machos (B-D). Los datos se expresan como la

media £ SEM. Letras diferentes indican diferencias significativas con un p<0.05.
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5. Discusion
5.1. Rol del sistema de melanocortinas en el crecimiento y pubertad
5.1.1. Andlisis del crecimiento

Resultados previos han demostrado que la sobreexpresién de asip1 en el pez cebra
mejord el crecimiento lineal (Guillot et al., 2016) pero independientemente de la edad, las
primeras diferencias se detectaron solo después de un tamafio critico cercano a los 20
mm (Godino-Gimeno et al., 2020). Nuestros datos muestran consistentemente que tanto
machos como hembras asip1-Tg son significativamente mas pequefios que los peces WT a
75 dpf, justo cuando los peces asip1-Tg estan por debajo de 20 mm. Sin embargo, justo
tras la eclosién los peces asip1-Tg exhiben un tamafio mayor a pesar de su didmetro de
huevo y vitelo mas pequeiio y, por extensién, menor volumen. En consecuencia, la
eliminacién de agrpl por técnicas de morfolino o ablacién quimica de las neuronas agrp1
en el pez cebra da como resultado animales mas cortos en comparacién con su
contrapartida salvaje a 8 dpf (Lohr et al., 2018; Zhang et al., 2012). Nuestros datos
confirman que los efectos positivos de la sobreexpresion de asipl, y por extensién de la
sefializacion reducida del sistema de melanocortinas, sobre el crecimiento del pez cebra
requiere un umbral de longitud cercano a los 20 mm, justo cuando se alcanza el desarrollo
gonadal completo. Por lo tanto, los peces asip1-Tg eclosionaran mdas grandes y exhibieran
un crecimiento reducido hasta completar el desarrollo gonadal. A partir desde este
momento, los peces asip1-Tg creceran mas rapido que los WT, con diferencias de longitud

gue alcanzaran el 15% (Godino-Gimeno et al., 2020; Guillot et al., 2016).

Si bien se han investigado los mecanismos endocrinos y moleculares que
promueven el crecimiento bajo la actividad reducida de las melanocortinas, aln estdn
lejos de ser entendidos. En larvas de pez cebra, el crecimiento somatico estandar requiere
la sefalizacién de agrpl a través de mc4r (Godino-Gimeno et al., 2020; Zhang et al., 2012).
Por lo tanto, el knockdown de agrpl por la técnica de morfolino resulté en una
disminucion de la expresidon de la hormona del crecimiento (gh), relacionado con el

aumento de la hormona liberadora de gh (ghrh) y la disminucion de la expresion de
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somatostatina | y Il (sst/ y sstll) (Zhang et al., 2012). Recientemente, se propuso un
mecanismo que involucra el sistema de melanocortinas en el crecimiento inducido por la
alimentacion en larvas de pez cebra. La sobrealimentacidn causa resistencia a la leptina y
niveles hipotalamicos reducidos de pomc, lo que lleva a una actividad reducida de las
neuronas sst que expresan Mc4r y, en consecuencia, a una expresion elevada de gh y
crecimiento somatico (Lohr et al., 2018). Por lo tanto, es posible que la sobreexpresion de
agrpl o asipl en el pez cebra promueva el crecimiento somatico a través de las neuronas

sst y su efecto sobre la secrecion de Gh
5.1.2. Adquisicion de la pubertad

El desarrollo gonadal en el pez cebra se puede dividir en tres procesos
fundamentales: determinacion del sexo, diferenciacién y mantenimiento. Si bien es clara
la direccidn en la que ocurren estos procesos, el tiempo puede ser muy variable. Se sabe
que el sexo del pez cebra, en la naturaleza, esta determinado por factores genéticos sobre
una base poligénica (Anderson et al., 2012; Bradley et al., 2011; Liew et al., 2012; Liew y
Orban, 2014). Sin embargo, las proporciones de sexos en las lineas criadas en condiciones
de laboratorio pueden estar muy influenciadas por factores ambientales como la
temperatura, la nutricién y la densidad de poblacion (Lawrence et al., 2008; Liew et al.,
2012; Ribas et al., 2017a; Ribas et al., 2017b). En el experimento 1 de nuestro estudio,
observamos una proporcion de sexos sesgada en favor de las hembras WT y asip1-Tg que
también se encontré en la poblacién WT en el experimento 2. El aumento de la incidencia
de hembras en las lineas WT y asip1-Tg, indica que se aplicaron iguales condiciones de cria
a ambas poblaciones de peces, en particular durante el periodo de determinacién del
sexo, y que estas han favorecido una proporcién de sexos sesgada hacia las hembras. La
diferenciacién sexual se observd por primera vez a 32 dpf (experimento 1) y 30 dpf
(experimento 2) en ambas lineas de peces, pero el porcentaje de animales diferenciados
fue mayor en la linea WT que en la linea asip1-Tg de acuerdo con el retraso en el

crecimiento de la linea asip1-Tg.
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En el pez cebra, el inicio de la pubertad depende del crecimiento somatico mas que
de la edad (Chen y Ge, 2013; Hu et al., 2019; Silva et al., 2017). En consecuencia,
encontramos una fuerte asociacion positiva entre el crecimiento y el desarrollo gonadal
en las lineas WT y asip1-Tg. En hembras, la transicién del estado de crecimiento primario
a previtelogénico en la primera cohorte de foliculos en desarrollo define el inicio de la
pubertad (Ge, 2005; Taranger et al., 2010). La funcidon logistica aplicada a los datos de
maduracion en hembras muestra que la longitud corporal de 15 mm en el experimento 1y
12,5 mm en el experimento 2 puede ser un umbral para alcanzar la madurez tanto en las
lineas WT como en asipl1-Tg. Estas longitudes corporales difieren de las publicadas
anteriormente para hembras de la lineas de pez cebra Albino (Chen y Ge, 2012, 2013) y
Casper (White et al., 2008), que comienzan la maduracién sexual a una longitud corporal
critica de 18 mm (Chen y Ge, 2013; Lessman y Brantley, 2020). El acervo genético
Tubingen (TU) de nuestras lineas WT y transgénica podria explicar estas diferencias
observadas, ya que se sabe que un fuerte componente genético afecta el tamafio al cual
se alcanza la pubertad. La Lsg (longitud a la que el 50% de los individuos alcanzan la
primera madurez sexual) se utiliza generalmente como un indice para comparar los
patrones de maduracién entre diferentes grupos de peces. Utilizando nuestro modelo
logistico, calculamos un Lsg global de 17 mm (valor medio de los experimentos 1y 2) para
las lineas WT y asip1-Tg. Aunque la longitud corporal en la pubertad no se altera en las
hembras asip1-Tg, las estimaciones de Asg (edad en la que el 50% de los individuos
alcanzaron la madurez) difirié entre los genotipos ya que los peces WT maduraron a edad
mas temprana que los peces transgénicos. Sin embargo, la diferencia fue de solo 5 dias.
Como era esperable, los machos comenzaron a madurar a una longitud menor que las
hembras, pero en un momento parejo. La funcién logistica aplicada a los datos de
maduracion para machos muestra que la longitud corporal de 12,5 mm en el experimento
1y 10 mm en el experimento 2 parecen ser el umbral de talla para alcanzar la madurez
tanto en las lineas WT como en asip1-Tg. Una vez mas, estos valores difieren de los
publicados para los machos de la linea de pez cebra Casper, que comienzan la maduracién

sexual a una longitud corporal critica de 17 mm (Lessman y Brantley, 2020). Sin embargo,
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estas diferencias podrian ser atribuidas al acervo genético de la linea TU. Segln nuestras
ojivas de madurez, el tamafo de madurez de los machos asip1-Tg es ligeramente menor
que el de WT, pero las diferencias son minimas (0,7 mm en el experimento 1y 1,4 mm en
el experimento 2). Las estimaciones de Asg difieren entre genotipos donde los peces asip1-
Tg maduraron 4 dias antes que los machos WT, pero solo en el experimento 2. En general,
los datos del presente estudio indican que el sistema de melanocortinas no es crucial en la
pubertad en el pez cebra, ya que la sobreexpresién de asipl no tuvo efecto fenotipico
sobre la pubertad. Nuestros resultados, junto con estudios previos realizados en
knockouts de mc4r en medaka (Liu et al., 2019a) y en peces X. hellerii que portan solo
alelos funcionales de Mc4r (Liu et al., 2020a), sugieren que la regulacién del inicio de la
pubertad por la senalizacion de Mc4r en especies del género Xiphophorus puede ser una

adaptacion evolutiva que solo se conserva por completo en este linaje.
5.1.3. Eficiencia reproductiva

Los estudios sobre las vias controladas por el MC4R que regulan el potencial
reproductivo, se han centrado principalmente en ratones (Sandrock et al., 2009) y pollos
(Aggag y El-Sabrout, 2018). Sin embargo, en teledsteos pocos estudios han enfocado este
aspecto. En Xiphophorus, el locus P también controla la fecundidad de las hembras. El
genotipo PP’ madura antes y produce mas huevos que las hembras P°P° de maduracién
tardia. A pesar de su mayor tamafio, las hembras P°P° constantemente generan menos
huevos que las hembras de cualquier otro genotipo (Kallman y Borkoski, 1978). A
diferencia de Xiphophorus, hemos demostrado que las hembras asip1-Tg producen mas
huevos que las hembras WT pero desovan con menos frecuencia. El nimero de huevos
fertilizados en hembras asip1-Tg también es mayor pero la tasa de eclosién alas 48y 72 h
es menor. El aumento en la fecundidad de las hembras asip1-Tg se asocia con una
disminucion del didmetro de los oocitos. Las hembras de vertebrados oviparos tienen un
equilibrio entre el tamafio y niumero de huevos, por lo que si el tamafio aumenta, el
numero de huevos disminuye y viceversa (Forbes et al., 2010). EIl menor tamafio de los
huevos también esta relacionado con una reduccion en el diametro y volumen del vitelo.
Los huevos de buena calidad a menudo muestran bajos niveles de mortalidad en la
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fertilizacion, etapa de ova con ojo, eclosion y la primera alimentacion (Bromage et al.,
1992). Si bien, no hay acuerdo sobre qué niveles de mortalidad constituyen un huevo de
buena calidad, la mortalidad embrionaria de asip1-Tg a las 24 h fue mds alta que la de WT,

lo que sugiere que los huevos de asip1-Tg tienen una calidad inferior.

El vitelo es el principal componente de los huevos recién fertilizados y se asocia a
los nutrientes almacenados para el desarrollo embrionario (Kamler, 2007). Los huevos
producidos por los peces WT tenian un diametro de vitelo mayor que los huevos asip1-Tg,
lo que implica un mayor recurso energético para los embriones en desarrollo. Sin
embargo, la longitud estdandar de las larvas de asipl-Tg eclosionadas fue
significativamente mayor que la de las larvas de WT. Se sabe que el tamafio corporal de
las larvas resulta no solo de la tasa de crecimiento de los embriones y el volumen del saco
vitelino, sino también de la eficiencia en la utilizacién de la energia por parte de las larvas
para el crecimiento y del contenido de energia del vitelo (Kamler, 2007). Las diferencias en
el contenido de energia del vitelo dependen, a su vez, del tamafio y de su valor calérico
(Kamler, 2007). Debido a que el volumen del saco vitelino difirié significativamente entre
ambos genotipos, el aumento de la longitud estandar en la eclosién de los animales asip1-
Tg puede sugerir un mejor uso de la energia del vitelo por esta linea, promoviendo
mayores tasas de crecimiento. También observamos que el tiempo de eclosién de las
larvas de asip1-Tg se retrasé en comparacién con las larvas WT. Un retraso en el tiempo
de eclosién también se ha observado en medakas (Oryzias latipes) defectivos para el gen
mcd4r (“knockouts”). Sin embargo, los autores concluyeron que, contrariamente a nuestros
resultados en el peces asip1-Tg, este retraso se debe a una disminucion en la tasa de
crecimiento, en lugar de un aumento en la longitud del cuerpo (Liu et al., 2019a). El
engrosamiento de la capa externa del corion dificulta la liberaciéon del embrién y se ha
propuesto que es responsable de los retrasos en la eclosién (Uusi-Heikkild et al., 2010).
Desafortunadamente, no medimos el grosor del corion en embriones asip1-Tg. En general,
nuestros hallazgos sugieren que los peces asipl-Tg tienen un menor rendimiento
reproductivo en comparacion con los peces WT, lo que se refleja en una menor calidad del

huevo y el diametro del vitelo, un retraso en el tiempo de eclosidon y el crecimiento
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larvario. Sin embargo, se necesitan mas estudios para investigar los mecanismos detras de
las diferencias observadas en la tasa de crecimiento larvario, asi como el contenido de

vitelo entre ambos genotipos.

5.2. Rol del sistema de melanocortinas en la esteroidogénesis gonadal

5.2.1. Expresion del sistema de melanocortinas en tejido gonadal

Para establecer la relacidn entre los componentes del sistema de melanocortinas,
se determinaron sus niveles de expresion relativos conjuntamente en un solo estudio. Los
14 genes conocidos implicados en la actividad del sistema de melanocortinas se
detectaron en las génadas de peces adultos WT y asip1-Tg. No se detectaron diferencias
genotipicas en los machos (excepto mc5ra), sin embargo, las hembras asipl-Tg
sobreexpresaron varios receptores de melanocortinas (mc1r, mc3r, mc5ra y mc5rb) junto
con pomcb, lo que sugiere que asipl podria regular al alza la expresiéon del receptor,

aumentando asi la sensibilidad ovarica al agonista de melanocortina.

En mamiferos, la expresidon del mclr ha sido reportada en células de Leydig y
cuerpo luteo (Thornwall et al., 1997), cuya funcion esta relacionada con la sintesis de
esteroides en machos y hembras, respectivamente. En platy (Xiphophorus maculatus),
medaka (Oryzias latipes) y mero de manchas naranjas (Epinephelus coioides), se
detectaron transcritos de mclr en érganos adultos, incluidos los testiculos y el ovario,
mientras que en el pez cebra solo se detectd en los testiculos (Cortés et al., 2014; Ji et al.,
2020; Selz et al., 2007). En este estudio, se detectd el mclr en ovarios y testiculos, pero su
expresion fue significativamente mayor en hembras asip1-Tg, lo que sugiere que, a nivel
del ovario, la sobreexpresién del antagonista natural de Mc1r, asip1, podria aumentar la

expresion del receptor.

El rindn anterior es el sitio principal para la expresién del mc2r. Sin embargo, como
se publicé con anterioridad (Agulleiro et al., 2010; Alsop et al., 2009), nuestros estudios

muestran que mc2r se expresa tanto en las génadas femeninas como masculinas. La
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distribucién es similar a la publicada en trucha arcoiris (Oncorhynchus myekiss) (Aluru y
Vijayan, 2008) y carpa (Cyprinus carpio)(Metz et al., 2005), mientras que en la lubina
(Dicentrarchus labrax), el mc2r solo se detecté en testiculos (Agulleiro et al., 2013b).

Ademas, no se observaron diferencias significativas entre los peces WT y los transgénicos.

En humanos, mc3r se expresa en tejidos periféricos como el intestino, la placenta,
los rifiones, el corazén, las células inmunitarias, los ovarios y los testiculos (Chhajlani,
1996). En ratones, transcritos del mc3r se detectaron en testiculos fetales (O'Shaughnessy
et al., 2003) y en todos los tejidos del eje hipotdlamo-hipdfisis-gonada de ratones adultos,
incluido el testiculo, aunque en niveles mas bajos (Dowejko, 2014). En vacas, su expresion
se encontré en las células de la granulosa y del cuerpo luteo (Amweg et al., 2011).
Nuestros resultados muestran la presencia de RNAm del mc3r en las gdnadas, similar a los
resultados obtenidos en el pez de las cavernas (Onychostoma macrolepis) (Wu et al.,
2021), la trucha arcoiris (Yu et al., 2022) y el culter de boca alta (Culter alburnus) (Ji et al.,
2021) pero con una mayor expresion significativa en hembras asip1-Tg. Los transcritos del
mc4r estan presentes principalmente en el sistema nervioso central (Gantz y Fong, 2003).
Sin embargo, este gen también se ha detectado en numerosos tejidos periféricos,
incluyendo las génadas de varios organismos, entre ellos el pez cebra (Agulleiro et al.,
2013a; Agulleiro et al., 2013b; Ringholm et al., 2002). Aunque en este estudio observamos
gue la expresién de mc4r es baja, en los teledsteos ya se ha identificado un posible rol de
Mcdr en la regulacidon del desarrollo gonadal (Zhang et al., 2020) y la reproduccién
(Lampert et al., 2010). El mc5r se expresa en una variedad de tejidos como el musculo
esquelético y el cerebro, con niveles detectables, también, en los testiculos de ratones
adultos (Fathi et al., 1995). En ratones fetales, se detecté en espermatogonias y algunas
células mesenquimales (Nimura et al., 2006). En aves, se encontré en los ovarios y
testiculos (Takeuchi y Takahashi, 1998), mientras que en la trucha arcoiris se detecté en el
rindn anterior o cefalico y en el ovario (Haitina et al., 2004). En el pez cebra, mc5ra y
mc5rb se expresan en gran medida en el ovario, el cerebro y el tracto gastrointestinal

(Ringholm et al., 2002). En el presente estudio se detectaron ambas copias en ovarios y
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testiculos. Sin embargo, mc5ra tenia una mayor expresion en los ovarios asip1-Tg y los

testiculos WT.

En humanos, las isoformas de mrapl exhiben diferentes niveles de expresién en
multiples tejidos, incluidos los ovarios y los testiculos (Metherell et al., 2005). En medaka
(Liu et al., 2019a), el pez cabeza de serpiente (Channa argus) (Wen et al., 2021), mero de
manchas naranjas (Rao et al., 2019) y carpa de hierba (Culter alburnus) (Tao et al., 2020)
mrap2 también se distribuyd ampliamente en varios tejidos, con una expresion
relativamente alta en las génadas. En el pez cebra, mrap1 se expresa principalmente en el
tejido adiposo y el rifidn anterior, mientras que mrap2 se detecta en una variedad de
tejidos, asi como en testiculos y ovarios (Agulleiro et al., 2010). Nuestros resultados
muestran que todas las isoformas de Mrap se expresan en las génadas. mrap2a y mrap2b
se expresan principalmente en los ovarios, mientras que mrapl se encuentra en niveles
residuales. En los testiculos se detectan todas las isoformas de Mrap pero sus niveles de
expresion en peces asipl-Tg son reducidos. Este patrén de expresion sugiere un papel
diferencial de cada isoforma de Mrap en la modulacion de la sefializaciéon de Mcr en las
gonadas, pero se requieren mas estudios para dilucidar una relacion con el sexo y la

sobreexpresion de asip1.

En cuanto a los antagonistas de las melanocortinas, asipl se encontrd en niveles
detectables en ovarios y testiculos tanto en peces WT como asip1-Tg y aunque se detectd
expresion de agrpl y agrp2 en los testiculos de ambas lineas, en las hembras asip1-Tg su
presencia fue residual. En el pez dorado (Carassius auratus) y medaka, agrp se expresa en
una variedad de tejidos, incluidos los testiculos y los ovarios (Cerda-Reverter y Peter,
2003; Liu et al., 2019b), mientras que en humanos y roedores se expresa en los testiculos.
(Shutter et al.,, 1997) y ovarios (Ollmann et al.,, 1997). Por lo tanto, los presentes
resultados implican que las melanocortinas no solo tienen diversas funciones, sino que los
antagonistas endégenos pueden desempeiiar un papel en la regulacién de Mcr en tejidos

periféricos (Takeuchi et al., 1999).
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El pomc se ha detectado en ovarios y testiculos de varias especies de vertebrados,
incluidos los peces, lo que respalda un papel conservado de Pomc en la regulacién de la
reproduccion (Endo y Park, 2004). La presencia de pomc en las lineas celulares Leydig TM3
y 110A sugiere un sitio de sintesis y efectos paracrinos en el testiculo (Chen et al., 1984).
En este estudio, ambas copias se detectaron con mayor expresidén en ovarios asip1-Tg y
testiculos WT. Aunque no fue posible analizar la presencia de péptidos derivados de pomc,
se sabe que en el ovario, el contenido cambia seglin el momento del ciclo reproductivo, lo
que sugiere un papel de estos péptidos en la modulacién directa de la actividad ovarica
(Facchinetti et al., 1993; Facchinetti et al., 1988; Mosconi et al., 1994; Polzonetti-Magni et
al., 1994).

Los peces cebra adultos tienen ovarios asincrdonicos que contienen foliculos en
todas las etapas de desarrollo (Niimi y LaHam, 1974). Por lo tanto, la interpretacién de los
datos transcripcionales a nivel de drgano puede verse desafiada por la complejidad celular
del ovario. Al eliminar la heterogeneidad como factor de confusién, a través de la
clasificacién y separacion de los foliculos, se puede estudiar mejor la biologia del ovario.
Se detectaron transcritos de mc4r en todas las etapas del desarrollo del ovario en peces
WT, sin cambios significativos. Sorprendentemente, los niveles de mc4r en foliculos
completamente desarrollados de asip1-Tg fueron = 5 veces mas altos que en animales WT.
La energia se almacena, en enormes cantidades, en los oocitos en crecimiento y
maduracion. Esta energia se acumula en forma de vitelo en los alvéolos corticales, que
contienen una mezcla altamente compleja de proteinas, lipidos y las proteinas derivadas
de las vitelogeninas (Hara et al., 2016). Los estudios de hibridacién in situ en ovarios
mostraron que el mclr y mc4r se expresan en las células foliculares y en el ooplasma de
oocitos previtelogénicos y vitelogénicos. En peces, la a-MSH se localizé en las células
foliculares de oocitos previtelogénicos, vitelogénicos y en maduracion, y también en el
citoplasma de las oogonias (Facchinetti et al., 1993; Masini et al., 1997; Mosconi et al.,
1994). Por lo tanto, segun nuestros resultados, parece probable que las melanocortinas
participen directa o indirectamente en el control endocrino de la vitelogénesis, a través de

la modulacién de la sintesis de E2, y en el metabolismo de los lipidos por via autocrina o
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paracrina en el ovario del pez cebra. En consecuencia, los huevos producidos por peces
WT tienen un didmetro de vitelo mayor que los huevos asip1-Tg (Navarro et al., 2021), lo
gue sugiere diferencias en la absorcidon y el procesamiento de vitelogenina en proteinas de

vitelo entre ambas lineas.

Nuestros resultados también demuestran que la expresion de mc4ry mclr aparece
en las células germinales testiculares. Sin embargo, no se observd sefial en las células
somaticas (Sertoli y Leydig). El patrén de distribucién obtenido es similar al del gen ddx4
que codifica para Vasa, considerado como un gen marcador universal de células
germinales (Kim et al., 2015). También se asemeja a la distribucién de piwill, un marcador
de espermatogonias tipo A y B (Chen et al., 2013; Leal et al., 2009) y espermatocitos
primarios, aunque a un nivel mas bajo. En conjunto, esta evidencia es consistente con el
papel de la melanocortina en la espermatogénesis del pez cebra. Las melanocortinas
podrian actuar sobre las células germinales que expresan mc4r y mclr, donde los efectos
mediados por el receptor de melanocortina mas notables estarian en las

espermatogonias.

5.2.2. Efecto in vitro de las melanocortinas sobre la secrecién basal e inducida de

esteroides en ovarios y testiculos

Los resultados del presente trabajo muestran que los péptidos de melanocortina
pueden modular la sintesis de E2 a partir de cultivos celulares in vitro de foliculos ovaricos
de pez cebra adulto. Sus acciones pueden conducir tanto a una disminucién (agonistas)
como a un aumento (antagonistas) en las concentraciones de E2, lo que agrega una
complejidad adicional. Estudios previos han demostrado que la ACTH suprime la secrecién
de E2 estimulada por hCG en los foliculos del pez cebra (Alsop et al., 2009). Nuestros
resultados apoyan estos hallazgos. La ACTH inhibié la produccién de E2 estimulada por
hCG de los foliculos ovaricos de pez cebra de manera dependiente de la dosis. La mayor
inhibicion se observé con la dosis mas alta (10'6 M), concentracién que se encuentra en el

rango de otros estudios que evocaron efectos fisioldgicos (Alsop et al., 2009; Sousa et al.,
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2015). La ACTH también puede inducir dafios en el ADN en los estadios | y Il del foliculo

ovdrico y la vacuolizacién de los oocitos sin afectar su viabilidad (Sousa et al., 2015).

Por lo tanto, nuestros resultados confirman la fuerte evidencia descrita
anteriormente, de un papel de la ACTH en los efectos mediados por el estrés en la
gametogénesis femenina. No encontramos diferencias en la concentracién de E2 en los
medios de cultivo de foliculos vitelogénicos tempranos y medios expuestos a MTIl en
comparacion con el control. Desafortunadamente, en nuestro estudio no medimos los
esteroides considerados precursores de la via esteroidogénica de la sintesis de E2, como
17a-hidroxipregnenolona, 17a-hidroxiprogesterona y T. Tampoco investigamos una
posible regulacidon transcripcional de genes que codifican enzimas involucradas en la
biosintesis de estrdgenos. En el ovario de pez roca negro (Sebastes schlegelii), se
descubrid que la estimulacién con B-MSH induce la expresidn de genes relacionados con la
esteroidogénesis gonadal (Zhang et al., 2020). Estos incluyen la proteina reguladora aguda
esteroidogénica (star), la enzima de escision de la cadena lateral del colesterol (P450scc o
cypllal), 3beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (hsd3b1), el gen de la aromatasa.
(cyp19ala)(Zhang et al., 2020). Contrariamente, el tratamiento de explantes de ovario de
pez roca negro con a-MSH no afectd la expresién génica de cyplilal o hsd3b1, pero
aumenté significativamente la expresidn de star y cyp19ala (Zhang et al., 2020). La
interpretacidn de estos resultados, en particular el aumento de la expresién de cyp19alia,
implicaria un aumento de E2 en los medios de cultivo de los foliculos ovaricos de pez
cebra tratados con MTIIL. Sin embargo, esto no se observé en este estudio. El pez roca
negro tiene un patréon reproductivo ovoviviparo y almacenamiento de esperma a largo
plazo (Shi et al., 2011). La foliculogénesis también es diferente de las especies oviparas (Xu
et al., 2022), lo que desafia la comparacion entre especies y probablemente sea la causa

principal de estas diferencias.

A excepcion de la ACTH, el tratamiento de células testiculares de pez cebra in vitro
no tuvo efecto sobre la liberaciéon de T a los medios de cultivo. En ratones, la ACTH
estimula la produccion de esteroides sexuales en los testiculos fetales y neonatales de
forma dependiente de la dosis (O'Shaughnessy et al., 2003), pero no tiene efecto en los
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testiculos de animales adultos. Por el contrario, nuestros resultados demuestran por
primera vez que los testiculos de pez cebra adultos son sensibles a dosis bajas de ACTH, lo
gue provoca la produccién de T e indica un papel potencial de este péptido como
regulador paracrino de la funcién testicular. El efecto observado estd a un nivel similar del
efecto provocado por la hCG. En este contexto, cabe mencionar que el cortisol, cuya
sintesis y liberacion es estimulada por la ACTH, estimula directamente la replicacion del
ADN vy la proliferacion de espermatogonias en fragmentos testiculares de anguila japonesa
inmadura, Anguilla japonica (Ozaki et al., 2006). Ademas, se encontré que una alta
concentraciéon de cortisol (100 ng/mL) estimula la produccidn testicular de 11-KT in vitro,
lo que sugiere que la proliferacidon de espermatogonias inducida por cortisol podria estar
mediada por andrégenos en la anguila japonesa (Ozaki et al., 2006). Resultados similares
se han publicado también en pejerrey (Odontesthes bonariensis), donde el tratamiento
con cortisol (0.1 y 1 ng/mL) también aumentd la liberacion de 11-KT en explantes
testiculares (Fernandino et al., 2012). En cambio, el tratamiento con diferentes
concentraciones fisioldgicas de cortisol (0.1, 1, 10 ng/mL) en el pez cebra no tuvo efecto
sobre la liberacién de 11-KT desde los testiculos. Adema3s, los niveles de transcripcién de
enzimas esteroidogénicas, aunque a una concentracion suprafisioldgica de cortisol (1000
ng/mL) estimuld la expresidn de cyp17al. Sin embargo, el cortisol estimulé la proliferaciéon
y diferenciacion de las espermatogonias y promovid la meiosis y la espermiogénesis al
aumentar la cantidad de espermatozoides en los testiculos (Tovo-Neto et al., 2020). La
ACTH sefializa a través del complejo Mc2r/Mrap1 (Agulleiro et al., 2010) o Mc4r/Mrap2a
(Agulleiro et al., 2013b). Por tanto, es plausible que la ACTH pueda inducir un efecto
similar mediado por Mc2r/Mrap1l y/o MC4R/Mrap2a en el testiculo independientemente
del cortisol. Nuestros estudios previos también demostraron el efecto de ACTH
independiente del cortisol mediado por MC4R en la regulacién de la ingesta de alimentos

(Agulleiro et al., 2013b).

Finalmente, demostramos que el antagonista endégeno de melanocortinas (Asip1)
no tiene efecto sobre la secrecidon de E2 estimulada por hCG del tejido ovarico in vitro,

pero el antagonista quimico (SHU9119) potencid o inhibid los efectos de hCG en dosis
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bajas y altas, respectivamente. En los machos, el antagonista enddgeno potencid los
efectos de la hCG sobre la secrecion de T, pero el agonista quimico no tuvo ningun efecto
sobre la secrecion de T tanto basal como estimulada por la hCG. La interpretacidn de estos
resultados es compleja, pero nuevamente respalda sélidamente un efecto del sistema de
melanocortina en la esteroidogénesis gonadal del pez cebra que podria inducir cambios en
la fisiologia reproductiva de los animales. La diferente respuesta in vitro a ambos
antagonistas sugiere que los efectos de la melanocortina estan mediados por mas de un
receptor. En el pez cebra, ASIP puede funcionar como un antagonista competitivo en
todos los receptores de melanocortina, excepto para Mc2r (Guillot et al., 2016), pero el
perfil farmacolégico original de SHU9119 no se ha estudiado en los receptores de pez
cebra. Sin embargo, ambos antagonistas tenian efectos dependientes del sexo. Por lo
tanto, Asipl y SHU9119 estimulan la liberaciéon de E2 en las hembras, pero no tuvieron
ningln efecto sobre la liberacion de T de los testiculos, lo que respalda la dependencia

sexual y el efecto antagdnico en la secrecién de esteroides.
5.3. Caracterizacion del sistema de melanocortinas en la hipé&fisis
5.3.1. Estudio de co-localizacion celular de mc4r y gonadotropos usando sondas fshb/Ihb

El control sobre la reproducciéon y el desarrollo de las génadas estd muy
conservado en todos los vertebrados. Diversos estudios sugieren que el MC4R participa en
la modulaciéon de la funcién reproductiva (Tao, 2010). Sin embargo, son escasos los
estudios enfocados en vertebrados no mamiferos. En este estudio, identificamos a través
de ISH, la localizaciéon del mc4r en la hipdfisis y determinamos el efecto in vitro de

agonistas y antagonistas en la expresién de las gonadotropinas

Anatdmicamente la hipdfisis consiste en 2 partes, una posterior o neurohipéfisis
gue deriva desde el diencéfalo ventral y una anterior o adenohip&fisis, que tiene un origen
ectodérmico. En teledsteos la adenohipdfisis puede ser dividida en 2 compartimentos, la
par distalis (PD), situada en la parte anterior y la pars intermedia (Pl), situada en la parte
posterior. Ademas, la PD se divide en pars distalis rostralis (PDR) y en pars distalis

proximalis (PDP) (Weltzien et al., 2004). Se ha planteado que las diferentes células de la
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adenohipdfisis se comunican entre si a través de vias autocrinas, paracrinas y endocrinas.
Sin embargo, estudios en rata revelan una comunicaciéon paracrina directa entre las
diferentes células productoras de hormonas. Entre las vias moleculares que modulan las
interacciones entre las células gonadotropas y otros tipos celulares, se encuentran los
ligandos de los receptores de melanocortinas. Estudios de co-localizacién, han detectado
al MC3R en células que expresan lhb (Berruien, 2019). En ratones macho, la ablacion del
MC3R resultd en una reduccién significativa en el contenido hipofisiario de LH, FSH, GH y
prolactina, mientras que en hembras la disminucién resultd significativa solo para GH
(Dowejko, 2014). Ratones hembras MC4R KO muestran una disminucién en la secrecién
total y pulsatil de LH, involucrando una acciéon directa del MC4R sobre el eje HHG (Chen et
al., 2017). En el hipotalamo, aproximadamente el 70% de las neuronas GnRH son
activadas por a-MSH, por tanto la secrecién de LH podria ocurrir por la activaciéon
postsindptica directa del MC4R (Roa y Herbison, 2012). En la hipdfisis, de forma paracrina,
la a-MSH producida en el lébulo intermedio podria activar el MC4R localizado en las

células de la adenohipdfisis, modulando asi la secrecién de LH (Berruien, 2019)

Aunque el sistema a-MSH/MCA4R es conocido por su papel en la reproduccion de
mamiferos, la informacidn disponible es teledsteos es limitada. El patron de expresion del
MCA4R en teledsteos es mucho mas amplio en comparacién con los mamiferos (Yi et al.,
2018). En adicidn a la expresion central, el mc4r se expresa en tejidos periféricos como la
hipdfisis (Jangprai et al., 2011; Li et al., 2016a; Rao et al., 2019; Wei et al., 2013a; Zhang et
al., 2020). Este estudio muestra por primera vez la expresién del mc4r en los
gonadotropos de pez cebra, indicando un posible rol paracrino en la sintesis y liberacién
de gonadotropinas desde la adenohipdfisis. Estudios previos en esta especie, evidenciaron
la proyeccién de las neuronas hipotaldmicas a-MSH hacia la PDP (Zhang et al., 2012),
region donde se sintetizan muchas hormonas incluidas las gonadotropinas (FSH y LH). La
hipdfisis es el sitio de mayor expresiéon de POMC, donde se procesa posteriormente hacia
ACTH y a-MSH (Kalananthan et al., 2020). En medaka, el pomc se expresa
significativamente en la hipdfisis de machos adultos, donde algunas células expresan

conjuntamente fshb y pomca (Royan et al., 2021). Ademas, la expresién diferencial de
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pomc entre peces sexualmente inactivos y activos de trucha arcoiris, sugiere que algunos
de los productos derivados de su procesado estan involucrados en la reproducciéon

(Salbert et al., 1992).

Si bien el efecto directo de células lactotropas (productoras de prolactina (PRL)) y
somatotropas (secretoras de la hormona del crecimiento (GH)) sobre células
gonadotropas (sintetizadoras de gonadotropinas, FSH y LH) es sujeto de investigacion, se
ha demostrado que existe una estrecha proximidad anatémica entre células gonadotropas
y corticotropas (productoras de ACTH) (Mollard et al., 2012). En adicidén a esta asociacion
anatémica, en condiciones de estrés las células corticotropas pueden contribuir a la
regulacion de las funciones reproductivas a través de la activacion del eje hipotalamo-
hipdfisis-suprarrenal (HPA). Una vez que los corticotropos sintetizan ACTH, se activa la
produccién de glucocorticoides suprarrenales a través del MC2R. En la hipdfisis, los
glucocorticoides a través de su receptor, tienen un efecto directo sobre los gonadotropos
ya que reducen la expresion de /hb inducida por GnRH (Breen et al., 2012). Estos hallazgos
respaldan la implicacién del sistema de melanocortinas en la sintesis y liberacién de las

gonadotropinas desde la hipdfisis.

5.3.2. Relacion del sistema de melanocortinas en la expresion de gonadotrofinas en

sistema in vitro

A diferencia de los mamiferos, los teledsteos carecen de un sistema portal
hipotalamo-hipofisiario que transporte los reguladores neurohormonales desde el
hipotdlamo a la hipdfisis. En cambio, poseen un sistema en el que los axones
hipotaldmicos, como los de las neuronas GnRH, inervan directamente las células
endocrinas en la hipdfisis, a través de la neurohipdfisis (pars nervosa, PN)(Ball y Baker,
1969). La uniéon de la GnRH a los receptores de GnrH en las células gonadotropas, estimula
la sintesis y liberacion de LH y FSH. Una vez transportadas a las génadas por el torrente
sanguineo, desencadenan la esteroidogénesis gonadal y gametogénesis (Levavi-Sivan et
al., 2010). Medir el contenido de estas hormonas en la sangre, es poco practico en una

especie pequefia. Sin embargo, estimar la sintesis de mRNA en la hipéfisis nos permite
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estudiar la actividad de las gonadotropinas en especies relativamente pequefias (Shao,

2012)

Previamente se ha demostrado que los ligandos sintéticos del MC4R, tienen
propiedades farmacoldgicas similares en mamiferos y en peces (Cerda-Reverter et al.,
2003; Ringholm et al., 2002; Ringholm et al., 2003; Sanchez et al., 2009). Los farmacos
utilizados en los estudios in vitro, fueron testados previamente en células de rifidén
embrionario humano 293 (HEK 293) que expresan transitoriamente MCRs de pez cebra
(Guillot et al., 2016). Para entender de mejor manera el efecto de los péptidos de
melanocortinas, consideramos el sexo de los animales de experimentacién. De acuerdo a
nuestros resultados, existen diferencias en la regulacion de la expresién del tipo de
gonadotropina, dependencia del sexo y del péptido melanocortina (si es agonista o
antagonista) utilizado. El agonista quimico MTII regulé al alza la expresion de fshb en
hembras mientras que en machos parece reducir la expresién de fshb inducida por LHRH.
El antagonista ASIP, reguld la expresion de fshb en machos pero no tuvo efectos aparentes
en hembras. Sin embargo, tanto el agonista como el antagonista no tuvieron efecto en la
expresion de /hb. Estudios in vivo e in vitro en el pez pingo manchado (Scatophagus argus)
muestran que la activacion de mc4r aumenta la expresion de gnrh (en el hipotdlamo) y de
fshb y Ihb (en la hipdfisis) (Jiang et al., 2017). Cabe sefialar que el estudio con peces pingo
manchado fue realizado con ejemplares adultos pero no se especifica el sexo. De acuerdo
a nuestros resultados, el sexo es una variable a considerar en el disefio experimental, ya

gue existen diferencias por sexo en la expresidén de gonadotropinas.

Estudios previos sugieren que la activacién de los receptores de melanocortina
estimula la secrecién de gonadotropina en humanos (Reid et al., 1981) y ratas (Watanobe
et al, 1999). Por contra, otros estudios muestran que dicha activaciéon suprime la
secreciéon de LH (Khorram et al., 1984b; Scimonelli y Celis, 1990) en ratas. Estudios in vitro
muestran que el MC3R y el MC4R se expresan en la linea celular clonal GnRH, GT-7 (Khong
et al., 2001; Stanley et al., 2003). Esto sugiere que ambos receptores pueden estar
involucrados en la regulacién del eje hipotadlamo hipdfisis gonadal. El antagonista AGRP
aumenta significativamente los niveles de gonadotropinas y estimula la liberacién de
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GnRH desde explantes hipotalamicos (Stanley et al., 1999). Sin embargo, el blogueo
cronico de MC4R no afecta la liberacidon de LH en ratas macho (Raposinho et al., 2000).
Ademas, los ratones “knockout” para POMC (Yaswen et al., 1999), MC3R (Chen et al.,
2000a), MC4R (Huszar et al., 1997) y MC5R (Chen et al., 1997) son todos fértiles, lo que
sugiere que el sistema de melanocortinas no tiene efecto adverso sobre el eje
gonadotrépico. Se ha planteado que la falta de un tipo de receptor podria ser
parcialmente compensada por la funcién de sus paralogos, lo que resulta en un fenotipo
mas leve (Roa, 2013). En consecuencia, el bloqueo funcional de las vias de sefalizacién
para MC3R y MC4R, por sobreexpresion del antagonista enddgeno, el péptido relacionado
con aguti (AgRP), causa infertilidad en ratones (Granholm et al, 1986). Estos
controvertidos resultados pueden atribuirse a diferentes condiciones experimentales
como el tipo de cultivo (in vitro/ in vivo), el uso de diferentes animales modelo, el sexo y
los tipos de péptidos (selectivos/no selectivos). De este modo, el papel de los MCRs en la
regulacién de la secrecién de gonadotropinas sigue siendo controvertida. Sin embargo, la
expresion de MC4R en los gonadotropos y el efecto de los péptidos de melanocortinas en
la expresion de las gonadotropinas, ayuda a entender como el sistema de melanocortinas
participa en la regulacién de la reproduccién en peces y proporciona informacidn sobre la

funcidon del MC4R en vertebrados.
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6. Conclusiones

1 La disminucién de la actividad del sistema de melanocortinas inducida por la
sobreexpresion de asip1 retrasa significativamente el crecimiento temprano de los

animales transgénicos

2 Los peces asip1-Tg eclosionan mds grandes que su contrapartida WT, pero exhiben

un crecimiento reducido hasta completar el desarrollo gonadal.

3 Los efectos sobre el crecimiento de la sobreexpresién de asipl se observan
exclusivamente a partir de los 20mm lo que sugiere la existencia de un umbral de

talla en los efectos sobre el crecimiento.

4 El sistema de melanocortinas no es crucial para la determinacién de la aparicién de

la pubertad en el pez cebra.

5 Peces asipl1-Tg tienen una menor eficiencia reproductiva en comparacién con los
peces WT, lo que se refleja en una menor calidad del huevo y didmetro del vitelo,

un retraso en el tiempo de eclosién y el crecimiento larvario.

6 Receptores de melanocortinas, proteinas accesorias, agonistas y antagonistas se
expresan tanto en ovario como en testiculo, respaldando el papel del sistema de

melanocortinas en la fisiologia gonadal.

7 La expresion de mclr y mc4r en oocitos previtelogénicos y vitelogénicos y en

células germinales masculinas, evidencia que las melanocortinas pueden participar

directa o indirectamente en el control de la vitelogénesis y espermatogénesis.
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8 Los péptidos melanocortina pueden modular la sintesis de esteroides gonadales in

vitro.
9 La expresion de mc4r en gonadotropos y la modulaciéon de la sintesis de

gonadotropinas por los péptidos melanocortina sugiere un posible rol paracrino en

la sintesis y liberaciéon de hormonas reproductivas desde la adenohipéfisis.
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