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1.- LA HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROFINAS (GnRH)

1.1.- Isoformas de GnRH

Aunque está claramente establecido que el control de la reproducción depende

de la interacción de múltiples factores, esta regulación es ejercida principalmente por la
hormona liberadora de gonadotrofinas o GnRH (Schally et al., 1971; Figura 1). Como

su nombre indica, el decapéptido GnRH constituye el principal factor cerebral

implicado en la estimulación de la producción y secreción de las dos gonadotrofinas

hipofisarias, FSH y LH (Breton et al., 1972; Sherwood et al., 1993). Además, la GnRH
parece estar implicada en la modulación de las conductas sexuales y de anidamiento

(Muske y Moore, 1994; Yamamoto et al., 1995; 1997). Así, el esclarecimiento de la

organización de estos sistemas GnRH puede aportar valiosas informaciones que

favorezcan el conocimiento y el control del ciclo reproductivo.

Sin embargo, la GnRH no

constituye una única molécula,

sino que se corresponde con una

familia de decapéptidos que
mantienen una elevada

conservación estructural (Figura

2). De hecho, desde el
descubrimiento en 1971 de la

primera forma de GnRH en

mamíferos (mGnRH, Matsuo et

al., 1971), se ha descrito la
existencia de quince isoformas

diferentes de GnRH, a las cuales

se le ha asignado el nombre de las

especies en las cuales han sido
evidenciadas por primera vez.

Así, en los últimos treinta años se

han caracterizado y secuenciado

doce isoformas distintas de GnRH
en el cerebro de vertebrados, dos

en protocordados y una en

invertebrados, y es probable que este número siga en aumento (Figura 2). En

vertebrados se han descrito: dos GnRHs en un ciclóstomo, la lamprea (lGnRH-I  y
lGnRH-III; Sower et al., 1993); una GnRH en condrictios, en un tiburón (dfGnRH,
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Figura 1.- Eje cerebro-hipófisis-gónada y reproducción. La
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) representa
el principal factor neurohormonal en el control de la
liberación de gonadotrofinas.
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Lovejoy et al., 1992);

cinco GnRHs en peces

teleósteos, en el salmón

(sGnRH, Sherwood et al.,
1983), en el pez gato

(cfGnRH,Ngamvongchon

et al., 1992)  en la dorada

(sbGnRH,  Powell  et  al.,
1994), en  el arenque

(hrGnRH, Carosfeld et

al., 2000) y en medaka

(mdGnRH, Okubo et al.,
2000); dos formas de

GnRH en aves, ambas

descritas en el pollo (cGnRH-I, King y Millar, 1982a, Miyamoto et al., 1982; cGnRH-

II, King y Millar,1982b, Miyamoto et al., 1984); y dos GnRHs en mamíferos, puestas
de manifiesto en el cerdo (mGnRH; Matsuo et al., 1971; Burgus et al, 1972) y en el

cobaya (gpGnRH, Jiménez-Liñán et al., 1997). En protocordados se han descrito dos

formas de GnRH en tunicados, tGnRH-I y tGnRH-II (Powell et al., 1996).
Recientemente en un invertebrado, el pulpo, también se ha aislado y caracterizado una

molécula de 12 aminoácidos con estructura y funciones similares a la GnRH (Iwakoshi

et al., 2001). De estas 15 formas de GnRH, hasta 7 de ellas están presentes en el

cerebro de peces teleósteos: cGnRH-II, sGnRH, mGnRH, sbGnRH, cfGnRH, hrGnRH
y mdGnRH.

1.2.-  Síntesis de GnRH

La hormona liberadora de gonadotrofinas  se sintetiza en forma de un precursor
que recibe el nombre de prepro-GnRH. Además, los genes de las distintas formas de

GnRH presentan una estructura muy conservada a lo largo de la filogenia (Adelman et

al., 1986; Gothilf et al., 1996). Todos estos genes contienen información que codifica

para la síntesis de un péptido señal, el propio decapéptido GnRH, un tripéptido de
procesamiento y un péptido asociado a cada GnRH, denominado GAP (Figura 3). Del

análisis de su estructura y del estudio de su función, se ha deducido que tras la escisión

del péptido señal, el residuo de ácido glutámico del amino terminal de la GnRH se

cicla para producir ácido piroglutámico. Entonces el GnRH se separa del GAP al
escindirse de los aminoácidos dibásicos del sitio de procesamiento (Lys12-Arg13)

Figura 2.- Secuencias de las distintas isoformas del decapéptido
GnRH: doce en vertebrados, dos en protocordados y una en
invertebrados
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mediante la acción de

endopeptidasas y la

carboxipeptidasa E. El

grupo carboxi-terminal de
la molecula (Gly10-Gly11)

se modifica por acción de

la α-peptidil-glicina

monooxigenasa, que amida el grupo carboxi terminal (Gly10-NH2) del decapéptido ya

activo. A continuación, el GnRH y GAP se almacenan en gránulos de secreción hasta

ser secretados (Wetsel et al., 1991). Algunos estudios sugieren que el GAP inhibe la

secreción de prolactina (Nicolics et al., 1985) y estimula la liberación de
gonadotrofinas (Millar et al., 1986). No obstante, estas acciones no han sido

corroboradas (Seeburg et al., 1989) y actualmente se considera que la función del GAP

se limita a péptido de apoyo, y a proporcionar la estructura secundaria adecuada para el

procesamiento correcto del precursor de GnRH (Sherwood et al., 1994).

1.3.- Organización de los sistemas GnRH en teleósteos

En peces teleósteos, el patrón básico de distribución de las células GnRH ha

sugerido la existencia de dos sistemas principales: un sistema GnRH distribuido a lo
largo de la porción ventral del cerebro anterior (nervio terminal, telencéfalo ventral,

área preóptica e hipotálamo) y que expresa distintas formas de GnRH según las

especies (sGnRH, mGnRH, cfGnRH, sbGnRH, hrGnRH, mdGnRH); y otro sistema

GnRH en la transición entre el diencéfalo y el mesencéfalo (sinencéfalo), que expresa
de forma conservada cGnRH-II (Goos et al., 1985; Kah et al., 1986; Subheader y Rama

Krishna, 1988; Batten et al., 1990; Kah et al., 1991; Yamamoto et al., 1995; Rodríguez-

Gómez et al., 1999). La organización de estos sistemas se ha determinado

principalmente mediante técnicas inmunohistoquímicas usando anticuerpos más o
menos específicos dirigidos contra los propios decapéptidos GnRH. No obstante,

existen evidencias de que estos anticuerpos presentan reacción como consecuencia de

la alta homología existente entre los distintos decapéptidos (60-90%).

En la lubina, estudios previos basados en el uso de anticuerpos contra la forma

sGnRH mostraron la existencia de numerosas neuronas GnRH a lo largo de una

continuidad de fibras que se extendían desde los bulbos olfativos hasta la hipófisis

(Kah et al., 1991). Sin embargo, estos anticuerpos no pusieron de manifiesto las células
GnRH presentes en el sinencéfalo de la lubina (Kah et al., 1991). Estas células si

Péptido señal   GnRH CAS       GAP

3’5’

Figura 3.- Organización del cDNA del precursor de GnRH. Este
precursor  está constituido por un péptido señal, el decapéptido
GnRH, un péptido de procesamiento (CAS), y un péptido asociado a
la GnRH (GAP).
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fueron evidenciadas mediante el uso de anticuerpos contra la forma cGnRH-II, que

también reveló la presencia de fibras inmunoteñidas en la hipófisis (J.A. Muñoz-Cueto,

observación personal). En otras especies de teleósteos también se ha detectado una

inervación de fibras cGnRH-II en la hipófisis (Yu et al., 1988; Schulz et al., 1993;
Rodríguez-Gómez et al., 1999).

Recientemente, se ha demostrado que los peces del orden Perciformes expresan

tres formas distintas de GnRH en el cerebro: sGnRH, sbGnRH y cGnRH-II (Powell et

al., 1994; White et al., 1995; Senthilkumaran et al., 1999). Estas tres formas de GnRH
parecen tener una clara acción estimuladora sobre la liberación de gonadotrofinas

hipofisarias, siendo más potentes los efectos de las formas cGnRH-II y sGnRH

respecto a la forma sbGnRH (Zohar et al., 1995). Sin embargo, la forma sbGnRH

presenta unos niveles mucho más elevados en la hipófisis de perciformes, lo que hace
pensar que esta isoforma es la que desempeña de forma fisiológica las funciones

hipofisiotróficas (Powell et al., 1994; Holland et al., 1998; Rodríguez et al., 2000). Si

bien sus funciones no están del todo esclarecidas, las formas sGnRH y cGnRH-II

parecen desempeñar acciones neurotransmisoras, neuromoduladoras y/o conductuales
(Zohar et al., 1995; Fernald y White, 1999).

Además, los sistemas celulares que expresan estas tres formas de GnRH parecen

presentar una clara segregación anatómica en el cerebro (Gothilf et al. 1996; White y
Fernald, 1998a). Así, la expresión de la forma sGnRH tiene lugar en los bulbos

olfativos; las células del área preóptica expresan la forma sbGnRH; y por ultimo, la

forma cGnRH-II se expresa en células del núcleo de fascículo longitudinal medial del

sinencéfalo (Gothilf et al., 1996; Parhar, 1997, Ookura et al., 1999).

1.4.- Ontogenia de los sistemas GnRH

Basándose en esta segregación neuroanatómica y funcional, así como en

observaciones obtenidas durante el desarrollo ontogénico, se ha propuesto que los tres
sistemas GnRH que se expresan en el cerebro de perciformes se originan a partir de

distintos primordios embrionarios (Parhar, 1997, Ookura et al., 1999; Chiba et al.,

1999). Las neuronas que expresan sGnRH se desarrollarían a partir de la placoda

olfativa, mientras que las células sbGnRH y cGnRH-II lo harían desde primordios del
área preóptica basal y del mesencéfalo, respectivamente. Sin embargo, en otros

vertebrados como los anfibios, aves y mamíferos, todas las células GnRH del cerebro

anterior se desarrollan a partir de un mismo primordio en la placoda olfativa, mientras

que las células GnRH del cerebro medio se originan a partir de otro primordio en la
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zona germinal del tercer ventrículo (Schwanzel-Fukuda y Pfaff, 1989; Muske y Moore,

1990; Murakami et al., 1991,1992; Akutsu et al., 1992). En estos vertebrados, las

neuronas GnRH del cerebro anterior migran rostro-caudalmente desde la placoda

olfativa y adoptan posiciones finales desde los bulbos olfativos hasta la región
hipotalámica. Además de tener distintos orígenes embrionarios, las neuronas GnRH del

cerebro anterior y del sinencéfalo parecen mostrar diferencias en el patrón temporal de

expresión durante el desarrollo. Así, estudios inmunocitoquímicos llevados a cabo en la

rana toro, han puesto de manifiesto que las células GnRH del cerebro medio expresan
antes que las células del cerebro anterior (Muske y Moore, 1990). Sin embargo, en la

musaraña, el patrón de expresión es inverso, ya que las células GnRH del cerebro

anterior son de expresión más temprana (Gill et al., 1995).

En primates, también se ha descrito la  existencia de dos poblaciones distintas de
células GnRH en el cerebro anterior, ambas originadas en la placoda olfativa, pero que

difieren en el momento de iniciar su expresión (Quanbeck et al., 1997). Estas células

GnRH, que reciben el nombre de células "tempranas" y células "tardías", presentan

también diferencias en su morfología y distribución neuroanatómica: las neuronas
GnRH “tempranas” se extienden hasta la región preóptica mientras que las células

GnRH tardías alcanzan el hipotálamo basal (Quanbeck et al., 1997).

1.5.- Los receptores de la hormona liberadora de gonadotrofinas

La hormona liberadora de gonadotrofinas desencadena sus acciones

hipofisiotróficas tras unirse a receptores específicos presentes en la membrana de las

células gonadotropas adenohipofisarias (Conn, 1994). Si bien estos efectos se pusieron
de manifiesto hace más de dos décadas analizando las propiedades de unión de las

GnRHs nativas y/o de sus análogos (Marshal et al, 1976), aún hoy desconocemos

muchos aspectos sobre la interacción del receptor con su ligando, su regulación

fisiológica o su distribución en el cerebro e hipófisis de vertebrados. Así, el análisis de
las funciones, la distribución y los mecanismos moleculares que regulan la

transcripción de los receptores de GnRH se erigen como aspectos importantes para el

conocimiento de los sistemas GnRH (Kaiser et al., 1993; Norwitz et al., 1999).

Estos receptores de GnRH pertenecen a una superfamilia de receptores
acoplados a la proteína G y poseen una sola cadena polipeptídica con siete dominios

transmembrana hidrofóbicos separados por giros hidrófilos extra e intra-celulares de

extensión variable (Cobarnous, 1992; Figura 4). En mamíferos, la estructura del

receptor de GnRH es característica debido a la ausencia del dominio intracelular
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(Sealfon et al., 1997). La

interacción de la GnRH con su

receptor desencadena una

cascada de reacciones
intracelulares que se inicia con

la activación de la proteína G, y

conduce a la producción de

segundos mensajeros del tipo
del fosfatidil inositol, que

estimulan la síntesis y secreción

de las gonadotrofinas FSH y

LH.

Aunque los primeros

receptores de GnRH se

pusieron de manifiesto en la hipófisis, hoy resulta evidente que también se expresan en

tejidos extrahipofisarios y, especialmente, en el cerebro y las gónadas, reforzando la
idea de que estos decapéptidos no sólo ejercen acciones neuroendocrinas a nivel de la

hipófisis, sino que pueden actuar como neurotransmisores y/o neuromoduladores en el

cerebro, y como factores paracrinos en las gónadas (Marshall et al., 1976; Habibi et al.,
1987; Yu et al., 1998). Así, en mamíferos la presencia de sitios de unión a GnRH y/o

receptores de GnRH ha sido descrita en la hipófisis (Marshall et al., 1976), cerebro

(Marshall et al., 1976; Jennes y Conn, 1994), gónada (Hsueh y Schaeffer, 1985; Kogo

et al., 1995; Bull et al., 2000), placenta (Currie et al., 1981; Wolfahrt et al., 1998), timo
(Marchetti et al., 1989), plasma (Chan y Chaplin, 1985), hígado, músculo cardíaco,

bazo, pulmón (Marshall et al., 1976) o vesícula gástrica (Huang et al., 2001). En

ciclóstomos y peces existen receptores de alta afinidad para la GnRH en la hipófisis

(Habibi et al., 1987; Crim et al., 1988; Andersson et al., 1989; Habibi y Peter, 1991;
Weil et al., 1992; Pagelson y Zohar, 1992; Knox et al., 1994; Yu et al., 1998), y de

forma particular en las células gonadotropas y somatotropas (Cook et al., 1991), pero

también en tejidos extrahipofisarios como el cerebro, gónada, hígado y riñón (Patti y

Habibi, 1993; Habibi y Pati, 1993; Yu et al., 1998).

El notable desarrollo de las técnicas moleculares permitió, al inicio de los años

noventa, la clonación, secuenciación y expresión del primer receptor de GnRH en

humanos (Kakar et al., 1992; Sealfon et al., 1997). Posteriormente, se han clonado los

cDNAs de diversos receptores funcionales de GnRH en otras especies de mamíferos
(Tsutsumi et al., 1992; Reinhart et al., 1992). En los últimos años, también se han
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Figura 4.- Estructura característica del receptor de GnRH.
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clonado y caracterizado los cDNAs de distintos receptores de GnRH presentes en peces

tales como el barbo (Tensen et al., 1997), la carpa dorada (Illing et al., 1999), la lubina

americana (Alok et al., 2000), la trucha arco iris (Madigou et al., 2000) o

Haplochromis burtoni (Robison et al., 2001). La disponibilidad de estas herramientas
moleculares ha permitido localizar las células que expresan estos receptores de GnRH

en el cerebro y la hipófisis mediante técnicas de hibridación in situ (Eidne et al., 1992;

Jennes et al., 1994; Troskie et al., 2000; Madigou et al., 2000). Estudios recientes han

puesto de manifiesto que al igual que se expresan 3 formas distintas de GnRH, en
algunos vertebrados también se expresan al menos 3 receptores de GnRH diferentes

(Troskie et al., 1998; Troskie et al., 2000; Wang et al., 2001). Estos descubrimientos

sugieren que ha existido una evolución conjunta de las GnRHs y sus receptores, y que

posiblemente, existe una especialización funcional y topografica en el establecimiento
de sus interacciones.

Diferentes estudios han mostrado la existencia de variaciones en el número de

receptores de GnRH hipofisarios a lo largo del ciclo reproductivo (Habibi y Peter,

1991). Asimismo, la capacidad y/o expresión de los receptores de GnRH puede verse
alterada por el entorno endocrino, y en concreto por la gonadectomía (Marian et al.,

1981), el tratamiento con GnRH (Omeljaniuk et al., 1989; Kaiser et al., 1993),

dopamina (De Leeuw et al., 1988; De Leeuw et al., 1989) y esteroides gonadales
(Trudeau et al., 1993; Seong et al., 1998). Estos aspectos serán discutidos

posteriormente.

2.- SISTEMAS GnRH EN PERCIFORMES: UN ANÁLISIS COMPARATIVO

2.1.- Antecedentes

En los últimos años, en el marco de un proyecto europeo en el que los autores

han participado, se han clonado los cDNAs completos que codifican para las tres

formas de GnRH presentes en el cerebro de la lubina, sGnRH, sbGnRH y cGnRH-II
(Zmora et al., en prensa), proporcionando información precisa sobre la estructura

molecular de cada precursor (preproGnRH) en esta especie. Como en otros casos, el

cDNA de estos precursores contiene secuencias que codifican para la síntesis de un

péptido señal, el decapéptido GnRH, un tripéptido de procesamiento y un péptido
asociado a la GnRH o GAP. Estas secuencias GAP representan herramientas muy

valiosas para estudios de hibridación in situ, ya que permiten generar ribosondas más

largas y con una menor homología en relación con las secuencias que codifican para

los propios decapéptidos GnRH (Figura 5).
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Previamente,  se ha

puesto de manifiesto que la

distribución cerebral de las

células immunoreactivas
para cada GnRH coincide

con la distribución de las

células immunoreactivas

para su GAP asociado
(Ronchi et al., 1992;

Polkowska y Przekop,

1993). Por ello, y con

objeto de evitar los
problemas de reactividad

cruzada asociada al uso de

anticuerpos contra los

decapéptidos GnRH, en el
marco de este mismo proyecto europeo se han generado anticuerpos específicos contra

péptidos recombinantes de cada GAP, anti-sGAP, anti-sbGAP y anti-cIIGAP.

Asimismo, se ha llevado a cabo la clonación del receptor de GnRH en la lubina (T.
Madigou, E. Mañanós, O. Kah, en preparación), y hemos desarrollado en nuestro

laboratorio atlas citoarquitectónicos del cerebro de la lubina a lo largo del desarrollo

(D. González-Martínez y J.A. Muñoz Cueto,  en preparación) y en individuos adultos

(Cerdá-Reverter et al., 2001a, 2001b). Todas estas herramientas moleculares y
neuroanatómicas han proporcionado el soporte metodológico y científico necesario

para profundizar en el conocimiento de los sistemas GnRH que se expresan en el

cerebro de la lubina (sGnRH, sbGnRH y cGnRH-II) y esclarecer las funciones de las

distintas formas de GnRH en el control del ciclo reproductivo y de otros procesos
fisiológicos.

Para ello, en nuestro laboratorio hemos realizado una serie de estudios

encaminados a determinar:

1.- la localización precisa de los distintos sistemas GnRH (sGnRH, sbGnRH y cGnRH-
II) en el cerebro y la hipófisis de lubinas adultas mediante técnicas de hibridación in

situ e inmunohistoquímica.

2.- la expresión de los distintos sistemas GnRH (sGnRH, sbGnRH y cGnRH-II) en el

cerebro y la hipófisis durante el desarrollo ontogénico de la lubina mediante técnicas de
hibridación in situ e inmunohistoquímica.

sGAPcDNA 1 GGGAAGAGAAGUGUGGGAGAGCUA----GAGGCA--
--ACCAUCAGGAUGAUGGGUACAGGAGAAGUGGUGUCUCUUCCUGAA
GAGGC---GAGUGCCCA-A-ACCCAAGAGAGACUUAGACCAUACA—
AUGUAAUUAAUGAUGAUUCCAGUCAUUUUGACCGAAAAAAGAGGUUC
CCU----AACAAAUGA 174

sbGAPcDNA 1 GGGAAGAGGGA-ACUGGACGGCCUCUCCGAGACAC
CAAUCAGAUAGUCGGGAGCUUCCCACACGUGGCGACGCCCUGCAGAG
UUUUAGGUUGUGCAGAGGAAUCACCUUUCCCCAAAAUAUACAGAAUG
AAAGGAUUCCUUGACGCAGUCACUGACAGGGAGAACGGAAAUCGAAC
UUACAAGAAAUGA 192

cIIGAPcDNA 1 GGCAAGAGGGA-GCUGGACU-CUU----UUGGCA
------CUUCAGAGAUUUCGGAGGAG AUUAAGCUGUGUGAGG-CAG
GAGAAUGC---AGCUAUUUG-AGACCCCAGAGGAG----GAGUGUUC
------UGAGAAAU-AUCAUUCUGGAUGCCUUAGCC—AGAGAGCUCC
AGAAG----AGGAAGUGA 159

Figura 5.- Secuencias nucleotídicas de las regiones que codifican los
distintos péptidos asociados a cada GnRH (GAP) en la lubina:
sGAP, sbGAP y cII GAP.  Estas secuencias fueron usadas para la
síntesis de ribosondas específicas.
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3.- la localización de receptores y sitios de unión a GnRH en el cerebro, hipófisis y

tejidos somáticos de la lubina y la dorada mediante técnicas de hibridación in situ y

autorradiografía.

2.2.- Localización de los sistemas GnRH en cerebro e hipófisis de lubinas adultas

En primer lugar, abordamos la localización de las células que expresan cada una

de las tres formas de GnRH presentes en el cerebro de la lubina, Dicentrarchus labrax,

usando ribosondas y anticuerpos específicos dirigidos contra los péptidos asociados a
cada GnRH (GAP): GAP de salmón (sGAP), GAP de dorada (sbGAP) y GAP-II de

pollo. Los resultados obtenidos demostraron que, en la lubina, cada GAP y su

correspondiente decapéptido GnRH se co-expresaban en las mismas células, como

había sido descrito previamente en mamíferos (Ronchi et al., 1992; Polkowska y
Przekop, 1993).  Estos resultados confirman la utilidad de estas herramientas para

localizar de forma específica los distintos sistemas GnRH, soslayando los problemas de

reactividad cruzada de las ribosondas y anticuerpos generados contra los propios

decapéptidos GnRH. Los resultados obtenidos acerca de la distribución cerebral precisa
de las células que expresan las formas sGnRH, sbGnRH y cGnRH-II en la lubina,

fueron plenamente coincidentes usando técnicas de hibridación in situ y de

inmunohistoquímica. Así, las células sGnRH se expresaban predominantemente en los
bulbos olfativos; las células que expresaban sbGnRH se localizaron principalmente en

el telencéfalo ventral y el área preóptica; y  las células cGnRH-II se circunscribían al

sinencéfalo dorsal (González-Martínez et al., 2001, González-Martínez, en revisión).

Resultados similares se han descrito en otras especies de peces perciformes (Powell et
al., 1994; White et al., 1995; Gothilf et al., 1996). Sin embargo, en este estudio tambien

demostramos, por primera vez en peces perciformes, la colocalización de las formas

sGnRH y sbGnRH en distintas áreas del cerebro anterior y, en concreto, en el bulbo

olfativo, el telencéfalo ventral y el área preóptica. Este solapamiento en la expresión no
fue consecuencia de la reactividad cruzada de las ribosondas o anticuerpos utilizados,

ya que las secuencias de nucleótidos y aminoácidos contra los que iban dirigidos tenían

un porcentaje de identidad reducido y los controles llevados a cabo atestiguaban la

especifidad de las reacciones. Además, aunque esta coexpresión tenía lugar en las
mismas áreas cerebrales, las formas sGnRH y sbGnRH no se coexpresaban en las

mismas células. Por ejemplo, las células que expresaban sbGnRH en los bulbos

olfativos eran más pequeñas y aparecían más débilmente inmunoteñidas que aquellas

que expresaban la forma sGnRH en la misma zona. Además, en el hipotálamo se
detectaron exclusivamente células sbGnRH y no aparecían células sGnRH.
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La especificidad de los anticuerpos utilizados también fue corroborada mediante

análisis de Dot-Blot, utilizando como antígenos los péptidos GAPs recombinantes

frente a los cuales se generaron los anticuerpos.

Este solapamiento en la distribución de las células sGnRH y sbGnRH en el
cerebro anterior de la lubina, observado tanto con hibridación in situ como por

inmunohistoquímica (González-Martínez et al., 2001; González-Martínez; en revisión),

está en discrepancia con estudios previos en perciformes, que muestran una clara

segregación neuroanatómica de los distintos sistemas de GnRH: las células sGnRH se
distribuyen en los bulbos olfativos y la región del nervio terminal,  las células sbGnRH

en el área preóptica, y las células cGnRH-II en el núcleo del fascículo longitudinal

medial (White et al., 1995; Gothilf et al., 1996; Okuzawa et al., 1997; White y Fernald,

1998a; Parhar et al., 1998). En la lubina, existe un gradiente inverso en la expresión de
las formas sGnRH y sbGnRH en el cerebro anterior. Así, la expresión y el número de

células sGnRH era mayor en el bulbo olfativo que en el telencéfalo ventral o el área

preóptica, y a la inversa, la expresión y el número de células sbGnRH era mayor en el

área preóptica que en la región olfativa. De esta forma, las células sGnRH del área
preóptica y las células sbGnRH de los bulbos olfativos resultaban poco evidentes, y en

la mayoría de los casos eran sólo visibles en una o dos secciones histológicas

consecutivas, lo que dificulta su identificación. Por ello, resulta posible que estas
células sGnRH del área preóptica y las células sbGnRH de los bulbos olfativos también

esten presentes en el cerebro de otros perciformes pero aún no han sido puestas de

manifiesto.

Además, en nuestro laboratorio hemos obtenido por primera vez en vertebrados,
una información detallada e inequívoca sobre la distribución de las fibras

inmunoreactivas para tres formas distintas de GnRH expresadas en el cerebro de un

organismo, utilizando anticuerpos específicos contra las distintas GAPs. Esta

información puede contribuir de manera relevante al esclarecimiento de las funciones
precisas de estas distintas formas de GnRH. Así, las fibras sGnRH-GAP se observaron

principalmente en el cerebro anterior (bulbos olfativos, telencéfalo ventral, área

preóptica periventricular, hipotálamo, tálamo ventral, área pretectal), aunque tambien

se observó una importante inervación sGnRH-GAP en el tegmento dorsal, techo óptico
y rombencéfalo ventral. A su vez, las fibras sbGnRH-GAP sólo fueron evidentes en la

superficie ventral del cerebro anterior, asociadas al telencéfalo ventral, área preóptica e

hipotálamo, y discurriendo hacia la hipófisis. En cambio, los axones cGnRH-II-GAP

estaban distribuidos por todo el cerebro de la lubina, siendo especialmente relevantes
en el telencéfalo dorsal y ventral, área preóptica e hipotálamo periventricular, tálamo,
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área pretectal, tubérculo posterior, techo y tegmento del mesencéfalo, cerebelo, y

rombencéfalo. Ciertos autores han propuesto que la forma sGnRH podría estar

implicada en la coordinación de los sistemas sensoriales y motivacionales, que la forma

cGnRH-II podría modular la actividad motora en el contexto de la reproducción,
mientras que la forma sbGnRH estaría especializada en la liberación de gonadotrofinas

hipofisarias (White et al., 1995). En este contexto, los resultados obtenidos en nuestro

laboratorio podrían apoyar estas consideraciones,  ya que las fibras sGAP son muy

abundantes en áreas sensoriales visuales y gustativas, las fibras cIIGAP inervan de
forma profusa la médula espinal y representan las únicas fibras GnRH presentes en el

cerebelo, mientras que los axones sbGAP constituyen la fuente principal de GnRH en

la hipófisis de la lubina.

Las fibras sbGnRH llegaban a la pars distal proximal y al borde de la pars
intermedia de la adenohipófisis, dónde también se encuentran las células gonadotropas

y los receptores de GnRH. Este resultado corrobora las evidencias fisiológicas que

muestran el papel preponderante de la forma sbGnRH en la estimulación de la

secreción de gonadotrofinas en perciformes (Powell et al., 1994; Zohar et al., 1995;
Gothilf et al., 1996, 1997; Yamomoto et al., 1997, Holland et al., 1998, Senthilkumaran

et al., 1999; Rodríguez et al., 2000).

Sin embargo, la isoforma sbGnRH no representa la única GnRH hipofisiotrófica
en la lubina. Los resultados inmunohistoquímicos demuestran que los axones sGnRH-

GAP también alcanzan la hipófisis de la lubina, si bien esta inervación es

sensiblemente menor en comparación con la inervación sbGnRH-GAP. Estos

resultados están en consonancia con los obtenidos por Rodríguez y colaboradores
(2000), que detectaron en la hipófisis de la lubina unos niveles de sGnRH 17 veces más

bajos respecto a los niveles de sbGnRH. La presencia de la forma sGnRH en la

hipófisis de la lubina podría relacionarse con una regulación directa de esta GnRH

sobre la actividad de las células gonadotropas, aunque tambien es posible que estos
efectos se ejerzan sobre otras células adenohipofisarias. Al menos en otras especies de

teleósteos, se ha descrito un efecto estimulador de la forma sGnRH sobre la liberación

de hormona de crecimiento (Marchant et al., 1989) y prolactina (Weber et al., 1997).

En cambio, no se detectaron fibras cIIGAP en la hipófisis de la lubina, lo que
sugiere que el posible papel de la forma cGnRH-II en el control de la reproducción no

implica una acción directa de esta hormona sobre las células gonadotropas, al menos en

esta especie. En consonancia con nuestros resultados, tampoco se encontraron fibras

inmunoreactivas frente a un anticuerpo específico contra la forma cIIGAP en la
hipófisis del pez gato (Zandbergen et al., 1995), ni fibras cGnRH-II en la hipófisis de
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otras especies de teleósteos a pesar de la presencia de cuerpos celulares cGnRH-II en el

sinencéfalo dorsal (Amano et al., 1991; Montero et al., 1994; Millar y King, 1994). Sin

embargo, existen evidencias que sugieren una implicación de la forma cGnRH-II en la

reproducción. Así, estudios recientes han descrito la expresión de cGnRH-II en las
gónadas (Yu et al., 1998; von Schalburg et al., 1999; Nabissi et al., 2000) y un posible

papel de esta neurohormona en la conducta sexual (Muske y Moore, 1994; Muske,

1993). Asimismo, las células cGnRH-II parecen sensibles, bien de forma directa o

indirecta, a los efectos retroalimentadores de los esteroides sexuales (Montero et al.,
1994; Rissman y Li, 1998). No obstante, la presión selectiva sobre la estructura de la

cGnRH-II y su sorprendente conservación en la escala filogenética, así como la

presencia de una importante inervación cGnRH-II en el cerebro, refuerzan la idea de

que, además de su papel en la reproducción, esta neurohormona pudiera tener otras
funciones más importantes como neurotransmisor, neuromodulador y/u hormona

autocrina/paracrina en tejidos periféricos (White et al., 1998; Yu et al., 1998).

En la lubina, un estudio inmunocitoquímico previo utilizando anticuerpos frente

a la forma sGnRH mostró la presencia de fibras varicosas sGnRH-inmunoreactivas que
contactaban o circundaban cuerpos celulares y dendritas GnRH-inmunopositivas (Kah

et al., 1991). Estas evidencias  hacen pensar en la existencia de conexiones entre

diferentes grupos celulares GnRH y sugieren una coordinación en la actividad de estas
poblaciones neuronales (Kah et al., 1991). Observaciones similares se desprenden de

nuestros estudios morfofuncionales,  en los que hemos podido comprobar cómo células

y fibras sGnRH y sbGnRH coexisten en las mismas áreas del cerebro y parecen

establecer contactos. Estos contactos resultan especialmente sugerentes en los bulbos
olfativos de la lubina, dónde las fibras varicosas sbGAP aparecen rodeando a células

ganglionares del nervio terminal, que expresan sGAP. En mamíferos, está bien

documentada la presencia de terminales axónicos GnRH haciendo sinapsis en otras

células GnRH (Leranth et al., 1985; Witkin y Silverman, 1985; Witkin, 1999). Aunque
resultan necesarios estudios ultrastructurales para confirmar la existencia de

conexiones sinápticas entre las diferentes células GnRH en el cerebro de la lubina, las

evidencias obtenidas en nuestro laboratorio pueden apoyar esta hipótesis. Queda por

determinar si tales interacciones representan alguna forma de modular la actividad de
otras células GnRH, o de sincronizar las actividades de diferentes poblaciones celulares

GnRH. No obstante, el solapamiento en la expresión de las formas sGnRH y sbGnRH

en las mismas regiones, incluída el área preóptica, la coexistencia de fibras sGnRH y

sbGnRH en la pars distal proximal de la hipófisis de la lubina, y la presumible
existencia de interacciones directas entre ambas poblaciones GnRH, sugiere que los
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sistemas sGnRH y sbGnRH cooperan íntimamente en la sincronización de distintos

eventos relacionados con el desarrollo y/o la reproducción.

2.3.- Desarrollo ontogénico de los sistemas GnRH en el cerebro y la hipófisis de la
lubina

El estudio ontogénico llevado a cabo en la lubina tanto por hibridación in situ

como por inmunohistoquímica, reveló por primera vez en teleósteos, y tal como

sugerían los estudios en adultos, que los dos sistemas GnRH del cerebro anterior
(sGnRH y sbGnRH) se desarrollaban desde un primordio común en la región olfativa,

mientras que las células cGnRH-II se originaban a partir de un primordio sinencefálico.

Estos resultados difieren respecto a los obtenidos en la mayoría de los estudios

realizados en peces perciformes (Gothilf et al., 1996; Parhar, 1997;  Okuzawa et al.,
1997; White y Fernald, 1998b; Parhar et al., 1998, Ookura et al., 1999). Como se ha

referido anteriormente, estos estudios  reflejaban la existencia de una segregación

neuroanatómica en la expresión de las células sGnRH, sbGnRH y cGnRH-II, y

sugerían que las neuronas sGnRH se diferenciaban a partir de la placoda olfativa,
mientras que las células sbGnRH lo hacían desde un primordio del área preóptica. Sin

embargo, nuestros resultados están en consonancia con los obtenidos en anfibios, aves

y mamíferos, en los que todas las neuronas GnRH del cerebro anterior, que se
distribuyen en el adulto desde los bulbos olfativos hasta el hipotálamo, tienen un origen

embrionario común en un primordio de la placoda olfativa (Schwanzel-Fukuda y Pfaff,

1989; Wray et al., 1989; Murakami et al., 1992; Muske, 1993; Muske y Moore,

1994a,b; Norgren y Gao, 1994; Schwanzel-Fukuda., 1999). El nervio terminal parece
desarrollar un papel decisivo en el establecimiento de estas rutas migratorias que guían

a las neuronas GnRH desde el primordio olfativo hacia posiciones más caudales en el

cerebro anterior (Schwanzel-Fukuda y Pfaff, 1989). En este sentido, resulta interesante

reflejar que las células que expresan sbGnRH en la lubina, tanto en individuos adultos
como en desarrollo, se extienden desde el bulbo olfativo hasta el hipotálamo, a través

del telencéfalo ventral, siguiendo el curso de las fibras del nervio terminal. Además,

resulta poco probable que las células sbGnRH de la lubina se originen en un primordio

del área preóptica, porque eso significaría que siguen dos cursos migratorios opuestos:
un curso rostral hacia el telencéfalo ventral y el bulbo olfativo, y un curso caudal hacia

el hipotálamo ventrolateral. Además, en el caso de que las células sbGnRH de la lubina

estuviesen originadas en un primordio preóptico, como se ha propuesto en otros

perciformes (Parhar, 1997; Okuzawa et al., 1997, Parhar et al., 1998), sería de esperar
la presencia de células que expresasen sbGnRH en el área preóptica a los 26-30 días
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después de la eclosión, cuando aparecen las primeras células positivas sbGnRH en la

región olfativa. Sin embargo, las primeras células sbGnRH localizadas en el área

preóptica no se detectaron hasta el día 45 después de la eclosión y la expresión

ontogénica indica una clara secuencia rostro-caudal en el curso de estas células.

La expresión de las células sGnRH en la lubina precede a la expresión de las

células sbGnRH, de forma que las primeras resultan ya evidentes a los 7 días despues

de la eclosión, mientras que las segundas no se detectan hasta el día 26-30 tras la

eclosión. Así, la expresión de ARNm del precursor de sGnRH es aparente al principio
del curso migratorio de estas células, en la propia placoda olfativa, y en el nervio

olfativo, por lo que se podrían considerar células de expresión temprana. En cambio,

las células sbGnRH permanecen silentes, migran con posterioridad y/o expresan en

menor medida durante las primeras etapas de su recorrido desde el primordio olfativo,
representando células de expresión más tardía.  Curiosamente, estas observaciones

coinciden con resultados obtenidos en primates, mediante técnicas inmunocitoquímicas

(Quanbeck et al., 1997). En este estudio llevado a cabo en el mono rhesus, se puso de

manifiesto la existencia de dos poblaciones de células GnRH que migraban desde la
placoda olfativa, llamadas células "tempranas" y "tardías", porque presentaban patrones

de expresión temporal de GnRH distintos, así como  diferentes morfologías y

distribuciones neuroanatómicas. Las neuronas GnRH tempranas se extendían hasta la
región preóptica y las células GnRH tardías alcanzaban el hipotálamo basal (Quanbeck

et al., 1997). Estas evidencias sugieren que los sistemas GnRH de grupos tan distantes

en la escala filogenética como teleósteos y mamíferos, puedan estar más relacionados

de lo que actualmente se considera. En este sentido, estudios recientes llevados a cabo
en mamíferos, incluidos los humanos, indican que además de las formas mGnRH y

cGnRH-II, éstos expresan una tercera isoforma de GnRH, que parece corresponderse

con la forma sGnRH y que está colocalizada en las mismas regiones que las células

mGnRH (Lescheid et al., 1997; Montaner et al., 1998, 1999; Urbanski et al., 1999;
Yahalom et al., 1999).

Los decapéptidos sGnRH y sbGnRH sólo difieren en los residuos aminoacídicos

situados en las posiciones 7 y 8. Esta gran homología a nivel de aminoácidos, el origen

embrionario común de ambas poblaciones celulares y su colocalización en las mismas
áreas del cerebro anterior, así como la naturaleza hipofisiotrófica de ambas formas de

GnRH, refuerzan considerablemente la hipótesis de que las isoformas sGnRH y

sbGnRH se han originado procesos de duplicación y mutación a partir de un gen

ancestral común. Estos procesos de duplicación y mutación que dieron lugar a la
aparición de una segunda forma de GnRH en el cerebro anterior, parecen haber
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ocurrido con posterioridad al proceso de duplicación génica que separó la forma

original del cerebro anterior de la forma sinencefálica, que en todos los vertebrados se

corresponde con la forma cGnRH-II, y que representa, por tanto, la forma de GnRH

más conservada a lo largo de la escala filogenética. Más tarde, como un carácter
apomórfico (derivado evolutivamente) de perciformes, el segundo sistema GnRH del

cerebro anterior pudo haber perdido progresivamente sus proyecciones y funciones en

el cerebro, especializándose en el control de la secreción de gonadotrofinas y del

proceso reproductivo. Como dijimos anteriormente, durante la ontogenia de la lubina,
la forma sbGnRH representa la GnRH de aparición más tardía, ya que no se detecta la

expresión de su ARNm o del péptido hasta el día 26-30 después de la eclosión. En la

lubina, las primeras células primordiales de la gónada no son visibles hasta la cuarta

semana, los primeros indicios de la cresta genital no se observan hasta el día 43
después de la eclosión y la gónada permanece indiferenciada hasta los 11 meses

(Roblin y Brusle, 1983). Además, las células gonadotropas no resultan evidentes en la

hipófisis de la lubina durante los primeros 26 días después de la eclosión (Cambré et

al., 1990). Por tanto, esta expresión retardada de la forma sbGnRH sugiere que las
funciones de esta neurohormona no son demasiado relevantes en el desarrollo

temprano, aunque si parecen serlo en la organización y establecimiento del eje cerebro-

hipófisis-gónada y del sistema reproductivo. En cambio, la forma sGnRH parece
desempeñar un importante papel neuromodulador durante el desarrollo del sistema

nervioso y de los sistemas neuroendocrinos  ya que su expresión en la lubina se inicia

en fases muy tempranas. Así, las células de prolactina empiezan a ser detectables en la

hipófisis de la lubina entre los días 9 y 15 después de la eclosión (Cambré et al., 1990),
dos días después de que las primeras células sGnRH comiencen su expresión, según los

resultados ontogénicos que hemos obtenido. Curiosamente, la forma sGnRH constituye

un factor liberador de la secreción de prolactina en Oreochromis mossambicus, otro

teleósteo perciforme (Weber et al., 1997).

De acuerdo con las evidencias obtenidas en peces, anfibios, aves y mamíferos

(Mikami et al., 1988; Muske y Moore, 1990; Muske, 1993; Dellovade et al., 1993;

Northcutt y Muske, 1994; Kasten, 1996; Parhar, 1997; Parhar et al., 1998; Ookura et

al., 1999), las células cGnRH-II de la lubina, no tienen su origen embrionario en la
placoda olfativa sino en la zona germinal del tercer ventrículo, en la transición entre el

diencéfalo y el mesencéfalo. Como se comentó anteriormente, se ha sugerido que esta

forma de GnRH no está implicada tanto en el control de la reproducción como en

funciones neuromoduladoras y/o neurotransmisoras. En este contexto, nuestros
estudios ontogénicos revelan que la expresión de cGnRH-II se da en etapas tempranas
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del desarrollo, 4 días después de la eclosión, mucho antes de la diferenciación de las

células gonadotropas y de la gónadas (Roblin y Brusle, 1983; Cambré et al., 1990) y

del establecimiento de un eje cerebro-hipófisis-gónada funcional. Asimismo, la

inervación de fibras cGnRH-II, que resulta muy abundante en el cerebro de la lubina,
se establece muy pronto durante el desarrollo ontogénico.

3.- RECEPTORES DE GnRH EN PERCIFORMES

La expresión de al menos tres formas de GnRH en una misma especie se asoció
inmediatamente a la posible existencia de múltiples receptores de GnRH.

Recientemente, se ha puesto de manifiesto que en la carpa dorada se expresan dos

subtipos diferentes de receptor de GnRH (Illing et al., 1999), y en varias clases

vertebrados parecen expresarse tres receptores distintos de GnRH (Troskie et al., 1998;
Wang et al., 2001). La discriminación de la potencia relativa de las distintas formas de

GnRH en la inducción de la secreción de gonadotrofinas representa una valiosa

información para entender la función de cada isoforma. No obstante, el conocimiento

de la distribución de las fibras que contienen cada una de las distintas formas de
GnRH, así como su relación con la localización tisular de los receptores de GnRH,

representa también una información crucial ya que la accesibilidad de una determinada

forma de GnRH a su receptor constituye un paso crítico para que se desencadenen las
respuestas fisiológicas apropiadas. Así, resulta reseñable que la potencia de la forma

sbGnRH en la inducción de la secreción de gonadotrofinas (Zohar et al., 1995) o de

prolactina (Weber et al., 1997) sea mucho menor comparada con la potencia de las

formas cGnRH-II o sGnRH. Sin embargo, los niveles fisiológicos de la forma sbGnRH
son sensiblemente superiores en la hipófisis de perciformes, y pueden  suplir esta

“falta” de bioactividad. Además, de poco serviría la elevada potencia biológica en la

inducción de la secreción de gonadotrofinas de isoformas como la cGnRH-II, si estas

neurohormonas no resultan accesibles a las células gonadotropas, como parece suceder
en la lubina, en la que no encontramos fibras cGnRH-II en la hipófisis. La menor

potencia biológica de la forma fisiológicamente activa de GnRH (sbGnRH) podría

también estar relacionada con una mayor sensibilidad a la degradación enzimática, y

por tanto con una reducción en su vida media en el torrente circulatorio.  No obstante,
esta actividad biológica disminuida puede ser consecuencia de una menor afinidad en

la unión de esta forma de GnRH con el receptor, como consecuencia de una

emergencia filogenética relativamente reciente.
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3.1.- Receptores de GnRH en el cerebro y la hipófisis de la lubina

En esta dirección, parte de los esfuerzos de nuestro laboratorio se han centrado

en estudiar la expresión de los receptores de GnRH el cerebro y la hipófisis de la

lubina. Para ello, hemos empleado ribosondas específicas obtenidas a partir del ADN
complementario de un receptor de GnRH clonado en esta misma especie (T. Madigou,

E. Mañanós, O. Kah, en preparación). La expresión de este receptor de GnRH (GnRH-

R) fue especialmente evidente en la hipófisis de la lubina pero también en el

telencéfalo ventral, en los núcleos parvocelular, magnocelular y anterior periventricular
del área preóptica, en la epífisis, en el núcleo ventromedial del tálamo, en el núcleo del

receso lateral y en el núcleo lateral tuberal del hipotálamo.

En la hipófisis, el marcaje aparecía restringido a la pars distal proximal (PPD), y

al borde externo de la pars intermedia. Estas regiones de la hipófisis se caracterizan por
la presencia de células gonadotropas (Rendón et al., 1997) que, en otros teleósteos,

también expresan receptores de GnRH (Cook et al., 1991). En el estudio cualitativo y

cuantitativo que realizamos posteriormente, pudimos determinar que la expresión

hipofisaria del GnRH-R era más elevada en Noviembre (vitelogénesis final) que en
Diciembre (maduración), Febrero (puesta) o Mayo (post-puesta/reposo). Curiosamente,

en machos de lubina se ha descrito una elevación significativa de los niveles sbGnRH

en el mes de noviembre, que parece responsable del pico en los niveles de GTH-2
plasmática que se observa justo un mes después, en diciembre (Rodríguez et al., 2000).

De esta forma, la elevación en los niveles de sbGnRH parece coincidir con el momento

del año en el que la expresión del GnRH-R en la hipófisis es más elevada, y ambos

fenómenos parecen responsables de la estimulación de la secreción de gonadotrofinas
que tiene lugar inmediatamente después. Tomados en conjunto, estos resultados

sugieren que el receptor de GnRH que estamos estudiando en la lubina es un receptor

directamente implicado en la secreción de gonadotrofinas y que su expresión se

encuentra sometida a una regulación positiva por sbGnRH. En otras especies de peces,
se ha mostrado también que el número de receptores de GnRH hipofisarios varía a lo

largo del ciclo reproductivo, presentando un máximo en las fases finales de maduración

gonadal (Habibi y Peter, 1991). Asimismo, existen evidencias que demuestran que la

GnRH induce la expresión de su propio receptor. De hecho, en la rata, la
administración de bajas concentraciones de GnRH determina un incremento de

receptores de GnRH en la hipófisis (Kaiser et al., 1993). El tratamiento con análogos

de la forma sGnRH también aumenta el número de receptores de alta afinidad a GnRH

en la hipófisis de la carpa dorada (Omeljaniuk et al., 1989).
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Del mismo modo, se ha demostrado que la gonadectomía y los esteroides

gonadales pueden afectar a la expresión de los receptores de GnRH en el cerebro y la

hipófisis de mamíferos (Marian et al., 1981; Badr et al., 1988; Seong et al., 1998). En

la hipófisis, la expresión del receptor de GnRH aumenta tras la gonadectomía y se ve
reducida por la administración de esteroides gonadales (Kaiser et al. 1993, Badr et al.,

1988). Sin embargo, los niveles de ARN mensajero del receptor de GnRH en la

hipófisis en la rata, aumentaron por el tratamiento combinado con estradiol y

progesterona (Seong et al., 1998). En el cerebro de la rata, los efectos de estradiol en la
expresión de los receptores de GnRH parecen depender del área donde actúan. Así, el

tratamiento con estradiol disminuyó los niveles de receptores de GnRH en el área

preóptica pero los aumentó en el hipotálamo mediobasal posterior (Seong et al., 1998).

En el caso de la lubina, la expresión del GnRH-R en la hipófisis disminuye en
Diciembre/Febrero (maduración-puesta) respecto al mes de Noviembre. Al menos en

ejemplares macho de lubina, los niveles de esteroides gonadales alcanzaron su máximo

en enero, durante la fase de maduración/puesta (Rodríguez et al., 2000). Una subida

similar en los niveles de esteroides podría ser la responsable del descenso observado en
la expresión del GnRH-R en la hipófisis de la lubina.

Hasta la fecha, la mayor parte de la información disponible acerca de la

expresión del GnRH-R en el cerebro se ha obtenido mediante autorradiografía, usando
análogos de GnRH marcados con I125, e hibridación in situ. En la rata, el ARNm que

codifica el GnRH-R está presente en áreas cerebrales asociadas a la regulación de la

liberación de GnRH desde la eminencia media y a la generación de conductas

reproductivas (Jennes y Woolums, 1994). En peces, también se ha sugerido la
mediación del GnRH-R en la estimulación de conductas reproductivas (Volkoff y

Peter, 1999). En Haplochromis burtoni, se ha descrito una expresión relevante del

ARNm del GnRH-R en el cerebro, la retina y otros tejidos extra-hipofisiarios mediante

RT-PCR (Robison et al., 2001).

Recientemente, ha sido clonado el GnRH-R de la trucha, y caracterizada su

expresión en la hipófisis y el cerebro (Madigou et al., 2000). Así, este GnRH-R se

expresa débilmente en la hipófisis pero presenta una intensa expresión en distintos

núcleos cerebrales. Esta expresión cerebral del GnRH-R de la trucha resultó
especialmente evidente en el área preóptica y en el hipotálamo tuberal-basal, dos

regiones claramente implicadas en el control que ejercen los sistemas GnRH sobre la

actividad de la hipófisis (Anglade et al., 1993; González-Martínez et al., en revisión).

La expresión del GnRH-R también fue notoria en el techo óptico de la trucha, que
expresa receptores de melatonina y genes "clock" (Mazurais et al., 1999, 2000) y
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parece constituir un centro de control de los ritmos circadianos en el pez cebra

(Whitmore et al, 1998). El núcleo lateral de la válvula, en el tegmento mesencefálico

de la trucha, también expresa GnRH-R (Madigou et al., 2000). Este núcleo parece estar

implicado en el procesamiento de la información sensorial y motora (Meek et al.,
1997). Sorprendentemente, este modelo de expresión difiere notablemente del

observado por nosotros en la lubina. De esta forma, la discrepancia en la distribución y

el bajo nivel de identidad entre los GnRH-R de ambas especies (Figura 7), podría

sugerir que representan subtipos diferentes de GnRH-R, y que reconocen formas
distintas de GnRH. En nuestro estudio inmunohistoquímico de los sistemas GnRH

presentes en la lubina, hemos demostrado que las fibras sbGnRH se restringen a la

porción ventral del cerebro anterior, discurriendo hacia la hipófisis, mientras que las

fibras sGnRH están profusamente distribuidas por el cerebro, especialmente en el
cerebro anterior, y las fibras cGnRH-II alcanzan prácticamente todo el cerebro, pero en

este caso son más abundantes en el cerebro medio y posterior. Comparando la

distribución del GnRH-R y de las fibras inmunorreactivas a sGnRH, sbGnRH y

cGnRH-II en el cerebro de la lubina, parece evidente que la mayoría de células que
expresan el GnRH-R se localizan en núcleos que reciben una inervación sGnRH y

sbGnRH, principalmente, y en menor medida, de cGnRH-II. Este dato refuerza la

consideración de que el GnRH-R descrito en la lubina se corresponde con un receptor
de las formas hipofisiotróficas de GnRH, sbGnRH y/o sGnRH, y que está implicado

directamente en el contro de la actividad reproductiva. Esta hipótesis está apoyada en

una intensa expresión del GnRH-R en la hipófisis de la lubina, y en la existencia de

diferencias significativas en su expresión durante el ciclo reproductivo, mostrando,
como hemos dicho anteriormente, sus niveles más elevados en noviembre, cuando los

niveles de sbGnRH también son más altos (Rodríguez et al., 2000). Sin embargo, el

receptor de GnRH de la trucha aparece en áreas cerebrales inervadas por fibras

cGnRH-II y sGnRH, siendo su expresión muy baja en la hipófisis (Madigou et al.,
2000). Estas evidencias sugieren que el receptor de GnRH de la trucha no está

involucrado directamente en las acciones estimuladoras de la GnRH sobre la secreción

de gonadotrofinas, sino que probablemente desempeña un papel en la mediación de las

acciones neurotransmisoras/neuromoduladoras de las formas cGnRH-II y/o sGnRH en
el cerebro. Por consiguiente, es probable que más de una forma de GnRH-R exista

también en el cerebro de perciformes, como ocurre en otros vertebrados. Así, en la rana

toro existen tres tipos de receptores de GnRH que presentan una distribución

diferencial: el bfGnRH-R-1 es predominante en la hipófisis, mientras que el bfGnRH-
R-2 y el bfGnRH-R-3 se expresan en el cerebro (Wang et al., 2001).
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3.2.- Receptores de GnRH en tejidos somáticos de la dorada

Además de estudiar la expresión del receptor de GnRH en el cerebro y la

hipófisis de la lubina, en nuestro laboratorio hemos analizado también la distribución

de los sitios de unión a GnRH en distintos tejidos somáticos de la dorada. Este estudio
nos permitió determinar la presencia de receptores de GnRH en el ovario, músculo

esquelético, intestino, estómago y bazo. Asimismo, pudimos determinar que la

administración de GnRH y/o 17ß estradiol puede inducir la expresión de sitios de unión

a GnRH de manera tejido-dependiente, como se observó en el ovario, intestino,
branquia, músculo esquelético, corazón, estómago, riñon y bazo. En vertebrados,

incluidos los peces, la expresión de sitios de unión a GnRH y/o receptores de GnRH se

ha puesto de manifiesto en a lo largo del eje cerebro-hipófisis-gónada (Marshall et al.,

1976; Hsueh y Schaeffer, 1985; Weil et al., 1992; Pagelson y Zohar, 1992; Jennes y
Conn, 1994), así como en la placenta (Currie et al., 1981), pero también en tejidos no

relacionados de forma directa con la reproducción como el timo (Marchetti et al.,

1989), plasma (Chan y Chaplin, 1985), riñón (Patti y Habibi, 1993; Habibi y Pati,

1993), músculo cardíaco, bazo, pulmón (Marshall et al., 1976) y tracto digestivo
(Huang et al., 2001). En la gónada, los análogos de la GnRH parecen ejercer acciones

estimuladoras sobre la reiniciación de las meiosis ovocitarias (Habibi et al., 1988;

Nabissi et al., 2000). En este sentido, la presencia de sitios de unión a GnRH fue
detectada en las ovogonias de dorada tras el tratamiento conjunto con GnRH y

estradiol. El significado fisiológico de la presencia de sitios de union a GnRH en el

corazón de la dorada resulta una incognita, pero al menos en otro perciforne,

Haplochromis burtoni, la expresión del ARNm de la forma sbGnRH fue detectable en
el corazón (White y Fernald, 1998). En la carpa dorada, las branquias también

acumulan cantidades relevantes de análogos de GnRH, lo que sugiere la presencia de

sitios de unión a GnRH en esta especie (Huang et al., 1991), tal como hemos detectado

nosotros en la dorada. Estos sitios de union a GnRH también están presentes en el
estómago y el intestino de la dorada. Recientemente, se ha demostrado en la rata que el

tracto digestivo puede expresar tanto GnRH como receptores para GnRH y se ha

sugerido que la GnRH puede también representar una hormona gastrointestinal (Huang

et al., 2001). La expresión extracerebral de la GnRH y la presencia de receptores de
GnRH en tejidos somáticos que no están involucrados directamente en la reproducción

(Kakar y Genes, 1995; Huang et al., 2001), sugieren un papel importante de estos

receptores de GnRH en la mediación de acciones autocrinas/paracrinas de la GnRH

sobre la fisiología celular, que aún deben ser esclarecidas.
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