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Los estudios presentes se han desarrollado en el Departamento de Fisiología de 

Peces y Biotecnología del Instituto de Acuicultura Torre de la Sal (IATS) del Consejo 

Superior de Investigaciones Científicas (CSIC). 

 La investigación desarrollada en este Departamento se centra principalmente en 

el estudio general del proceso reproductor de peces, con un énfasis especial en el control 

genético, hormonal y ambiental de la reproducción, la conducta alimenticia, así como la 

interrelación metabolismo energético-reproducción. Para ello se utilizan como modelos 

a la lubina Europea (Dicentrarchus labrax) y el lenguado (Solea senegalensis). 

 Durante los últimos años, con el fin de aplicar la biotecnología a la mejora de las 

condiciones de cultivo en la acuicultura, se han ido integrando paulatinamente técnicas 

de biología molecular al estudio de la fisiología de peces. Ejemplo de algunas de estas 

técnicas llevadas a cabo en el Departamento de Fisiología y Biotecnología del IATS 

son: i) la caracterización de sondas genéticas ligadas al sexo, ii) la caracterización 

molecular de péptidos y hormonas reguladoras del balance energético y la reproducción 

y iii) el desarrollo de técnicas de transgénesis somática con genes testigo y líneas 

celulares transducibles. 

 En peces, al igual que en el resto de vertebrados, los esteroides sexuales ejercen 

un papel fisiológico fundamental en el control de la reproducción y el metabolismo 

energético. La idea original de los trabajos que aquí se presentan fue realizar la 

distribución neuroanatómica de los distintos subtipos de receptores de estrógenos 

caracterizados en la lubina, mediante la determinación de su expresión por experimentos 

de hibridación in situ. Dicha caracterización permite establecer una primera 

aproximación a las posibles funciones redundantes y diferenciales que estos pueden 

desarrollar de manera general, y sobre la reproducción y el comportamiento alimenticio, 

más concretamente. Asimismo, se llevaron a cabo experimentos para profundizar en la 

regulación de la producción de FSH a nivel de su expresión génica. Para ello, se realizó 

la caracterización de la región promotora de la subunidad β de dicha hormona y se 

determinó su actividad basal. El estudio se completó dilucidando el efecto in vitro de los 

esteroides sexuales sobre el control de la expresión de dicha subunidad mediante el uso 

de cultivos primarios de células de pituitaria y líneas celulares homólogas y heterólogas. 

Finalmente, a partir de los estudios que demuestran un efecto inhibitorio de los 

estrógenos sobre la ingesta en la lubina, se plantea la hipótesis de la susceptibilidad de 
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los mecanismos encargados de regular dicha conducta, a la presencia de componentes 

estrogénicos en las dietas de peces de cultivo.  

La lubina pertenece al Orden de los Perciformes, Familia Serranidae. Esta 

especie es característica de las costas atlánticas y mediterráneas. Es una especie 

euriterma, lo que le permite tolerar temperaturas del agua de entre 5-6 ºC en invierno, y 

de 27-28 ºC en verano. Sin embargo la temperatura necesaria para su reproducción está 

restringida entre los 10 ºC y los 12 ºC. Asimismo, su carácter de especie eurihalina, le 

confiere una gran ventaja adaptativa ya que soporta el agua dulce, la salobre y la 

hipersalina (90‰), aunque su medio natural es el mar (~35 ‰). Si bien pertenece a una 

familia donde el hermafroditismo es frecuente, la lubina es una especie de sexos 

separados. Como muchos otros peces teleósteos, la lubina exhibe un proceso 

reproductor de carácter estacional (la puesta suele suceder en invierno, durante los 

meses de enero-marzo). La estacionalidad del proceso está fundamentalmente regulada 

por las condiciones ambientales, en particular el fotoperiodo y la temperatura. El 

comportamiento alimenticio de esta especie, también muestra un carácter estacional que 

está inversamente relacionado con los procesos reproductores. Las épocas de 

maduración y puesta coinciden con las menores tasas de ingesta anual, por el contrario 

las fases iniciales de su ciclo reproductor están relacionadas con las épocas de mayor 

actividad alimenticia. 

 Los resultados obtenidos en la tesis doctoral presente se presentaron en varios 

congresos celebrados en los últimos años: 3º Congreso de la Asociación Ibérica de 

Endocrinología Comparada. Córdoba, 2003; 5th Internacional Symposium on Fish 

Endocrinology. Castellón de la Plana, 2004; V Congreso de la Sociedad Ibérica de 

Endocrinología Comparada. Algarbe, 2005; 8th International Symposium on 

Reproductive Physiology of Fish. St Malo, 2007; XII Congreso Nacional de 

Acuicultura, Madrid, 2009. 

Una parte de los resultados que en esta tesis doctoral se presentan, han dado 

lugar a la publicación de los siguientes artículos: 

Muriach B, Cerdá-Reverter J, Gómez A, Zanuy S, Carrillo M (2008) Molecular 

characterization and central distribution of the estradiol receptor alpha (ERα) in the sea 

bass (Dicentrarchus labrax). Journal of Chemical Neuroanatomy 35, 33-48. 
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Muriach B, Carrillo M, Zanuy S, Cerdá-Reverter J (2008) Distribution of estrogen 

receptor 2 mRNAs (Esr2a and Esr2b) in the brain and pituitary of the sea bass 

(Dicentrarchus labrax). Brain Research 1210, 126-141. 

Asimismo, se ha contribuido a la realización de estudios que dan soporte a la 
tesis doctoral presente, cuyos resultados han dado lugar a las siguientes publicaciones: 

Cerdá-Reverter J, Muriach B, Zanuy S, Muñoz-Cueto J (2008) A cytoarchitectonic 
study of the brain of a perciform species, the sea bass (Dicentrarchus labrax): the 
midbrain and hindbrain. acta histochemica 110, 433-450. 

Leal E, Sánchez E, Muriach B, Cerdá-Reverter J (2009) Sex steroid-induced 
inhibition of food intake in sea bass (Dicentrarchus labrax). Journal of Comparative 
physiology B 179, 77-86. 

El trabajo presente se financió con los siguientes proyectos de investigación:  

- AGL 2005-00796. Organismo financiador: Ministerio de Educación y Ciencia. 

- PUBERTIMING QLTR-2001-01801. Organismo financiador: UE LIFE. 

- PROBASS QLTR-2001-01801. Organismo financiador: UE (Programa FAIR). 
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1) HORMONAS ESTEROIDEAS 

Los glucocorticoides, mineralocorticoides, y las hormonas sexuales constituyen 

las denominadas hormonas esteroideas, las cuales controlan una gama amplia de 

funciones fisiológicas y metabólicas, entre las que se encuentran: el control de la 

homeostasis de la glucosa, el control del balance electrolítico, la diferenciación sexual, 

la reproducción, el desarrollo de caracteres sexuales secundarios, respuesta inmunitaria 

y control del sistema nervioso (Chung et al., 1997, Baker, 2011, Eick y Thornton, 

2011). Dichas hormonas se sintetizan a partir de un precursor común, el colesterol, el 

cual les confiere a todas ellas una estructura tetracíclica similar (Fig.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la biosíntesis de los esteroides (Fig.2) están implicadas dos clases de enzimas 

principalmente, los citocromos P450 (CYP) y las hidroxiesteroide deshidrogenasas 

(HSD). Ambas familias de enzimas contienen diversos miembros con secuencias y 

propiedades similares (Miller, 1988), pudiendo catalizar un mismo enzima diferentes 

reacciones de la biosíntesis esteroidea. 

La esteroidogénesis comienza con la conversión del colesterol en pregnenolona 

mediante la actuación del CYP11A. Dicho enzima cataliza la reacción que elimina la 

cadena lateral del colesterol siendo el paso limitante en la síntesis de todos los 

esteroides y, por lo tanto, el punto de mayor control en la regulación de dicho proceso. 

Después de la formación de la pregnenolona, la ruta esteroidogénica se ramifica en: i) la 

Fig. 1. Estructura de los esteroides sexuales y adrenales. Adaptado de Baker, 2011. 
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Fig. 2. Biosíntesis de hormonas esteroideas. Se muestran las tres rutas principales: síntesis de 
mineralocorticoides, glucocorticoides y esteroides gonadales. 17-OH-P5: 17-hidroxipregnenolona, 
17-OHP: 17-hidroxiprogesterona, DHEA: dehidroepiandrosterona, CYP11A: citocromo P450 
familia 11 subfamilia A, CYP21: citocromo P450 familia 21, CYP11B1: citocromo P450 familia 11 
subfamilia B polipéptido 1, CYP11B2: citocromo P450 familia 11 subfamilia B polipéptido 2, 
CYP19: citocromo P450aromatasa, 3βHSD: 3-beta-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, 17β-HSD: 
17β-hidroxiesteroide-deshidrogenasa. Adaptado de Hu et al., 2001. 

biosíntesis de mineralocorticoides vía intermediarios como la progesterona y la 

deoxicorticosterona para dar lugar a la aldosterona, ii) la biosíntesis de glucocorticoides 

vía intermediarios como la 17-hidroxipregnenolona y la 17-hidroxiprogesterona para 

dar lugar al cortisol y finalmente, iii) la biosíntesis de esteroides gonadales a partir de la 

17-hidroxipregnenolona y la dehidroepiandrosterona para dar lugar al principal 

esteroide sexual masculino, la testosterona y el principal femenino, el 17β-estradiol (Hu 

et al., 2001, Payne et al., 2004, Hsu et al., 2006). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La biosíntesis de estrógenos se produce a partir de la aromatización irreversible 

de los andrógenos por el enzima aromatasa (CYP19). Este proceso que comprende tres 

reacciones (hidroxilación, oxidación y demetilación), transforma andrógenos de 

diecinueve carbonos como la dehidroepiandrosterona (DHEA), la androstenediona y la 

testosterona, en estrógenos de dieciocho carbonos como son, el estriol, la estrona y el 

17β-estradiol (Boon et al., 2010). Dada la variedad amplia de funciones que 

desempeñan los estrógenos en los animales, deficiencias en la actividad aromatasa 

causan, entre otras, anomalías en el sistema nervioso, el sistema reproductor, 

metabolismo y conductas comportamentales (Santen et al., 2009, Boon et al., 2010, 

Czajka y Simpson, 2010).  
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Los principales sitios donde se produce la síntesis de esteroides son la corteza 

adrenal, el ovario y las células de Leydig testiculares. En la corteza adrenal la 

esteroidogénesis está bajo el control de la pituitaria dentro del eje cerebro-pituitaria- 

glándula adrenal (CPA). El hipotálamo secreta la hormona estimuladora de 

corticotropinas (CRF), que actúa en la pituitaria estimulando la síntesis y liberación de 

la hormona adrenocorticotropa (ACTH). La ACTH llega, vía sanguínea, a las células de 

la corteza adrenal donde se une a receptores de membrana desencadenando una cascada 

de segundos mensajeros que finaliza con la producción de cortisol. Los niveles de 

cortisol regulan, a su vez, mediante un sistema de retroalimentación la actividad del 

hipotálamo y la pituitaria, completándose de esta manera la regulación de la 

esteroidogénesis a través del eje CPA (Simpson y Waterman, 1988). En las gónadas, la 

producción de esteroides está bajo el control del eje cerebro-pituitaria-gónada (CPG). El 

hipotálamo secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual estimula 

en la pituitaria la producción de las mismas. De manera análoga a la estimulación de la 

producción de cortisol en la corteza adrenal por la ACTH, las gonadotropinas, vía 

sanguínea, estimularán en las gónadas la producción de esteroides sexuales. Dichos 

esteroides, actuarán regulando el eje CPG en todos sus niveles (Smith, 2008). 

El cerebro también sintetiza neuroesteroides (Sinchak et al., 2003). Si bien, los 

esteroides sexuales periféricos son clasificados como hormonas, los neuroesteroides 

están considerados como neurotransmisores que modulan la actividad neuronal. La 

síntesis de neuroesteroides está sometida a un control fisiológico diferente de la 

esteroidogénesis periférica e implica la síntesis de novo de colesterol en el cerebro, 

actuando las mismas familias de enzimas que en la síntesis periférica de esteroides 

(Zwain et al., 1999, Micevych y Sinchak, 2008). Según los distintos tipos de células 

cerebrales que se trate, estos presentarán una determinada especificidad en la 

producción de neuroesteroides. Los astrocitos son las principales células 

esteroidogénicas y producen principalmente neuroprogesterona, pero también 

dehidroepiandrosterona y andrógenos. Los oligodendrocitos sintetizan principalmente 

pregnenolona mientras que las neuronas aromatizan los andrógenos circulantes en 

estrógenos. 
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2) ESTRUCTURA, ORÍGEN Y EVOLUCIÓN DE LOS RECEPTORES DE 

ESTRÓGENOS (ERs) 

Muchas de las acciones fisiológicas de las moléculas lipofílicas, como son las 

hormonas esteroideas, están mediadas por su unión a receptores nucleares (RNs). La 

unión de dichas hormonas a los mismos, provoca su activación desencadenando, en 

última instancia, la transcripción de diversos genes diana los cuales provocan cambios 

en el estado fisiológico y metabólico del animal. Sin embargo, los esteroides también 

pueden ejercer sus acciones por mecanismos alternativos a las acciones genómicas 

clásicas. Estas acciones, que producen efectos rápidos y que no activan la transcripción 

génica, están mediadas por receptores de membrana a través de segundos mensajeros 

como el adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y las proteínas quinasa activadas por 

mitógenos (quinasas MAP, Norman et al., 2004).  

 

2.1) RNs 

Los RNs, pertenecen a una superfamilia de factores transcripcionales 

relacionados, los cuales, regulan la acción de las hormonas liposolubles y otros 

compuestos sobre numerosos procesos fisiológicos en los metazoos (Thornton y De 

Salle, 2000). Estos compuestos, entre los que se encuentran los esteroides sexuales y 

adrenales, ecdiesteroides, tiroxina, ácidos retinoicos, vitamina D, ácidos grasos y ácidos 

bílicos, atraviesan las membranas celulares uniéndose específicamente a dichos 

receptores. La localización intracelular de los RNs, puede variar en función del tipo de 

hormona, pudiéndose encontrar estos, en el citoplasma, en el mismo núcleo o divididos 

entre el citoplasma y el núcleo (Walters et al., 1981). La unión del ligando, provoca un 

cambio en la conformación del receptor. Esto, permite su unión a determinadas 

secuencias del DNA de las regiones promotoras, activando o inhibiendo la expresión 

génica. 

Los RNs, se caracterizan en base a su bien conservada estructura basada en 

dominios. La arquitectura canónica de un RN consta de cinco regiones (Fig.3). Las 

regiones más conservadas son la de unión al DNA (DBD, región C) y la de unión al 

ligando (LBD, región E) y las menos conservadas son los dominios A, B, D y F (Owen 

y Zelent, 2000). 

La DBD está formada por dos motivos “dedos de cinc” ricos en cisteínas (CI y 

CII). Entre las dos últimas cisteínas del CI se encuentra la caja P (P-box), la cual 

confiere especificidad para la unión al DNA diana. Algunos RNs como los del ácido 
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retinoico, hormona tiroidea, vitamina D y ERs disponen de una P-box que reconoce la 

secuencia AGGTCA (grupo ER P-box, en referencia al ER). Receptores como los de 

glucocorticoides (GRs), mineralocorticoides (MRs), andrógenos (ARs) y progesterona 

(PRs) disponen de una P-box que reconoce la secuencia AGAACA (grupo GR P-box, 

en referencia al GR; Zilliacus et al., 1994, Laudet et al., 1997). Mutaciones en los 

residuos de la P-box del grupo ER por residuos de la P-box del grupo GR provoca que, 

receptores del grupo ER P-box se unan a secuencias del grupo GR P-box, lo cual podría 

haber sido el motivo de la divergencia y evolución que han sufrido los RNs. Así, 

mutaciones en un receptor ancestral con una ER P-box daría lugar a una proteína que 

reconocería la secuencia correspondiente a la GR P-box y que dicho nuevo receptor 

mutado tendría libertad para adquirir nuevas funciones evolucionando hacia los PRs, 

GRs, MRs y AR (Owen y Zelent, 2000). 

Las secuencias diana para la DBD en el DNA, presentan un alto grado de 

conservación. Un motivo formado por dos secuencias palindrómicas, evertidas o 

repeticiones directas de PuGGTCA (Pu, purina), se encuentran en los promotores de 

genes diana para los RNs desde equinodermos hasta mamíferos (Mangelsdorf et al., 

1995, Le Jossic y Michel, 1998). 

La LBD es la región encargada de la unión al ligando. Es un complejo funcional 

en el que se distinguen diferentes subregiones que permiten la unión al ligando, la 

capacidad de dimerización y la regulación de la actividad transcripcional. Existen dos 

regiones conservadas dentro de este dominio. La primera, es el motivo AF2 encargado 

de la transactivación dependiente de ligando, a través del reclutamiento de 

coactivadores que permiten una remodelación de la cromatina, favoreciendo así la 

actividad transcripcional (Lemon y Freedman, 1999). La segunda, es el dominio Ti. 

Alteraciones en este dominio no afectan a la unión del ligando ni a la capacidad de 

dimerización, pero sí a la transactivación dependiente de ligando (Bourguet et al., 

1995). 

Las regiones A y B designadas como el dominio A/B contienen la función de 

activación independiente de ligando (AF1). Este dominio está muy poco conservado 

dentro de la superfamilia de RNs, pero bien conservado a lo largo de la evolución de un 

receptor concreto (Owen y Zelent, 2000). La AF1 es específica de regiones promotoras 

y tipos celulares concretos, regulando la transcripción de manera coordinada con la AF2 

(Leid et al., 1992). Diversos estudios, ponen de manifiesto, que la fosforilación del 
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N-Terminal C-Terminal

A/B C D E F

CI CII

DBD

AF-1 Caja T-A DimerizaciónTi AF-2

LBD

N-Terminal C-Terminal

A/B C D E F

CI CII

DBD

AF-1 Caja T-A DimerizaciónTi AF-2

LBD

Fig. 3. Dominios funcionales conservados de los RNs. El dominio N-terminal (A/B), el dominio de 
unión al DNA (DBD, C), el dominio variable bisagra (D), el dominio de unión al ligando (LBD, E) y 
el dominio C-terminal (F). En el dominio A/B, se muestra la transactivación independiente de ligando 
(AF-1). En el dominio C, se muestra los motivos dedos de zinc. En el dominio D se muestra la cajas T 
y A implicadas en la capacidad de dimerización y reconocimiento de secuencias en el DNA. 
Finalmente, en el dominio E se muestran la caja conservada Ti, los residuos implicados en la 
dimerización del receptor y la transactivación dependiente de ligando (AF-2). Adaptado de Owen y 
Zelent, 2000. 

dominio A/B facilita la unión al DNA de manera independiente del ligando (Kato et al., 

1995, Taneja et al., 1997, Rochette-Egly et al., 1997).  

El dominio D, denominado como región bisagra, es una zona flexible adyacente 

a las regiones C y E. Se ha visto que en muchos RNs esta región contiene señales de 

localización nuclear y que sus extremos forman parte de los dominios contiguos (C, E), 

influenciando en la actividad de ambos. La región N-terminal del dominio D está 

implicada en la capacidad de dimerización del receptor y en el reconocimiento de 

secuencias en el DNA (cajas T y A). La región C-terminal de dicho dominio está 

implicada en la regulación dependiente de ligando entre el receptor y represores génicos 

(Heinzel et al., 1997). La importancia de los extremos del dominio D en la actividad del 

RN explica la conservación de los mismos pero no así de la región central (Owen y 

Zelent, 2000). 

El dominio F, que en algunos RNs está ausente, es la región menos conservada 

de todas, y se entiende poco el papel que desarrolla. En receptores de esteroides (REs), 

se ha comprobado que este dominio está implicado en la activación transcripcional y en 

conferir especificidad dependiente de ligando (Montano et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

La amplia diversidad de funciones esenciales que los genes controlados por los 

RNs desempeñan, sugiere, que estos son un eslabón clave en la evolución de los 

organismos (Thornton y DeSalle, 2000). 

Se han sugerido dos hipótesis para explicar la evolución de los RNs. La primera 

hipótesis defiende, que esta superfamilia habría evolucionado por un estricto proceso de 
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duplicación y divergencia a partir de un gen ancestral (Amero et al., 1992, Laudet et al., 

1992). La segunda considera a los RNs como construcciones modulares producidas 

cuando los dominios de unión al DNA y al ligando se juntan para producir nuevos 

receptores (Yamamoto, 1985). Estudios recientes han propuesto un nuevo modelo 

evolutivo a partir del cual los RNs habrían podido diversificarse y especializarse. Este 

modelo, denominado “explosión del ligando”, implicaría al ligando como una fuerza 

conductora de la evolución del receptor. A través de la selección, metabolitos 

intermediarios de las rutas biosintéticas de las hormonas podrían unirse a receptores 

duplicados tras una alteración de las afinidades de estos últimos, creándose un nuevo 

par receptor-ligando (Thornton, 2001, Bridgham et al.,2006). 

 Los estudios filogenéticos (Thornton y DeSalle, 2000) indican que hay cinco 

clases principales de RNs. Esta clasificación contrasta con la que presenta Laudet que 

integra siete clases principales de receptores (Laudet, 1997). La clase I contiene 

receptores activadores del proliferador de peroxisomas (PPARs), los represores 

transcripcionales Rev-erb A y B, los receptores huérfanos retinoicos ROR/RZR, 

algunos receptores de protóstomos relacionados (DHR3, receptor regulador del 

crecimiento de Drosophila (E78a y E75a), receptores de ecdisona de Drosophila 

(CHR3), receptor de nemátodo homólogo al DHR3 y CNR14, receptor de hormona 

tiroidea (TR) de nematodo, y los receptores de ácido retinoico (RARs) y TRs. La clase 

II incluye al receptor de ecdisona y los receptores relacionados en vertebrados: receptor 

X farsenoide (FXR), proteína de interacción con el receptor X de ácido retinoico (UR), 

receptor X alfa hepático (LXR) y finalmente el receptor de la vitamina D. La clase III 

incluye al receptor B inductor del factor nervioso de crecimiento (NGFI-B) y proteínas 

relacionadas como el receptor de artrópodos DHR38. La clase IV incluye numerosos 

receptores implicados en el desarrollo como los receptores X de ácido retinoico (RXRs), 

el factor de transcripción de ovoalbúmina de pollo (COUP-TF1), la proteína reguladora 

de la apolipoproteína-A1 (COUP-TF2), el factor nuclear hepático 4 (HNF4), las 

proteínas sin cola de Drosophila (TLL) y de vertebrados (TLX), los receptores 

testiculares (TR2, TR4) y su ortólogo artrópodo DHR78 (RN huérfano de Drosophila). 

Finalmente, la clase V, contiene a los receptores esteroideos de vertebrados incluyendo 

el factor esteroidogénico 1 (SF1), los receptores de artrópodos Ftz-F1a y Ftz-F1b 

(factores fusi tarazu) y el factor nuclear de células germinales implicado en la 

gametogénesis (GCNF). Cada una de las cinco clases de receptores contiene secuencias 

tanto de vertebrados como de artrópodos, indicando que las cinco, probablemente se 
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encontrarían representadas en el ancestro común, y que la superfamilia de los RNs 

estaría ya bien diversificada cuando los linajes de protóstomos y deuteróstomos 

divergieron (Thornton y DeSalle, 2000). 

 

2.2) REs 

Los REs pertenecen a la superfamilia de los RNs. Existen seis tipos de REs, 

todos ellos relacionados entre si: ERα, ERβ, PR, AR, GR y MR. Si bien los RNs se 

encuentran tanto en invertebrados como en vertebrados, en un principio se pensó que los 

REs surgieron con la aparición de los primeros vertebrados (Baker, 1997, Escriva et al., 

2000, Thornton, 2001, Guerriero, 2009). 

 Estudios filogenéticos indican que el receptor ancestral a partir del cual los REs 

habrían evolucionado, aparecería por primera vez en la lamprea (Petromyzon Marinus) 

cuando ésta divergió de los vertebrados mandibulados hace 450 millones de años 

(Thornton, 2001, Guerriero, 2009). Estudios posteriores identificaron un ortólogo del 

ER en el gasterópodo Aplysia californica (Thornton et al., 2003) y en el cefalópodo 

Octopus vulgaris (Keay et al., 2006). Dicho ER estaría relacionado filogenéticamente 

con los ERs de vertebrados. 

Trabajos recientes han puesto de manifiesto que el receptor ancestral (AncSR1), 

que permitió mediante una serie de duplicaciones génicas la evolución y diversificación 

de los REs, apareció con anterioridad a la separación de los linajes de vertebrados e 

invertebrados (protóstomos-deuteróstomos, Eick y Thornton, 2011, Fig. 4). Dicho 

ancestro sería un ER, corroborando así los estudios previos de Thornton (Thornton, 

2001). La filogenia de los REs indica que existen dos subgrupos principales de REs, i) 

ERα y ERβ y ii) AR, PR, GR y MR. La duplicación del AncSR1 ocurrida con 

anterioridad a la separación de deuteróstomos y protóstomos, dio lugar a la aparición del 

ER y a un receptor ancestral (AncSR2) del AR, PR, GR y MR. Dentro de los 

protóstomos, la ausencia en moluscos y anélidos de los REs no estrogénicos 

posiblemente se deba a una subsiguiente pérdida evolutiva del AncSR2. De manera 

similar, la pérdida tanto del ER como del AncSR2 habría propiciado la ausencia de 

todos los REs en nemátodos y artrópodos. Con posterioridad a la separación de 

vertebrados del resto de cordados, el AncSR2 sufrió de manera sucesiva las dos 

duplicaciones completas del genoma ocurridas al comienzo del linaje de los vertebrados 

(Van de Peer et al., 2009). Como resultado de la primera duplicación, los primeros 

vertebrados (peces sin mandíbula), contendrían tres REs: un ER, un AR/PR y un 
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Fig. 4. Evolución de los REs. La estrella blanca indica el origen de la familia de los REs 
(AncSR1). Los círculos señalan el momento de las duplicaciones génicas, negro, para la 
duplicación de los dos ancestros de los REs, y blanco, para la duplicación que dio lugar a 
los seis tipos de REs. La duplicación del AncSR2 correspondería posiblemente con la 
primera duplicación completa del genoma ocurrida al comienzo de la aparición de los 
vertebrados. La duplicación, que originó los seis tipos de REs en vertebrados habría tenido 
lugar, posiblemente durante la segunda duplicación completa del genoma acontecida al 
comienzo del linaje de los vertebrados. El doble asterisco, señala el último ancestro común 
de protóstomos-deuteróstomos. El asterisco, señala el último ancestro común de 
vertebrados y cordados. Los rectángulos blancos, indican pérdidas génicas que explicarían 
la ausencia de REs en los nemátodos, artrópodos, urocordados y equinodermos. Adaptado 
de Eick y Thornton, 2011. 

GR/MR. Sería ya en la segunda duplicación, cuando aparecerían los seis REs (ERα, 

ERβ, AR, PR, GR y MR) conocidos en la mayoría de vertebrados mandibulados. En 

peces, se han identificado ortólogos de los seis tipos de REs presentes en los tetrápodos 

(Escriva et al., 1997, Colombe et al., 2000). Similar a lo ocurrido en protóstomos, 

dentro de los deuteróstomos, los equinodermos y urocordados habrían sufrido también 

la pérdida de todos sus REs (Eick y Thornton, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los ERs, PRs, y ARs presentan un elevado grado de homología en los dominios 

funcionales más importantes (DBD y LBD) a lo largo de los vertebrados. Sin embargo, 

pese a este elevado grado de homología, cada uno de ellos ha desarrollado una elevada 

especificidad a nivel de ligando. El PR tiene dos isoformas, PR-A y PR-B, las cuales 

regulan la actividad transcripcional de manera diferente debido a diferencias en el 

dominio A/B, así como también presentan diferente afinidad de unión por la 

progesterona. De la misma manera, diversas isoformas han sido detectadas para el AR. 

Dada la existencia de isoformas y subtipos, así como de diferentes propiedades de 
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afinidad y selectividad por el ligando, y por su amplia distribución tisular, todo ello 

hace, que los REs ejerzan un papel clave en multitud de efectos pleiotrópicos. 

Desde un punto de vista filogenético, los REs sexuales pueden ser utilizados 

como marcadores genéticos para el estudio y la comprensión de los mecanismos de 

duplicación que permitieron conocer el origen de los linajes de vertebrados y peces 

teleósteos (Robinson-Rechavi et al., 2001, Escriva et al., 2003). 

 

2.3) ERs 

El ER, es el único dentro de la subfamilia de los REs que presenta más de un 

subtipo (ERα y ERβ). Ambos, presentan diferentes propiedades de unión, expresión y 

distribución. Los estudios llevados a cabo en humanos permitieron clonar el primer ER 

de una línea celular cancerígena de mama (Walter et al., 1985). Gracias a las 

homologías encontradas al comparar los cDNAs de dicho receptor y el ER del pollo, y 

del conocimiento previo sobre el comportamiento similar que los ERs presentan con 

respecto a los MRs y los GRs, se pudo determinar que el ER clonado en humanos 

presenta la estructura clásica, basada en dominios de los RNs (Walter et al., 1985). 

Estudios posteriores, permitieron clonar un ER en el útero de rata el cual presenta una 

alta afinidad por el 17β-estradiol (Koike et al., 1987). Dicho trabajo pone de manifiesto 

que los ERs de humano, rata y pollo (Krust et al., 1986) presentan un grado elevado de 

identidad proteica (88% rata/humano, 77% rata/pollo). Estudios comparativos, 

corroboran, que los dominios DBD y LBD son los más conservados filogenéticamente. 

El DBD de los ERs de las tres especies presenta un 100% de homología y el LBD entre 

rata y humano, y rata y pollo muestran un 96% y 93.6%, respectivamente (Koike et al., 

1987). 

Con posterioridad, trabajos llevados a cabo en humano y rata, permitieron 

identificar un nuevo subtipo de ER (Kuiper et al., 1996, Mosselman et al., 1996), al que 

se denominó ERβ en contraposición al primer subtipo descubierto, que pasó a 

denominarse ERα. En humanos el ERβ, cuya expresión se detecta en ovario, testículo, 

timo y bazo presenta un elevado grado de homología con el ERα en el DBD (96%) y 

algo menos en el LBD (58%). Ambos subtipos muestran una elevada afinidad por el 

17β-estradiol, siendo la del ERα algo superior a la del ERβ (Mosselman et al., 1996). En 

la rata, el ERβ se localiza en las células de la granulosa de los folículos ováricos y en el 

epitelio de los alvéolos prostáticos. El grado de homología de las secuencias 

aminoacídicas del DBD y el LBD entre el subtipo α y el β fue de 95% y 55%, 
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respectivamente. Estudios de afinidad por el ligando, pusieron de manifiesto que el ERβ 

también es capaz de unir, aunque con menor afinidad, dietilestilbestrol, estriol, estrona y 

5α-androstano-3β, 17β-diol. Por el contrario, no existe afinidad alguna por la 

testosterona, progesterona, corticosterona y el 5α-androstano-3α, 17β-diol, ni siquiera a 

elevadas concentraciones (Kuiper et al., 1996). 

En mamíferos, cada subtipo presenta diferentes isoformas. Estudios 

desarrollados en la rata muestran dos isoformas del ER en la pituitaria. Dichas 

isoformas, se producen como resultado de un procesado alternativo de los exones1-4 del 

gen original. Ambas se encuentran en la pituitaria de hembras pero no en el útero, ni en 

machos. El tratamiento con 17β-estradiol, induce la expresión de estas isoformas 

alternativas en la pituitaria de machos indicando que estas podrían modular los efectos 

del 17β-estradiol de manera específica según el promotor génico y el tejido donde se 

expresen (Friend et al., 1995). De la misma manera, una isoforma truncada del Erα, 

presente en la pituitaria de rata, se expresa sustancialmente durante la fase estro en 

comparación con los niveles del ERα durante la fase proestro, sugiriendo que dicha 

isoforma estaría implicada en los mecanismos de retroalimentación a nivel de la 

pituitaria (Schreihofer et al., 1999). Respecto al ERβ, los experimentos llevados a cabo 

en la rata para amplificar el LBD permitieron descubrir una nueva isoforma. Dicha 

isoforma, que es de mayor tamaño que la secuencia del receptor original, incluye 18 

aminoácidos adicionales. Ambas isoformas se expresan de manera similar en un amplio 

rango de tejidos (Chu y Fuller, 1997). Experimentos realizados en bovinos, permitieron 

descubrir varias isoformas del ERβ en los tejidos reproductivos, alguna de las cuales 

carece de LBD (Walther et al., 1999). En humanos, también se han identificado 

isoformas del ERβ. Una de estas isoformas presenta un truncamiento en la región C-

terminal y 26 aminoácidos adicionales. Fisiológicamente, la importancia de dicha 

isoforma, que se expresa en el timo, ovario, testículo y próstata, radica en que no 

muestra capacidad de unión al ligando e inhibe los efectos de los estrógenos mediados 

por el ERα (Ogawa et al., 1998).  

Al igual que en mamíferos, los ERs también se han clonado en aves, reptiles y 

anfibios. En reptiles, los trabajos desarrollados en la tortuga (Trachemys scripta), 

permitieron clonar un ER durante el periodo crítico en el que los embriones, según a la 

temperatura a la que se encontrasen, se diferenciaban en machos o hembras. Dicho 

efecto de la temperatura sobre la diferenciación sexual está dirigido por los estrógenos a 

través de sus receptores (Bergeron et al., 1998). Por otro lado, los experimentos 
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realizados en la rana africana (Xenopus laevis) permitieron clonar el primer ER en un 

animal de sangre fría. Este receptor, clonado en el hígado, presenta un LBD y un DBD 

con una secuencia aminoacídica prácticamente iguales a las del pollo y humano (Weiler 

et al., 1987). 

En peces, los estrógenos desempeñan un papel clave en la diferenciación sexual, 

en el metabolismo de los ácidos grasos y en la síntesis de vitelogenina en el hígado 

(Pakdel et al., 2000). Varios estudios han puesto de manifiesto la presencia del ERα 

(Pakdel et al., 1990, Tan et al., 1996, Muñoz-Cueto et al., 1999) y del ERβ (Todo et al., 

1996, Tchoudakova et al., 1999, Xhia et al., 2000). El Erα clonado a partir del hígado de 

la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), presenta afinidad por el 17β-estradiol y el 

dietilestilbestrol aunque no por la testosterona y el cortisol (Pakdel et al., 1990). Por 

otro lado, el Erα, clonado en el hígado de la dorada (Sparus aurata), presenta un 

elevado grado de homología con los ERs de otros perciformes [trucha arcoíris, medaka 

(Oryzias latipes) y tilapia (Oreochromis aureus)] y un grado moderado de homología 

con la anguila japonesa (Anguilla japonica), anfibios, aves y mamíferos (Muñoz-Cueto 

et al., 1999).  

La clonación del ERβ en la anguila japonesa (Todo et al., 1996) se realizó de 

forma simultánea a la clonación de dicho subtipo en mamíferos, aunque sin reconocerlo 

como un subtipo diferente al ERα (Andreassen et al., 2003). El nuevo subtipo 

presentaba su mayor afinidad por el 17β-estradiol. De manera similar, experimentos 

llevados a cabo en la carpa dorada (Carassius auratus) pusieron también de manifiesto 

la presencia de este subtipo en dicha especie, demostrando su expresión en el cerebro, 

pituitaria, hígado, testículo, ovario y retina (Tchoudakova et al., 1999). El ERβ clonado 

a partir del hígado del pez gato (Ictalurus punctatus), presenta una mayor afinidad y 

especificidad por el 17β-estradiol que el ERα, así como también, variaciones en su 

patrón de expresión (Xia et al., 2000). 

 Los trabajos desarrollados en el corvinón brasileño (Micropogonias undulatus) 

mostraron la presencia exclusiva en peces, de un nuevo subtipo de ER (Hawkins et al., 

2000). A este nuevo receptor se le denominó ERγ o ERβ2. Los estudios posteriores 

desarrollados en el pez cebra (Danio rerio; Filby y Tyler, 2005) corroboraron la 

existencia de los tres subtipos de ERs en peces, sugiriendo además un cambio en su 

nomenclatura, cambio que a partir de este punto, el trabajo presente adoptará. Al ERα se 

le denominará Esr1, y a los subtipos ERβ1 y ERβ2 se les denominará Esr2b y Esr2a, 

respectivamente. El nuevo Ers2a diverge algo más que el Esr1 y Esr2b en las secuencias 
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aminoacídicas del DBD y el LBD con respecto a los ERs de mamíferos, pero presenta 

todas las características de un ER clásico: función de transactivación, capacidad de 

dimerización y capacidad de unión al ligando. Este receptor, es un nuevo subtipo y no 

una isoforma derivada de un procesado alternativo de la transcripción o actuación de 

una región promotora diferente, como lo demuestra el hecho de las diferencias 

aminoacídicas encontradas en toda la región codificante del gen (Fig.5). El análisis 

filogenético revela, por un lado, que dentro de los vertebrados, el Esr2a está solo 

presente en peces teleósteos y, por otro, que el Esr2a está filogenéticamente más 

próximo al Esr2b que al Esr1. Como consecuencia de esta proximidad se desprende que 

el origen del Esr2a sería el resultado de una duplicación general del genoma. Esta 

duplicación, ocurrió hace al menos 150 millones de años, después de la divergencia 

entre actinopterigios y sarcopterigios pero con anterioridad a la radiación que dio lugar 

a la mayoría de los peces teleósteos (Amores et al., 1998, Hawkins et al., 2000). 

 Tras un proceso de duplicación, los nuevos genes están sujetos a tres 

posibilidades: i) el silenciamiento génico de uno de los miembros del par duplicado 

(Mighell et al., 2000), ii) la adquisición de una nueva función por una de las copias 

(neofuncionalización; Ohno, 1970) o bien iii) la partición, de las dos copias, en las 

funciones que venía desarrollando el gen original (subfuncionalización; Force et al., 

1999). El rápido proceso de divergencia que el Esr2a sufre después de la duplicación del 

Esr2b ancestral, seguido de un bajo porcentaje de cambio de su secuencia dentro de su 

rama filogenética sugiere que, en vez de convertirse en un pseudogen o de sufrir un 

proceso de subfuncionalización, el Esr2a adquirió una o más funciones nuevas. 

Veintidós diferencias aminoacídicas y dos deleciones cortas son características de los 

Esr2a conocidos. Dichos cambios se encuentran en regiones importantes de los ERs 

como el LBD (Hawkins et al., 2000). Los estudios de afinidad por los estrógenos de los 

tres subtipos de ERs en el corvinón brasileño parecen corroborar este posible proceso de 

neofuncionalización. En dichos estudios se vio que el Esr2a, pese a tener una afinidad 

alta por el 17β-estradiol al igual que los otros dos subtipos, también presentaba 

propiedades inusuales de unión por el estriol y otros compuestos estrogénicos.
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Fig. 5. Secuencia aminoacídica deducida de los tres cDNAs para los ERs del corvinón brasileño. Los aminoácidos marcados en rojo son los que caracterizan al nuevo 

subtipo encontrado (Esr2a). La DBD aparece subrayada y la LBD entre corchetes. Los aminoácidos implicados en la dimerización del receptor están marcados con rombo 

negro. Los asteriscos señalan los aminoácidos encargados de la unión del ligando en los ERs de mamíferos. Las flechas muestran los aminoácidos críticos en la unión del 17β-

estradiol en la LBD. TAF-2: función de transactivación dependiente de ligando. (.) Identidad con el Esr2a. (-) Espaciadores introducidos para maximizar la identidad de las 

secuencias. Adaptado de Hawkins et al., 2000.  
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Esta particularidad podría deberse a la variación aminoacídica del LBD adquirida por el 

Esr2a (Hawkins y Thomas, 2004).  

Alternativamente, los estudios de hibridación in situ desarrollados en el cerebro 

del corvinón, evidencian un patrón diferente de expresión de los subtipos Esr2. La 

complementariedad de expresión de los dos subtipos en diferentes áreas cerebrales, 

podría sugerir también un proceso de subfuncionalización (Hawkins et al., 2005). Fuera 

del cerebro del corvinón, el Esr1 se expresa de forma predominante en el hígado y 

testículo y en menor cantidad en el ovario. En este último tejido, se observa que la 

forma predominante es una isoforma de menor tamaño que también aparece de forma 

vaga en el músculo. La expresión del Esr2b se localiza de manera patente en hígado y 

testículo, de manera más tenue en ovario y apenas perceptible en músculo. Finalmente, 

al contrario que el Esr1 y Esr2b, el Esr2a se expresa de forma abundante en el ovario y 

el testículo, pero no se detectó en el hígado (Hawkins et al., 2000). 

Trabajos posteriores al de Hawkins han permitido identificar la presencia de los 

tres subtipos de ERs en otras especies (pez dorado, Ma et al., 2000, pez cebra, Menuet 

et al., 2002, dorada, Pinto et al., 2005, carpa (Pimephales promelas), Filby y Tyler, 

2005, trucha arcoíris, Nagler et al., 2007, perca amarilla (Perca flavescens), Lynn et al., 

2007, Acanthopagrus schlegeli, An et al., 2008, medaka, Chakraborty et al., 2011). 

 Un caso especial de los estudios realizados en peces sobre los ERs es el de la 

trucha arcoíris, donde se han encontrado 2 subtipos diferentes Esr1 (Nagler et al., 2007). 

El segundo subtipo de Esr1, no identificado en ningún otro teleósteo, fue clonado en el 

ovario, presentando un elevado grado de homología con el Esr1 original en los 

dominios C (95,5%) y E (91,4%) y una menor similitud con los dominios A/B (57%), D 

(62,2%) y F (60%). Por el contrario, el grado de homología del nuevo subtipo de Esr1 

con los subtipos Esr2b y Esr2a fue muy bajo. Las relaciones filogenéticas entre los 

cuatro subtipos de ERs hallados en esta especie, indican que los dos subtipos de Esr1 no 

son variantes alélicas de un mismo gen, como es el caso en otras especies [carpa dorada, 

GenBank nº de acceso AY344444 y AY055725, trucha arcoíris (Pakdel et al., 2000), 

pez gato (Patiño et al., 2000)], sino que provienen de genes diferentes. Dado que el 

nuevo Esr1 no se ha encontrado en ninguna otra especie, ni siquiera entre los 

salmónidos, su origen correspondería a una duplicación aislada de dicho gen en esta 

especie. Dicha duplicación habría tenido lugar con bastante posterioridad a la ocurrida 

al comienzo del linaje de los teleósteos, la cual dio lugar a los dos subtipos de Esr2 

(Nagler et al., 2007). Sin embargo, también es posible que la presencia del nuevo 
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subtipo del Esr1 en la trucha arcoíris sea consecuencia del fenómeno de 

tetraploidización que se da en los salmónidos (Hordvik, 1998) y que aun no haya sido 

identificado en otras especies de los mismos.  

 

2.3.1) ERs en la lubina 

Al igual que en numerosas especies de peces, en la lubina (Dicentrarchus 

labrax), también se han identificado los tres subtipos de ERs (Halm et al., 2004). El 

Esr1, se clonó a partir de tejido hepático mientras que el Esr2b y Esr2a, se clonaron de 

forma parcial a partir de tejido ovárico. Las secuencias obtenidas representan en todo 

caso el 90% de la secuencia codificante del gen. El análisis molecular indicó que los 

ERs clonados en la lubina presentan los dominios característicos de los ERs en 

vertebrados (A/B, C, D, E y F), incluyendo las ocho cisteínas de los dos motivos “dedos 

de zinc” fundamentales para la unión al DNA, la función de transactivación dependiente 

de ligando (AF2) y la independiente de ligando (AF1). Los análisis llevados a cabo para 

establecer la filogenia de los tres subtipos de ERs, agrupan al subtipo Esr1 junto a los 

demás Esr1 de peces y a los subtipos Esr2 con sus ortólogos respectivos (Fig. 6). El 

grado de identidad entre el subtipo Esr1 y los subtipos Esr2b y Esr2a es de 53,2% y 

52,3%, respectivamente. La identidad entre los dos subtipos Esr2 es del 63,9%. La 

similitud de los dos subtipos Esr2 de la lubina con los correspondientes en tetrápodos y 

peces, es elevada en comparación con la del subtipo Esr1. Todo ello sugiere, que la 

divergencia entre tetrápodos y peces para el subtipo Esr1 pudo haber ocurrido con 

anterioridad a la divergencia de los subtipos Esr2 (Halm et al., 2004). 

En cuanto a la distribución tisular, el Esr1 se expresa principalmente en el 

hígado y la pituitaria. Estos resultados se corresponden con los encontrados en otras 

especies (Roger et al., 2000, Menuet et al., 2002, Andreassen et al., 2003, Choi y 

Habibi, 2003). En las gónadas, el Esr1 se expresa profusamente en individuos juveniles 

pero no en adultos; en cambio los niveles en el cerebro, son bajos tanto en individuos 

adultos como juveniles. Los subtipos Esr2 presentan un patrón de expresión más amplio 

y con niveles de expresión similares. Ambos receptores se expresan en la pituitaria, el 

hígado, el cerebro, las gónadas y el corazón. Los resultados obtenidos para los subtipos 

Esr2 en las gónadas y pituitaria están en consonancia con los encontrados en el la carpa 

dorada (Choi y Habibi, 2003), en el pez cebra (Lassiter et al., 2002), y en la dorada 

(Socorro et al., 2000). 
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Fig. 6. Árbol filogenético basado en el alineamiento de secuencias 
aminoacídicas para los ERs de mamíferos, aves, tiburón y peces teleósteos. El 
receptor relacionado con el receptor de estrógenos alfa de humano (ERRα), se 
utilizó como grupo externo. En peces teleósteos existe una rama principal con dos 
subramas para el Esr1 (Esr1 1-1 y Esr1 1-2) y dos ramas principales (1-2) con dos 
subramas cada una para el Esr2 (Esr2 1-1, Esr2 1-2, Esr2 2-1 y Esr2 2-2). 
Adaptado de Halm et al., 2004. 
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2.3.1.1) Estructura génica de los ERs de la lubina 

Los ERs, presentan una estructura conservada a lo largo de los vertebrados como 

así lo demuestra la considerable homología encontrada entre la especie humana y los 

peces en cuanto al número de exones, tamaño de la región codificante y longitud de la 

proteína. En humano, el Esr1 presenta cuatro isoformas con 8-10 exones y una región 

codificante para todas ellas de 1788 pb (pares de bases) expresando la misma proteína 

de 595 aminoácidos (GenBank nº de acceso NM_000125.3, NM_001122740.1, 

NM_001122741.1, NM_001122742.1). Dichas isoformas difieren en la región 5´ no 

trasladada del gen así como en el uso de una región promotora también diferente. 

Respecto al Esr2 de humano, se han descubierto 5 variantes las cuales contienen 8-9 

exones y unas regiones codificantes de 1450 a 1600 pb que producen proteínas con una 

secuencia aminoacídica de 480 a 530 aminoácidos (NM_001437.2, NM_001040275.1, 

NM_001040276.1, NM_001214902.1, NM_001214903.1). Estas variantes difieren 

tanto en la región 5´ como en la 3´ no trasladada, así como en la región codificante. 

 El RNAm del Ers1 aislado en la lubina (Halm et al., 2004) consta de 2521 pb, 10 

exones y una región codificante de 1917 pb con un codón (ATG) de inicio de la 

traducción situado a 117 pb del extremo 5´ del gen. La región codificante, la cual abarca 

los 10 exones, da lugar a una proteína de 639 aminoácidos. Un segundo codón (ATG) 

potencial del inicio de la traducción se localiza a 261 pb del extremo 5´, al comienzo del 

exón 2, el cual da lugar a una región codificante de 1773 pb y a una proteína de 591 

aminoácidos. Ambas regiones codificantes terminan con un codón (TGA) de parada 

situado a 477 pb del extremo 3´ del gen, incluyendo una cola poliadenilada. La 

presencia de isoformas para el Esr1, se ha demostrado previamente en varias especies de 

peces (Pakdel et al., 2000, Patiño et al., 2000, Socorro et al., 2000, Urushitani et al., 

2003). En el pez gato, la isoforma larga del Esr1 se produce como consecuencia de la 

adición de 503 pb en el extremo 5´ con respecto a la isoforma corta, implicando 36 

aminoácidos extra en el extremo N-terminal de la proteína (Patiño et al., 2000). Por el 

contrario, en la trucha arcoíris, la variante larga del gen se obtiene gracias a un 

procesado alternativo entre el exón I, intrón I y exón II que le añade 45 aminoácidos al 

extremo N-terminal de la proteína (Pakdel et al., 2000). Pese a tenerse constancia 

únicamente de la variante larga del Esr1 en la lubina (Halm et al., 2004), existen 

evidencias que indican que al igual que en otras especies, en la lubina podrían darse más 

de una isoforma para dicho subtipo. Para la realización de la caracterización 

farmacológica y molecular del Esr1 de la lubina, se clonó el Esr1 a partir de tejido 
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cerebral. Dicha clonación, determina que la isoforma expresada en el cerebro era la 

variante corta (Muriach et al., 2008b).  

  El RNAm del Esr1 obtenido a partir del hígado de la lubina, presenta un 

procesamiento parcial que incluye parte de los intrones I, II y IV (Halm et al., 2004). Un 

tercer codón (ATG) potencial de inicio de la traducción para el Esr1, se localiza dentro 

del intrón I, a 11 pb del inicio del exón II, con un patrón de lectura acorde con los dos 

anteriores. Existen evidencias de que la variante producida a partir del procesado 

alternativo en el intrón I, se expresa en el hígado de esta especie (Halm et al., resultados 

no publicados).  

Respecto a los subtipos Esr2, los RNAm aislados en la lubina (Halm et al., 2004) 

permitieron obtener secuencias parciales de los dos subtipos, con un tamaño de 1934 pb 

para el Esr2b y de 1926 pb para el Esr2a, faltando en ambos casos los extremos 5´ del 

gen. La región codificante del Esr2b es de 1554 pb con un codón de parada (TAG) 

situado a 336 pb del extremo 3´. La secuencia aminoacídica parcial obtenida es de 517 

aminoácidos. En cuanto al Esr2a, la región codificante consta de 1827 pb con un codón 

(TAA) de parada a 82 pb del extremo 3´. La traducción de dicha región codificante da 

lugar a una proteína de 608 aminoácidos. Ambos RNAm presentan una cola 

poliadenilada. Pese a no disponerse de los extremos 5´ de ambos genes, de los estudios 

comparativos con los subtipos 2 de otras especies próximas a la lubina, como son la 

dorada y el corvinón brasileño, cabría esperar que el subtipo Esr2a sea de mayor 

tamaño, aproximadamente 50 aminoácidos, que el subtipo Esr2b. Los análisis 

filogenéticos basados en alineamientos aminoacídicos entre mamíferos, aves, tiburón y 

peces teleósteos, muestran, que la rama que incluye a los subtipos Esr2 entre los que se 

encuentra el Esr2a de lubina, son de mayor tamaño que la rama que incluye a otros 

subtipos Esr2 de especies más alejadas filogenéticamente (Halm et al., 2004).  

 

2.3.2) Mecanismos de acción clásicos de los ERs 

El mecanismo de acción clásico por el cual los ERs median los efectos 

biológicos de los estrógenos, implica su actuación como factores de transcripción 

dependientes de ligando. Dicho mecanismo comporta la unión del estrógeno al receptor 

en el núcleo, después de lo cual, el receptor dimeriza y se une a elementos de respuesta 

específicos (EREs) localizados en los promotores de los genes (Nilsson et al., 2001). La 

unión del ligando al receptor, induce además un cambio conformacional en el LBD 
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permitiendo el reclutamiento de proteínas coactivadoras que son necesarias para activar 

la transcripción génica (Rosenfeld y Glass, 2001).  

Los GRs, MRs y ARs se unen a secuencias derivadas de una común denominada 

elemento de respuesta a los glucocorticoides (GRE). Sin embargo, el ERE presenta 

diferencias con respecto a dicha secuencia. La secuencia consenso para el ERE consta 

de 13 pb dispuestas como dos medias secuencias palindrómicas invertidas separadas por 

3 pb (Fig. 7). En la unión del receptor al ERE, son cruciales tres aminoácidos del primer 

dedo de zinc (P-Box) del DBD, mientras que el segundo dedo de zinc está implicado en 

la capacidad de dimerización del receptor y del reconocimiento de parte de la secuencia 

del ERE (Gruber et al., 2004). Tanto el Esr1 como el Esr2 pueden formar homodímeros 

y heterodímeros (Pettersson et al., 1997). Ambos receptores reconocen por igual al ERE 

(Yi et al., 2002). El cambio conformacional que sufre el receptor, necesario para la 

activación de la transcripción, está mediado principalmente por el ligando pero el ERE 

juega también un papel importante (Gruber et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existen evidencias de que los efectos producidos por los estrógenos, a través de 

sus receptores, presentan mecanismos de acción alternativos al clásico (Björnström y 

Sjörberg, 2005). Los ERs pueden regular la expresión génica sin necesidad de unirse al 

ERE mediante la unión a otras proteínas en el núcleo (acciones genómicas 

independientes de los EREs). Este es un mecanismo comúnmente utilizado por la 

superfamilia de RNs (Gottlicher et al., 1998). Un ejemplo, es la activación de varios 

genes a través de la unión del 17β-estradiol al ER y este al factor de transcripción Sp-1. 

Fig. 7. Secuencias consenso para el ERE y GRE. El ERE consta de 13 
pb dispuestas como dos medias secuencias palindrómicas invertidas 
separadas por 3 pb. La sustitución de la adenina en la posición +4 por una 
timina da lugar a la secuencia del GRE. Las posiciones +2, +3 y +6 están 
conservadas en ambos elementos de respuesta. Adaptado de Gruber et al., 
2004. 
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El complejo ER-Sp-1 se une a secuencias específicas para el SP-1 en las regiones 

promotoras de aquellos genes que pueden ser regulados por la presencia de estrógenos 

(Saville et al., 2000).  

 

2.3.3) REs de membrana 

Las hormonas esteroideas, además de ejercer sus efectos a través del mecanismo 

clásico de unión a los RNs (acciones genómicas), también pueden desarrollar respuestas 

rápidas que implican la actuación de mecanismos alternativos a la transcripción génica 

(acciones no genómicas, Fig. 8). Los efectos rápidos producidos por la unión del 

esteroide a su receptor dependerán del sistema y el contexto en el que se halle el 

complejo hormona-receptor, desencadenándose en un periodo de tiempo del orden de 

segundos o minutos. En contraposición, las respuestas genómicas clásicas de los REs 

pueden demorarse en el tiempo desde varias horas hasta incluso días. 

 Si bien el complejo ligando-receptor implicado en la transcripción génica se 

localiza en el núcleo, en la mayoría de los casos, el par hormona-receptor relacionado 

con las respuestas no genómicas de los esteroides, está asociado a las membranas 

plasmáticas. En esta situación, los esteroides, actúan mediante los mecanismos clásicos 

de los receptores asociados a las mismas, a través de segundos mensajeros (Norman et 

al., 2004). Diversos estudios en mamíferos y peces, ponen de manifiesto la presencia de 

receptores de membrana para progesterona, andrógenos y estrógenos acoplados a 

proteína G (Thomas et al., 2006, Thomas et al., 2010). Se ha demostrado que los 

estrógenos provocan una activación rápida de segundos mensajeros en una línea celular 

cancerígena humana (SKBR3) que no expresa los subtipos Esr1 y Esr2, pero sí el 

receptor de estrógenos acoplado a proteína G (GPER, Filardo et al., 2000). El trabajo 

anterior propone que los efectos producidos por los estrógenos están mediados por el 

GPER. Sin embargo, no se encontraron evidencias de la interacción de los mismos con 

dicho receptor. Estudios posteriores, además de demostrar la interacción anterior, 

indican que el GPER une estrógenos con afinidad elevada, provocando la estimulación 

de la actividad adenilato ciclasa y el consiguiente incremento de AMPc (Filardo et al., 

2002). Respecto a la funcionalidad del GPER, se sabe que está implicado en numerosas 

funciones fisiológicas entre las cuales se encuentran: funciones de neurotransmisión y 

regulación neuroendocrina (Xu et al., 2009, Noel et al., 2009), metabolismo lipídico y 

sistema cardiovascular (Hass et al., 2009), secreción de insulina (Martensson et al., 

2009) y maduración de los oocitos en peces (Pang et al., 2008). 
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Además de los receptores de membrana acoplados a proteína G, los RNs 

también están implicados en las acciones rápidas de las hormonas esteroideas (Norman 

et al., 2004, Bjönström y Sjörberg, 2005). Tanto el Esr1 como el Esr2, pueden 

encontrarse asociados a la membrana plasmática (Razandi et al., 2004, Norman et al., 

2004). Dado que los RNs carecen de dominio transmembrana, su asociación con la 

membrana plasmática estaría inducida por la palmitoilación del receptor (Acconcia et 

al., 2004). Parece ser que el estado conformacional del ligando, induce su unión a 

diferentes regiones de la LBD, promoviendo que el RN medie en acciones genómicas o 

no genómicas (Norman et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Esquema ilustrativo de los mecanismos de acción de los ERs. (1) 
Mecanismo clásico de acción genómica del ER. El complejo nuclear E2-ER se 
une a los EREs en la región promotora del gen, activando o reprimiendo su 
expresión. (2) Acción genómica independiente de ERE. El complejo E2-ER se 
une mediante interacción proteína-proteína a otros factores de transcripción, los 
cuales contactan con la región promotora del gen. (3) Acción no genómica-
genómica. El complejo de membrana E2-ER activa cascadas de quinasas las 
cuales conducen a la expresión génica a través de fosforilaciones de factores de 
transcripción. (4) Acciones no genómicas. Acciones que desencadenan 
respuestas biológicas rápidas y específicas según el tipo celular donde se 
produzcan. E2: 17β-estradiol, ER: receptor de estrógenos, P: grupo fosfato, Ft: 
factor de transcripción, I3P: inositol trifosfato AMPc: adenosin-monofosfato 
cíclico, Ca: calcio, E: enzima. Adaptado de Björnstrom y Sjörberg, 2005. 
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Las acciones no genómicas de los estrógenos incluyen, entre otras, movilización 

del calcio intracelular, estimulación de la adenilato ciclasa y síntesis de AMPc, 

activación de quinasas MAP, activación de los receptores tirosina-quinasa y activación 

de proteínas G, las cuales desencadenan respuestas biológicas específicas del tipo 

celular donde se produzcan (Björnström y Sjörberg, 2005). Las respuestas no genómicas 

de los estrógenos también pueden implicar la regulación de factores de transcripción en 

lo que se conoce como “acciones no genómicas-genómicas”. Dichos mecanismos 

implican la regulación de factores de transcripción a través de fosforilaciones mediadas 

por quinasas. Ejemplo de lo anterior es la inducción del factor de transcripción AP-1 por 

el 17β-estradiol (Björnström y Sjöberg, 2005). La activación del ER por el 17β-

estradiol, desencadena la activación de una quinasa MAP que a su vez estimula la unión 

de AP1 al DNA induciendo, en última instancia, la transcripción génica. 

 

2.3.4) Funciones diferenciales y redundantes de los ERs 

Tras el descubrimiento del Esr2, hubo que revaluar la visión que se tenía de 

cómo los estrógenos ejercían sus múltiples efectos y funciones. Pese a presentar gran 

similaridad en sus DBD y LBD, la variación encontrada en los otros dominios 

estructurales hace que los dos subtipos de ERs presenten diferencias en las afinidades 

por los ligandos y en la forma de activar la transcripción génica (Schultz et al., 2002, 

Bodo et al., 2006). En mamíferos, el subtipo Esr1 presenta un rango amplio de 

expresión, detectándose su presencia en el útero, ovario, pituitaria, órganos 

reproductivos masculinos, tejido adiposo, próstata, piel, músculo, riñón, vesícula biliar 

y hueso. Por el contrario, la expresión del subtipo Esr2 fue predominante en el ovario, 

bazo, órganos reproductivos masculinos, colon, cerebro y riñón (Bookout et al., 2006). 

Pese a encontrarse cierto solapamiento funcional, el subtipo Esr1 parece mediar sus 

acciones en tejidos diana como el útero, las glándulas mamarias y el esqueleto, mientras 

que el Esr2 ejerce un papel importante en el ovario, el sistema inmunológico, el sistema 

cardiovascular, la próstata, el tracto gastrointestinal y el cerebro (Harris , 2007). 

Además, en órganos donde se ha determinado la expresión de ambos subtipos, se ha 

visto que éstos, lo hacen en distintos tipos celulares. En el ovario, el subtipo Esr2 

predomina en las células de la granulosa mientras que el subtipo Esr1 se expresa 

principalmente en las células de la teca (Hiroi et al., 1999). De manera similar, en el 

estroma de la próstata se expresa principalmente el subtipo Esr1 y en el epitelio el Esr2 

(Kuiper et al., 1996).  
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Dentro del cerebro, existe un claro patrón diferencial de expresión para los dos 

subtipos. Estudios realizados tanto en ratón como en humano, demuestran, que el Esr1 

se expresa en áreas cerebrales asociadas al control de la reproducción, como son el 

hipotálamo, el núcleo del lecho de la estría terminal, el área preóptica y los núcleos 

hipotalámicos arcuato y ventromedial. Por el contrario, el Esr2 es el subtipo 

predominante en el cortex cerebral, hipocampo, amígdala, cerebelo, rafe dorsal, núcleo 

anterior olfatorio, sustancia nigra y área ventral tegmental del cerebro medio (Fan et al., 

2010, Sugiyama et al., 2010) y parece desempeñar un papel importante en la 

morfogénesis cerebral, así como en aspectos comportamentales relacionados con el 

aprendizaje, la memoria, la ansiedad, las conductas agresivas y los mecanismos de 

modulación del dolor (Bodo et al., 2006, Fan et al., 2010, Sugiyama et al., 2010). A 

nivel neuroendocrino, la activación del eje CPA es sexualmente dimórfico en rata, 

presentando las hembras niveles de adrenocorticotropina y glucocorticoides más 

elevados que el macho. Dicho dimorfismo sexual es en parte debido, a los niveles de 

17β-estradiol circulante, y sus efectos están mediados por los Esr2. Por otro lado, los 

efectos regulatorios de los estrógenos sobre el CPG, están mediados principalmente por 

el Esr1, como demuestran los experimentos llevados a cabo mediante inactivaciones 

génicas para dicho subtipo de receptor en ambos sexos del ratón (Bodo et al., 2006). 

 En peces, es más escasa la información sobre la acción de los estrógenos fuera 

de la regulación de las funciones reproductoras. Experimentos llevados a cabo en 

cultivos primarios de hepatocitos de la carpa dorada, han demostrado que los tres 

subtipos de ERs, están implicados en la síntesis de vitelogenina. Los subtipos Esr2 (en 

especial el Esr2b), además de promover de manera directa la síntesis de dicha proteína, 

también sensibilizan al hígado frente al aumento de los niveles circulantes de 17β-

estradiol, induciendo la transcripción y elevando los niveles basales del Esr1 (Nelson y 

Habibi, 2010). Estudios similares realizados en el pez cebra, mostraron que los tres 

subtipos también se expresan en el hígado de esta especie, y que además, el 17β-

estradiol produce una respuesta diferencial de los mismos. El Esr1 es el que más 

sensibilidad muestra en su regulación. Por el contrario, el 17β-estradiol inhibe, de 

manera considerable, la expresión del Esr2b pero no la del Esr2a. Experimentos de 

transfección simultánea en diferentes líneas celulares con un gen testigo bajo el control 

del promotor del Esr1 del pez cebra, y un vector de expresión portador del gen de este 

último subtipo, confirman los resultados obtenidos in vivo en los que se demostraba la 

estimulación de la síntesis del Esr1 por el 17β-estradiol. Sin embargo, análisis similares 
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demuestran que el Esr2a, si bien estimula la expresión del Esr1, lo hace con menor 

intensidad que el propio Esr1, mientras que el Esr2b no es capaz de estimularla. En 

conjunto, los resultados anteriores sugieren, que los tres subtipos de ERs están 

regulados de manera diferente por el 17β-estradiol en el hígado del pez cebra y que 

dicha regulación diferencial comporta una diversa funcionalidad de cada uno de ellos. 

Al no presentar el Esr2a una alteración de su expresión por el 17β-estradiol y sí, en 

cambio, modular la expresión del Esr1, podría indicar que estaría implicado en el 

mantenimiento de los niveles de expresión del Esr1 durante el ciclo reproductivo 

cuando los niveles de 17β-estradiol son bajos. Por el contrario, al estar la expresión del 

Esr2b, fuertemente inhibida por el 17β-estradiol, y no participar además en la 

regulación de la expresión del Esr1, podría no estar implicado en la síntesis de 

vitelogenina (Menuet et al., 2004).  

  Estudios de expresión en el cerebro de peces, ponen de manifiesto un 

solapamiento de los tres subtipos de ERs en regiones cerebrales relacionadas con la 

reproducción, ingesta y comportamiento, como son el hipotálamo y el área preóptica 

(Menuet et al., 2002, Hawkins et al., 2005, Forlano et al., 2005, Muriach et al., 2008a,b, 

Munchrat y Hofmann, 2010). Sin embargo, existe también una expresión diferencial de 

cada uno de los subtipos en diferentes núcleos de las anteriores áreas cerebrales, 

sugiriendo la existencia de funciones redundantes, pero también diferenciales, de los 

ERs en el cerebro. Dichos resultados coinciden con los obtenidos en el cerebro de 

mamíferos (Shughrue et al., 1997). 

Los fitoestrógenos, metabolitos secundarios que se encuentran en una amplia 

variedad de plantas, son capaces de inducir respuestas biológicas, así como mimetizar o 

modular los efectos de los estrógenos endógenos mediante la unión a sus receptores. 

Estudios epidemiológicos apoyan que una dieta rica en fitoestrógenos disminuye el 

riesgo de cánceres inducidos por respuestas hormonales como el de mama y próstata 

(Adlercreutz, 2002). Los efectos protectores de los fitoestrógenos, están mediados por el 

Esr2 en mayor medida que por el Esr1 (Harris et al., 2005). Los resultados anteriores 

coinciden con los de Kuiper, en los cuales se observa que la afinidad de los 

fitoestrógenos es mayor para el subtipo Esr2 que para el Esr1 (Kuiper et al., 1998).  

 Experimentos en peces, demuestran que la exposición a compuestos 

estrogénicos, incluidos los fitoestrógenos, pueden inducir cambios comportamentales, 

morfológicos y fisiológicos (Sumpter, 2005). La incorporación en las dietas de peces de 

proteínas de origen vegetal ha incrementado dramáticamente el nivel de sustancias 
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estrogénicas no esteroideas principalmente en forma de fitoestrógenos (Pelissero y 

Sumpter, 1992). Son varios los trabajos en peces en los que se demuestra que las 

disrupciones endocrinas, que pueden producir los fitoestrógenos, están mediadas por los 

ERs (Latonelle et al., 2002, Tollefsen et al., 2003). La genisteína es un fitoestrógeno 

perteneciente a la clase de los flavonoides. En humanos se sabe que dicho fitoestrógeno 

presenta afinidad por los ERs mimetizando actividades estrogénicas, mostrando una 

mayor afinidad por el Esr2 que por el Esr1 (Kuiper et al., 1998; Henley et al., 2006). 

Por el contario, experimentos in vitro desarrollados en el pez cebra demuestran que la 

genisteína une y activa a los tres subtipos de ERs con la misma afinidad (Sassi-Messai 

et al., 2009). 

 

3) CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA REPRODUCCIÓN 

 El control neuroendocrino en vertebrados permite ejercer una regulación 

recíproca entre el cerebro y los sistemas endocrinos. La estrecha conexión entre el 

sistema nervioso y el endocrino permite a los organismos adaptar sus respuestas frente a 

cambios ambientales y hormonales. En este contexto, el control neuroendocrino de la 

reproducción implica una comunicación permanente entre el complejo central 

cerebro/pituitaria y los órganos periféricos endocrinos asociados a la reproducción. La 

conexión entre ambos, permite controlar la actividad de los diferentes componentes del 

eje CPG regulando, en última instancia, las diferentes etapas del ciclo de vida de los 

animales. Los esteroides sexuales, producidos principalmente por las gónadas, tienen 

especial importancia en la regulación endocrina del eje CPG, ya que informan al cerebro 

y pituitaria del estado sexual del animal.  

 

3.1) El complejo cerebro-pituitaria (CP) 

En todos los vertebrados, la pituitaria está conectada al hipotálamo y su 

actividad controlada por varios tipos de neurohormonas, las cuales, se sintetizan en 

grupos neuronales específicos. La pituitaria es una glándula en la que se diferencian 

claramente dos regiones: una parte glandular, llamada adenohipófisis, que contiene las 

células que sintetizan y liberan las hormonas hipofisiarias y una parte nerviosa, 

denominada neurohipófisis, formada por fibras neuronales, procedentes de varias 

regiones del cerebro.  

En peces, la adenohipófisis se divide en la pars distalis (lóbulo anterior en 

vertebrados terrestres) y la pars intermedia (lóbulo intermedio). A su vez, la pars 
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distalis se divide en la parte rostral y parte proximal (Olivereau y Ball, 1964). De la 

misma manera, el lóbulo posterior de la pituitaria de los tetrápodos, formado por fibras 

nerviosas neurosecretoras, en peces está estrechamente asociado a la pars intermedia.  

En tetrápodos, la conexión entre el hipotálamo y la adenohipófisis se realiza a 

través del sistema portal hipofisiario (sistema formado por vasos sanguíneos situados en 

la eminencia media), donde las neuronas hipofisiotrópicas liberan las neurohormonas. 

En peces, las neuronas hipotalámicas inervan directamente las células secretoras de la 

adenohipófisis (Gorbman, 1995). Así, la parte rostral de la pars distalis contiene células 

sintetizadoras de ACTH y prolactina (PRL), mientras que la parte proximal contiene 

células productoras de gonadotropinas (hormona folículo estimulante, FSH y hormona 

luteinizante, LH), hormona tirotropa (TSH) y hormona del crecimiento (GH). En 

general, existe una correspondencia entre la distribución de las fibras nerviosas 

encargadas del control de un tipo específico de células y su distribución dentro de la 

pituitaria. Las neuronas encargadas de controlar la síntesis y secreción de las 

gonadotropinas, como son las neuronas GnRH, las neuronas dopaminérgicas, las 

neuronas gabaérgicas y las neuronas productoras del neuropéptido Y, inervan la pars 

distalis donde se encuentran los gonadotropos (González-Martínez et al., 2002, Kah et 

al., 1986, Kah et al., 1987, Batten et al., 1990). Además, estudios llevados a cabo en el 

pez dorado y en el pez cebra han puesto de manifiesto que la mayor parte de las 

neuronas que inervan la pituitaria, provienen del área preóptica y del hipotálamo 

mediobasal, las cuales son regiones comunes en el control de las funciones 

reproductoras en vertebrados (Zohar et al.,2010). Sin embargo, también se han 

encontrado neuronas hipofisotrópicas provenientes de los bulbos olfatorios, tálamo y 

tegmento mesencefálico (Anglade et al., 1993, Johnston y Maler, 1992). 

 

3.2) Gonadotropinas 

 Por definición, las gonadotropinas son hormonas que estimulan el crecimiento y 

el desarrollo gonadal en vertebrados. Existen dos gonadotropinas: la FSH, encargada de 

regular el crecimiento gonadal, y la LH, cuya función es regular la maduración final de 

los gametos así como la ovulación/espermiación. Dichas hormonas, ejercen sus efectos 

a través de la biosíntesis de hormonas esteroideas gonadales y factores de crecimiento 

(Weltzien et al., 2004). Las gonadotropinas, junto con la TSH y la hormona coriónica 

placentaria (CG), forman la familia de hormonas glicoproteicas. Estas hormonas 

presentan una estructura heterodimérica formada por una subunidad α, común a todas 
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ellas, y una subunidad β, que les confiere la especificidad funcional, unidas de forma no 

covalente (Pierce, 1988).  

La LH se purificó por vez primera en mamíferos a finales de los años 50 (Squire 

y Li, 1959). Aproximadamente una década más tarde, se obtuvo la FSH (Papkoff et al., 

1967; Roos, 1968). Durante muchos años, se pensó que la pituitaria de peces contenía 

una única gonadotropina (denominada gonadotropina maduracional), la cual regulaba 

todos los procesos implicados en la reproducción (Burzawa-Gerard, 1982). A finales de 

los 80, experimentos llevados a cabo en salmónidos, establecieron la dualidad de las 

gonadotropinas en peces con el descubrimiento de una nueva gonadotropina llamada en 

ese momento, hormona gonadotropa-1 (GTH-1), químicamente diferente de la 

previamente identificada como gonadotropina maduracional, llamada entonces hormona 

gonadotropa-2 (GTH-2, Kawauchi et al., 1989). Basándose en las secuencias de ácidos 

nucleicos y aminoacídicas, se encontró que las GTHs de peces eran homólogas a la FSH 

(GTH-1) y LH (GTH-2, Querat, 1994). Desde entonces, han aparecido numerosos 

estudios que han identificado ambas gonadotropinas en peces (Hassin et al., 1995, 

Kajimura et al., 2001, Mateos et al., 2003, Weltzien et al., 2003), aportando evidencias 

suficientes que indican que el sistema dual de gonadotropinas en peces es homólogo al 

de tetrápodos. Estudios de hibridación in situ en peces, sugieren que ambas 

gonadotropinas se sintetizan en células diferentes (Nozaki et al., 1990, Shimizu et al., 

2003) 

Si bien, la pituitaria es el principal tejido en la producción y secreción de las 

gonadotropinas, diferentes estudios han mostrado la presencia de dichas hormonas en 

otros órganos a lo largo de todos los vertebrados. En los oocitos de la hembra de ratón, 

se ha detectado la presencia de expresión de LH, GnRH y su receptor (Schirman-

Hildesheim et al., 2005). La GnRH se ha detectado también en los ovarios de peces, 

anfibios, reptiles y aves (Singh et al., 2007). Respecto a los peces, en la tilapia, tanto la 

FSH como la LH, se sintetizan en el cerebro (Parhar et al., 2003a), mientras que en el 

pez gato (Silurus meridionalis) y en la dorada, ambas gonadotropinas se expresan en el 

ovario (Wu et al., 2009) y en los oocitos (Wong y Zohar, 2004). En el pez cebra y en la 

anguila, (Anguilla marmorata) se detectan también en el cerebro, el hígado, el riñón, el 

ovario y el testículo (So et al., 2005, Huang et al., 2009). Pese a que todavía no se sabe 

con certeza la importancia fisiológica de las gonadotropinas extrapituitarias, se piensa 

que éstas pueden actuar modulando el eje CPG. En el cerebro de peces, ambas 

hormonas podrían neuromodular la actividad de la adenohipófisis y conductas 
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reproductoras (Parhar et al., 2003a, Wu et al., 2009). En las gónadas, tanto la FSH como 

la LH, podrían actuar de manera autocrina/paracrina en la comunicación intragonadal 

(Wong y Zohar, 2004).  

Los diferentes patrones temporales de síntesis de las gonadotropinas en peces, 

indican la existencia de mecanismos de regulación diferentes para ambas hormonas. Su 

expresión durante el ciclo reproductivo, presenta variaciones según la especie que se 

trate. De manera general, en las especies con una única puesta por ciclo reproductivo, la 

FSH cobra importancia durante el crecimiento gonadal mientras que la LH lo hace 

durante la maduración final y la puesta. En salmónidos, la FSH es la hormona 

predominante en plasma durante las fases de vitelogénesis y gametogénesis, mientras 

que los niveles circulantes de LH alcanzan su máximo durante la espermiación y la 

ovulación (Planas y Swanson, 1995, Prat et al., 1996, Breton et al., 1998). Acorde a lo 

anterior, en individuos macho de salmónidos, los niveles de expresión en la pituitaria de 

la FSH aumentan durante la gametogénesis, mientras que los de la LH lo hacen durante 

la maduración final de los gametocitos, espermiación y ovulación (Gómez et al., 1999). 

Por el contrario, en peces con varias puestas por ciclo reproductivo, ambas 

gonadotropinas están presentes prácticamente desde el comienzo del ciclo y van 

aumentando conforme éste progresa. En individuos macho del fletan (Hippoglossus 

hippoglossus), tanto la LH como la FSH están presentes durante todo el ciclo 

reproductivo, aumentando sus niveles durante la espermiación, sugiriendo que las dos 

hormonas influyen tanto al principio como al final de los estados reproductivos 

(Weltzien et al., 2003). Paralichthys oliváceos, es otro pleuronectiforme, en el cual, la 

expresión en la pituitaria de las dos hormonas es alta desde el principio de la 

espermatogénesis, alcanzando sus máximos durante la espermiación (Kajimura et al., 

2001). Patrones similares se encuentran en el pez dorado (Sohn et al., 1999) y la dorada 

roja (Pagrus mayor, Gen et al., 2000). 

  Respecto al perfil de las gonadotropinas durante el ciclo reproductivo de la 

lubina, la presencia de la LH y FSH es patente desde su comienzo. En individuos macho 

de esta especie, la expresión de ambas hormonas en la pituitaria va en aumento durante 

todo el ciclo reproductivo (Mateos et al., 2003). La expresión de la FSH, es baja al 

comienzo de la espermatogénesis, pero sus niveles aumentan acorde al crecimiento 

gonadal, alcanzando los máximos al comienzo de la espermiación. Los niveles se 

mantienen constantes durante dicha fase y comienzan a declinar una vez finalizada la 

misma. Los resultados anteriores sugieren que la FSH podría desempeñar también un 



Introducción 
 

42 
 

papel importante en la maduración gonadal final y la espermiación. Los niveles de 

expresión de LH siguen un patrón similar a los de FSH indicando, que en la lubina, 

ambas hormonas son activas durante todo el ciclo reproductivo. Los resultados 

obtenidos para la LH están en concordancia con los obtenidos en la tilapia (Melamed et 

al., 2000) y la lubina rayada (Morone saxatilis Hassin et al., 1998). Dicha hormona va 

incrementando sus niveles durante la gametogénesis, alcanzando el máximo al final de 

dicha fase y durante la ovulación, corroborando su papel principal en la maduración 

gonadal final y ovulación/espermiación (Swanson, 1991). 

 De manera similar a los patrones de expresión obtenidos en los experimentos de 

Mateos y colaboradores (2003), la síntesis de ambas gonadotropinas en la pituitaria de 

hembras adultas de lubina, va en aumento a lo largo de todo su ciclo reproductivo 

alcanzándose los niveles máximos en la maduración-ovulación (Molés et al., 2011). 

  

3.3) Factores reguladores de las gonadotropinas 

El control de la síntesis y secreción de la FSH y LH implica mecanismos de 

regulación complejos entre el cerebro, la pituitaria y las gónadas. Se han identificado 

diversos factores que controlan dicha síntesis y secreción, entre los cuales se 

encuentran: la GnRH, las kispeptinas (KISS), la dopamina (DA), el ácido amino-

gammabutírico (GABA) y los esteroides sexuales (Fig. 9). 

 

3.3.1) GnRH 

Aunque se sabe con claridad que el control de las gonadotropinas depende de la 

interacción de múltiples factores, dicha regulación se ejerce principalmente por la 

GnRH. La GnRH es un decapéptido que se sintetiza en forma de precursor (prepro-

GnRH). El prepro-GnRH contiene 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 (Gothilf et al., 1996). Estudios 

filogenéticos han puesto de manifiesto la existencia de tres subtipos de GnRH como 

resultado de tres duplicaciones génicas principales ocurridas a lo largo de la evolución 

de los vertebrados (Kah et al., 2007). El primer subtipo (GnRH-1), se expresa 

principalmente en el hipotálamo de anfibios y mamíferos, pero también de varias 

especies de peces. El segundo subtipo (GnRH-2), se expresa en el 

sinencéfalo/mesencéfalo de vertebrados. Por último, el tercer subtipo (GnRH-3), 
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aparece expresado únicamente en peces (Sherwood et al., 1983) y principalmente en el 

cerebro anterior (Zohar et al., 2010, Kah et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 9. Representación esquemática de los principales circuitos neuronales que controlan la síntesis 
y secreción de hormonas gonadotropas en peces. GnRH, KISS, GABA y DA estimulan e inhiben, 
respectivamente, la liberación de FSH/LH de manera directa sobre las células gonadotropas. Los 
efectos anteriores están modulados por las neuronas GABA, las cuales actúan estimulando la 
secreción de GnRH e inhibiendo la de dopamina. Los esteroides sexuales, modulan la actividad de 
los gonadotropos hipofisiarios de manera directa sobre los mismos, pero también de manera 
indirecta, modulando la actividad de los anteriores circuitos neuronales a través de las neuronas 
dopaminérgicas y gabaérgicas, y posiblemente, los de GnRH de manera indirecta, a través de las 
neuronas KISS. E2: 17β-estradiol, DA: dopamina, FSH: hormona folículo estimulante, GABA: 
ácido gamma-aminobutírico, GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas, KISS: kispeptinas, 11-
KT: 11-cetotestosterona, LH: Hormona luteinizante, T: testosterona. Adaptado de Zohar et al., 2010. 
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 Desde el descubrimiento de los tres subtipos de GnRH en el cerebro de la 

dorada (Powell et al., 1994), numerosos estudios han confirmado la presencia de los 

mismos en peces (Carolsfeld et al., 2000, Andersson et al., 2001, Amano et al., 2002, 

Mohamed y Khan, 2006). La distribución de los grupos neuronales encargados de 

expresar los diferentes subtipos de GnRH, se realiza por primera vez en la dorada 

(Gothilf et al., 1996), y se esclarece con posterioridad en la lubina (González-Martínez 

et al., 2001, 2002). Así, usando ribosondas y anticuerpos contra el GAP, se ve que la 

GnRH-2, se expresa únicamente en el sinencéfalo, mientras que la GnRH-3 y la GnRH-

1, presentan una distribución solapada en los bulbos olfatorios, telencéfalo ventral y 

área preóptica. Más concretamente, el subtipo GnRH-2 aparece expresado en el núcleo 

del fascículo longitudinal medial, la GnRH-3 se expresa, con predominancia, en los 

bulbos olfatorios, mientras que la GnRH-1 lo hace en el área preóptica e hipotálamo 

tuberal. Respecto a las proyecciones de los tres subtipos de neuronas GnRH, las 

neuronas GnRH-3, proyectan principalmente a los bulbos olfatorios, telencéfalo dorsal 

y ventral, área preóptica, e hipotálamo tuberal, pero también se encuentran proyecciones 

en el techo óptico, tálamo ventral, tegmento mesencefálico y rombencéfalo ventral. La 

pituitaria únicamente presenta algunas fibras de dicho subtipo. Por el contrario, las 

neuronas GnRH-1 proyectan al área preóptica, telencéfalo ventral e hipotálamo tuberal. 

De los tres subtipos, la GnRH-1, es la que inerva con intensidad la pituitaria [pars 

distalis proximal y pars intermedia, donde se localizan las células gonadotrópicas y los 

receptores de GnRH (González-Martínez et al., 2004)]. Lo anterior sugiere un papel 

principal de dicho subtipo en el control de la reproducción, estimulando la producción 

de gonadotropinas. Finalmente, las neuronas GnRH-2 del sinencéfalo inervan al 

telencéfalo, área preóptica, hipotálamo tuberal, tálamo, tubérculo posterior, tegmento y 

techo mesencefálico, cerebelo y rombencéfalo (González-Martínez et al., 2002).  

 El patrón de síntesis y secreción de GnRH varía a lo largo del ciclo de vida de 

los peces. En la lubina rayada, estudios sobre los niveles de GnRH en la pituitaria 

durante el estado juvenil, pubertad y madurez muestran que la GnRH-1 y GnRH-2 

aumentan durante la fase de recrudescencia gonadal, llegando al máximo en el periodo 

de puesta, tanto en individuos macho como hembra (Holland et al., 2001). El patrón 

anterior de expresión estacional, también se puede observar en animales juveniles, pero 

sin llegar a los mismos niveles, mientras que los niveles de GnRH-3 son bajos durante 

todo el ciclo reproductivo, observándose picos estacionales sólo en animales maduros.  
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De la misma manera que la secreción de GnRH está regulada de acuerdo a la 

fase del estado reproductivo, también lo está su actividad génica. En especies con tres 

subtipos de GnRH como los perciformes, los niveles de expresión de las tres formas 

aumentan con la actividad reproductiva de los individuos adultos, aunque dicho 

aumento no implique necesariamente un efecto directo a nivel de la pituitaria (Zohar et 

al., 2010). En la dorada, La GnRH-1, es especialmente elevada en las pituitarias de 

animales macho y hembra durante la época de puesta, en comparación con individuos 

en fase de recrudescencia. Dichos niveles se corresponden con los de LH en plasma. Por 

el contrario, la GnRH-3 no se detecta en la pituitaria durante todo el ciclo reproductivo 

(Gothilf et al., 1997). De manera similar, la expresión de los tres subtipos de GnRH en 

la dorada roja, alcanzan su máximo justo con anterioridad al momento de la puesta 

(Okuzawa et al., 2003). Este incremento en la expresión solo se corresponde con la 

presencia de GnRH-1 en la pituitaria, pero no con la de los otros dos subtipos 

(Senthilkumaran et al., 1999). Aunque los tres subtipos se han encontrado en la 

pituitaria de la lubina, estudios diversos señalan a la GnRH-1 como el subtipo principal 

en la regulación del ciclo reproductivo de la especie anterior (Rodríguez et al., 2000, 

2004, Carrillo et al., 2010). Estos resultados, sugieren una relación estrecha entre la 

presencia de GnRH-1 y la regulación de la producción de gonadotropinas, mientras que 

los subtipos GnRH-2 y GnRH-3 ejercerían otras funciones neuroendocrinas no 

hipofisiotróficas asociadas al proceso reproductor. 

Si bien se conoce con profundidad el papel central que la GnRH ejerce en la 

regulación de la síntesis y liberación de LH, es más escasa la información concerniente 

sobre la regulación que dicho neuropéptido ejerce sobre la FSH. Estudios en salmónidos 

(Breton et al., 1998, Dickey y Swanson, 1998) han demostrado que, al igual que en 

mamíferos, la GnRH también estimula la secreción de FSH en peces. En general, los 

datos parecen indicar que la regulación de la síntesis de las gonadotropinas por la GnRH 

depende de la especie, sexo y el estado reproductivo del pez (Yaron et al., 2003). En la 

lubina, se ha demostrado que la GnRH regula, vía gonadotropinas, tanto el proceso de 

diferenciación sexual (Molés et al., 2007) como el ciclo reproductivo (Mateos et al., 

2002, Rodríguez et al., 2004, Carrillo et al., 2010). De las dos gonadotropinas, es la 

FSH la que estaría implicada de manera principal en el proceso de diferenciación 

gonadal (Molés et al., 2007). Por otro lado, la administración de GnRH en individuos 

adultos durante el periodo de inactividad en el ciclo reproductivo estimula la síntesis y 

liberación de LH, no ejerciendo ningún efecto sobre la síntesis de FSH (Mateos et al., 
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2002). Estudios in vivo con esteroides sexuales en la anguila (Aroua et al., 2007) 

sugieren un control cerebral diferente para ambas gonadotropinas. Así, la GnRH, 

ejercería un papel de menor importancia sobre la FSH con respecto a la LH, como 

también se ha identificado previamente en mamíferos (Burger et al., 2004). En estos, la 

regulación de la FSH no solo depende de los esteroides sexuales y neuropéptidos 

asociados a su regulación, sino también de muchos otros factores como los péptidos 

gonadales inhibina, folistatina y activina. Los tres se han identificado en varias especies 

de peces (Wu et al., 2000, Poon et al., 2009, Funkenstein et al., 2009).  

 

3.3.2) KISS 

El reciente descubrimiento del sistema KISS/GPR54 ha permitido profundizar 

en la regulación del control neuroendocrino de la reproducción en vertebrados (de Roux 

et al., 2003, Seminara et al., 2003). Este sistema basado en el receptor 54 acoplado a 

proteína G y su ligando las KISS, desempeña un papel clave en la regulación de la 

GnRH y por tanto en la liberación de LH y FSH. Las KISS también están implicadas en 

otras funciones biológicas tales como nutrición, metabolismo y respuesta al fotoperiodo 

(Revel et al., 2006, Roa y Tena-Sempere, 2007).  

El sistema KISS está considerado en mamíferos como clave en el desarrollo de 

la pubertad y los ciclos reproductivos actuando como mediador entre los estímulos 

ambientales y las señales metabólicas que desencadenan la activación del eje CPG 

(Tena-Sempere et al., 2012). Las KISS, son el producto del gen KISS1. Dicho gen, se 

expresa en grupos neuronales de dos núcleos hipotalámicos, el núcleo arcuato y el 

núcleo periventricular anteroventral (Oakley et al., 2009). Sin embargo, la distribución 

tisular del sistema KISS no queda circunscrita únicamente al cerebro. Se ha detectado 

también su expresión, en la pituitaria, ovario, testículos, placenta y tejido adiposo 

(Colledge, 2008). Los esteroides sexuales regulan de manera diferencial las neuronas 

KISS de dichos núcleos hipotalámicos, presentando las del núcleo arcuato una 

retroalimentación negativa por el 17β-estradiol, y las del núcleo periventricular una 

retroalimentación positiva (Franceschini et al., 2006, Roa et al., 2008a). Dichas 

retroalimentaciones, son las causantes de la liberación de la FSH y LH a través del 

sistema GnRH, encontrándose una distribución diferencial del Esr1 y Esr2 asociada a 

las funciones neuromodulativas específicas de las KISS sobre las gonadotropinas 

(Franceschini et al., 2006, Roa et al, 2008b). 



Introducción 
 

47 
 

En peces, la primera identificación y caracterización del KISS1 se realiza en el 

pez cebra (van Aerle et al., 2008) y en medaka (Kanda et al., 2008). Con posterioridad, 

trabajos desarrollados en las especies anteriores y en la lubina, han demostrado un 

segundo subtipo de KISS (KISS2, Kitahashi et al., 2008; Felip et al., 2009). La 

presencia de este nuevo subtipo estaría propiciada por una duplicación del gen ancestral 

ocurrida antes de la divergencia de sarcopterigios y actinopterigios. La ausencia del 

KISS2 en aves y mamíferos placentarios parece indicar que dicho subtipo se habría 

perdido en la evolución posterior de los vertebrados (Felip et al., 2009). 

 Respecto a la distribución de las KISS y sus receptores en peces, su expresión 

se observa en los bulbos olfatorios, telencéfalo, área preóptica, hipotálamo, tálamo, 

techo óptico, cerebelo y pituitaria. Al igual que en mamíferos, las KISS, también se 

encuentran presentes, según la especie que se trate, en las gónadas, estómago, intestino, 

riñón, hígado, tejido adiposo, músculo y corazón (Oakley et al., 2009). Los efectos que 

los esteroides sexuales ejercen sobre los dos subtipos de KISS sugieren, que en peces, el 

sistema KISS presenta diferencias interespecie. De manera general, se observa un efecto 

positivo de los estrógenos sobre la expresión de ambos subtipos. Sin embargo, 

dependiendo de la especie que se trate varía el subtipo de KISS estimulado, así como 

también los grupos neuronales afectados por dicha estimulación (Tena-Sempere et al., 

2012). Si bien ambos subtipos de KISS intervienen en el control de la reproducción de 

peces, parece ser que el KISS2 es mas potente que el KISS1 en la estimulación de las 

gonadotropinas (Felip et al., 2009, Kitahashi et al., 2009). 

 Pese a tenerse constancia del efecto que las KISS ejercen sobre las 

gonadotropinas a través del sistema GnRH, existe controversia sobre si las KISS 

también actúan de manera directa sobre la pituitaria. En mamíferos, se ha detectado la 

presencia de KISS en el sistema portal-hipofisiario, así como la expresión de KISS1 y 

su receptor en las células gonadotropas. En peces, la presencia de expresión de KISS1 

en la pituitaria, junto con la realización de experimentos in vitro con cultivos primarios 

de dicha glándula en los que la KISS1 estimula la secreción de LH, sugieren un efecto 

directo de las KISS a nivel de la pituitaria, bien de manera paracrina/autocrina, o bien, 

por un efecto periférico de las KISS (Oakley et al., 2009, Tena-Sempere et al., 2012).  

 

3.3.3) DA 

En vertebrados, la DA ejerce en el cerebro y la pituitaria un rango amplio de 

efectos sobre funciones cognitivas, motoras y endocrinas, actuando como un inhibidor 
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fundamental del proceso reproductivo (Popesku et al., 2010). Experimentos 

inmunohistoquímicos y de hibridación in situ en la trucha arcoíris y la lubina señalan la 

síntesis de DA y sus receptores en áreas cerebrales productoras de GnRH como el 

telencéfalo ventral, área preóptica e hipotálamo, así como también en la pars intermedia 

y la pars distalis rostral y proximal de la pituitaria (Batten et al., 1993, Vetillard et al., 

2002, Vacher et al., 2003). En el pez dorado y en la trucha arcoíris, las neuronas 

dopaminérgicas del área preóptica proyectan a la pars distalis proximal. Dichas 

neuronas expresan ERs, sugiriendo una interacción entre el 17β-estradiol y la DA sobre 

el control de las gonadotropinas (Linard et al., 1996). En relación con lo anterior, 

estudios llevados a cabo en el pez dorado demuestran que la DA inhibe directamente la 

liberación de gonadotropinas a través de receptores dopaminérgicos inhibitorios (D2) en 

las mismas células gonadotrópicas (Chang et al., 1990). Dichos resultados se han 

confirmado en otras especies de peces (Saligaut et al., 1992, Aizen et al., 2005, Levavi-

Sivan et al., 2006). La DA también actúa inhibiendo la liberación de GnRH en el pez 

dorado (Yu et al., 1991) de manera que, en esta especie, el efecto sobre la liberación de 

las gonadotropinas es doble, i) actuando de manera directa sobre los gonadotropos y, ii) 

reduciendo la secreción de GnRH (Trudeau, 1997). Sin embargo, en otras especies no se 

da un efecto inhibitorio de la DA en la liberación de gonadotropinas (Copeland y 

Thomas, 1989). 

El efecto dopaminérgico inhibitorio en la liberación de gonadotropinas en peces 

posee diferentes significados fisiológicos. En el pez dorado, la DA previene la 

ovulación cuando las condiciones ambientales no son las apropiadas (Stacey et al., 

1979). En salmónidos, la inhibición dopaminérgica previene la liberación de LH durante 

la fase de vitelogénesis y dicho efecto se estimula por el 17β-estradiol, el cual es 

elevado en dicha fase pero decrece al final de la misma (Vacher et al., 2000, 2002). 

 

3.3.4) GABA 

El GABA es un neurotransmisor con efectos inhibitorios presente en el cerebro 

de todos los vertebrados (Decavel y Van den Pol, 1990, Zohar et al., 2010). Sin 

embargo existe controversia sobre los efectos que este neurotransmisor ejerce sobre la 

GnRH y las gonadotropinas. Estudios diversos demuestran que el GABA puede inducir 

tanto acciones estimulantes como inhibitorias sobre la síntesis y secreción de las 

hormonas anteriores (Chiechanosvka et al., 2009, Christian y Moenter, 2010). Estudios 

inmunohistoquímicos y de hibridación in situ en especies diferentes de peces, 
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demuestran la expresión de dicho neurotransmisor en áreas cerebrales principales en el 

control neuroendocrino como el telencéfalo ventral, área preóptica e hipotálamo (di 

Suma et al., 1993, Anglade et al., 1999, Martyniuck et al., 2007). Experimentos de 

inmunolocalización en la lamprea señalan la localización conjunta de DA y GABA en 

neuronas de las áreas cerebrales anteriores sugiriendo la existencia de una interacción 

entre ambos neurotransmisores sobre el control neuroendocrino (Barreiro-Iglesias et al., 

2009). En contraposición a la DA, el GABA ejerce un efecto estimulador en la 

liberación de gonadotropinas. En el pez dorado, dicho neurotransmisor, provoca la 

liberación de LH a través de la estimulación de la secreción de GnRH y la inhibición de 

la DA (Sloley et al., 1992, Trudeau et al., 2000). La acción del GABA sobre las 

gonadotropinas se produce también de manera directa sobre la pituitaria. En el pez 

dorado, la inyección de un inhibidor del metabolismo del GABA produce un aumento 

de los niveles de este neurotransmisor en la pituitaria acompañado de una disminución 

de LH en las células gonadotropas (Blázquez et al., 1998). El efecto estimulante del 

GABA en la liberación de las gonadotropinas en peces es eliminado por tratamientos 

con 17β-estradiol pero no con testosterona, provocando un descenso de la concentración 

de dicho neurotransmisor a nivel telencefálico (Kah et al., 1992, Trudeau, 1997). 

Además, los esteroides sexuales también afectan a la síntesis de GABA en la pituitaria 

de peces. Tratamientos con testosterona y progesterona inhiben la síntesis de este 

neurotransmisor en la pituitaria, mientras que el 17β-estradiol la estimula (Trudeau, 

1997). 

Sin embargo, no se sabe todavía si las neuronas GABA expresan ERs en el pez 

dorado. En la trucha arcoíris, se ha comprobado que el GABA estimula tanto la 

secreción de FSH como de LH (Mañanos et al., 1999). Experimentos in vitro con 

células gonadotropas de la especie anterior indican que dicho efecto estimulante se 

ejerce, en parte, de manera directa sobre la pituitaria y depende de los niveles de 

estereoides sexuales circulantes (Mañanos et al., 1999). En relación a las interacciones 

entre los estrógenos y el GABA, en la trucha arcoíris, se ha visto que neuronas con 

actividad glutamato descarboxilasa (enzima que sintetiza GABA a partir de la 

descarboxilación del glutamato), expresan el Esr1 (Anglade y Kah, resultados no 

publicados). 
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3.3.5) Esteroides sexuales. Retroalimentación del complejo CP 

La existencia de respuestas coordinadas durante el ciclo reproductivo del animal 

implica la necesidad de una comunicación permanente entre el complejo CP y las 

gónadas. En vertebrados, los esteroides gonadales actúan a diferentes niveles del eje 

CPG. De manera paracrina o autocrina, sobre las mismas gónadas, y mediante sistemas 

endocrinos de retroalimentación, sobre el hipotálamo y la pituitaria (Weltzien et al., 

2004). Con independencia del nivel al que actúen, dichos sistemas de retroalimentación 

terminan produciendo un efecto sobre la síntesis y liberación de las gonadotropinas. Sin 

embargo, todavía no se conoce con profundidad los mecanismos por los que dichos 

esteroides, controlan la actividad de dicho eje y los efectos precisos que provocan. 

 En los animales, la competencia reproductiva se adquiere tras la transformación 

de un individuo sexualmente inmaduro en uno sexualmente maduro mediante el proceso 

de la pubertad. Dicho proceso requiere la maduración del eje CPG (Norris, 1997). 

Cómo este eje adquiere funcionalidad, es algo que todavía no se ha esclarecido en su 

totalidad en ningún vertebrado. Entre las hipótesis propuestas para explicar el comienzo 

de dicha funcionalidad se encuentra la denominada hipótesis gonadostática que 

implicaría una inhibición inducida por los esteroides gonadales sobre el sistema 

(Ramírez and McCann, 1965). A medida que el animal alcanza la pubertad, la 

sensibilidad a la inhibición esteroidea decrece, permitiendo la liberación de GnRH y 

como consecuencia la síntesis y liberación de gonadotropinas. Estas estimulan la 

maduración gonadal vía síntesis de esteroides gonadales. Una segunda hipótesis, 

denominada efectos morfogenéticos de las hormonas esteroideas (Styne, 1994), sostiene 

que la secreción de esteroides sexuales acelera la maduración del eje CPG hasta que el 

animal adquiere el estado adulto.  

En peces, también se encuentran los sistemas de retroalimentación por esteroides 

gonadales sobre el complejo CP. Existen numerosas evidencias de retroalimentacion 

positiva y negativa sobre la síntesis y liberación de las gonadotropinas, puestas de 

manifiesto mediante técnicas de gonadectomía y tratamientos sustitutivos con esteroides 

sexuales. Experimentos llevados a cabo en diferentes especies, demuestran un efecto 

inhibitorio de dichos esteroides sobre la producción de la LH (De Leeuw et al., 1986, 

Kobayashi y Stacey, 1990, Larsen y Swanson, 1997). Por el contrario, en otras, los 

esteroides gonadales ejercen el efecto opuesto sobre dicha gonadotropina (Breton et al., 

1997, Dickey y Swanson, 1998, Antonopoulou et al., 1999). Menor es la información 

disponible sobre los efectos de los esteroides gonadales en la síntesis y liberación de la 
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FSH. En salmónidos, se ha demostrado un efecto negativo en la síntesis de esta 

hormona (Breton et al., 1997, Dickey y Swanson, 1998, Saligaut et al., 1998, 

Antonopoulou et al., 1999). Los resultados observados en salmónidos coinciden con los 

detectados in vivo en la lubina, en los que se demuestra una inhibición de la expresión 

de la FSH (Mateos et al., al., 2002). Por el contrario, en el pez dorado se observa un 

efecto positivo in vivo. 

Experimentos llevados a cabo en salmónidos, muestran, que tratamientos tanto 

con 17β-estradiol como con testosterona, provocan efectos similares (Breton et al., 

1997, Dikey y Swanson, 1998). Esta similitud, puede deberse a la conversión local de la 

testosterona a 17β-estradiol producida por la actividad aromatasa encontrada en el 

complejo CP de muchas especies de peces (Blázquez y Piferrer, 2004, Piferrer y 

Blázquez, 2005, Pellegrini et al., 2005). En peces, a diferencia de otros vertebrados, 

existen dos tipos de aromatasa, un gen que codifica para una aromatasa específica del 

cerebro (cyp19a1b) y otro que se expresa en las gónadas (Tong y Chung, 2003, 

Blázquez y Piferrer, 2004, Pellegrini et al., 2005). Diversos estudios demuestran que el 

cyp19a1b se expresa en el telencéfalo, área preóptica, hipotálamo tuberal y pituitaria 

(Timers et al., 1987, Menuet et al., 2003, Forlano et al., 2005).  

 

4) CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA INGESTA 

En todos los vertebrados, el control de la ingesta está regulado en última 

instancia por efectores centrales en el cerebro. Estos reciben y procesan la información 

procedente de señales metabólicas, neurales o endocrinas periféricas. Dichas señales, 

indican el estado nutricional del animal y la necesidad de alimentarse (Hillebrand et al., 

2002, Park y Bloom, 2005).  

A pesar de la variedad amplia de áreas cerebrales implicadas en la conducta 

alimenticia, experimentos desarrollados en mamíferos en los años 50 demostraron que 

el hipotálamo es el principal centro de control de la ingesta y peso corporal. Sin 

embargo, también están implicadas otras áreas como el tálamo, cortex y tallo cerebral, 

aunque en menor medida. Las áreas hipotalámicas implicadas en el control de la ingesta 

incluyen al núcleo arcuato, núcleo paraventricular, área lateral hipotalámica, núcleo 

ventromedial y núcleo dorsomedial. Las neuronas de dichas áreas, en especial las del 

núcleo arcuato, establecen un contacto directo con las señales periféricas que llegan vía 

sanguínea, o uno indirecto con fibras aferentes del nervio vago, a través del núcleo del 

tracto solitario. Dichas señales periféricas proceden, principalmente, del tracto 
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gastrointestinal, tejido adiposo, páncreas e hígado (Hillebrand et al., 2002, Neary et al., 

2004). 

 La regulación de la ingesta a través de la interconexión de dichos sistemas, 

central y periférico, se realiza principalmente por neuropéptidos hipotalámicos 

(Hillebrand et al., 2002, Neary et al., 2004, Sahu, 2004). Entre los neuropéptidos que 

estimulan la ingesta (orexigénicos) se encuentran, el neuropéptido Y (NPY), la proteína 

relacionada con el gen agutí (AgRP), la hormona concentradora de melanocitos (MCH) 

y las orexinas. Entre los neuropétidos inhibitorios (anorexigénicos) se encuentran, las 

melanocortinas, el transcrito regulado por cocaína y anfetamina (CART), la hormona 

liberadora de corticotropina (CRH) y hormona liberadora de tirotropina (TRH). La 

insulina y la leptina son los principales factores periféricos encargados de regular la 

ingesta y el balance energético. Se sintetizan en las células beta del páncreas y en el 

tejido adiposo, respectivamente. Por otro lado, muchos de los péptidos 

gastrointestinales, como por ejemplo, la grelina, la coleocistoquinina (CCK), la galanina 

y el péptido YY se sintetizan también en el cerebro, actuando por tanto, como efectores 

centrales y periféricos (Hillebrand et al., 2002). 

  Al igual que en mamíferos, en peces, el hipotálamo es el área central implicada 

en el control de la ingesta (Peter, 1979). El lóbulo inferior hipotalámico recibe 

información sensorial procedente de la periferia, actuando como un centro integrador y 

regulando el apetito (Wulliman y Mueller, 2004). Sin embargo, otras regiones 

cerebrales entre ellas el telencéfalo ventral, área preóptica, techo óptico y tracto 

olfatorio parecen también estar implicadas en la regulación de la ingesta en peces 

(Demski y Knigge, 1971, Stacey y Kyle, 1983). 

Los peces poseen péptidos orexigénicos y anorexigénicos homólogos a los de 

mamíferos (Fig.10). Entre ellos, la CCK, CART, CRF, POMC y probablemente la 

leptina, actúan como señales anorexigénicas, y el NPY, orexina, grelina, galanina, 

AgRP y MCH actúan como señales orexigénicas (Volkoff et al., 2005).  

 

4.1) Factores anorexigénicos 

 

4.1.1) POMC 

Las melanocortinas son productos postranscripcionales resultantes del procesado 

de un complejo precursor denominado POMC, que engloban a la hormona ACTH y a 

las α-, β-, γ-, y δ-MSH (Dores y Lecaude, 2005). EL POMC se produce en la pituitaria, 
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núcleo del tracto solitario y en el núcleo arcuato. En este último núcleo, las neuronas 

productoras de dicho precursor, también sintetizan el CART (Hillebrand et al., 2002, 

Neary et al., 2004). La acción de las melanocortinas está mediada por receptores de 

membrana acoplados a proteína G, estimulando la actividad adenilato ciclasa. En 

vertebrados, se han identificado cinco tipos de receptores de melanocortinas (MC1R-

MC5R, Schiöth et al., 2005). Estudios de expresión llevados a cabo en mamíferos 

demuestran, que solo los subtipos 3 y 4 de estos receptores se expresan de manera 

significativa en el sistema nervioso central (SNC). Existen también diversas evidencias 

en mamíferos, que las melanocortinas controlan la ingesta y el balance energético a 

través de dichos subtipos de receptores (Cone, 2006). Ratones deficientes para el MC4R 

exhiben hiperfagia, hiperinsulinemia, mayor crecimiento y obesidad (Huszar et al., 

1997), mientras que la administración central de un agonista del receptor de 

melanocortinas (MTII) produce una reducción dependiente de la dosis de la ingesta (ver 

AgRP). De manera similar, la administración central de agonistas y antagonistas de los 

receptores 3 y 4, inhiben y estimulan, respectivamente, la ingesta en ratas (Schiöth et 

al., 2003). 

 Varios estudios demuestran que el sistema de melanocortinas desempeña un 

papel fisiológico en el control de la ingesta de peces. En el pez dorado, la 

administración de agonistas de melanocortinas inhibe la ingesta, mientras que 

antagonistas del MC4R la estimula en animales alimentados (Cerdá-Reverter y Peter 

2003a, Cerdá-Reverter et al., 2003b,c). En esta especie el POMC se expresa de manera 

exclusiva en el núcleo lateral tuberal hipotalámico. En la trucha aroiris, deficiencias en 

la síntesis de α-MSH provocan hiperfagia y acumulación de grasa en la cavidad 

abdominal (Yada et al., 2002). De la misma manera, en la trucha arcoíris, antagonistas y 

agonistas del MC4R provocaron un aumento y una inhibición de la ingesta 

respectivamente, sugiriendo que el sistema de melanocortinas controla la ingesta y el 

balance energético principalmente a través de este subtipo de receptor (Schjolden et al., 

2009). 

 

4.1.2) CART 

El péptido CART se identificó inicialmente en mamíferos a los cuales se les 

había administrado estimulantes psicomotores como la cocaína y anfetamina (Hunter et 

al., 2004). En mamíferos, el CART es especialmente abundante en el hipotálamo 

(Hunter et al., 2004) expresándose de manera prominente en el núcleo arcuato y núcleo 
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paraventricular, pero también se detecta su presencia en la eminencia media, pituitaria y 

médula adrenal (Kuhar y Dall Vechia, 1999). El CART se expresa conjuntamente con el 

POMC en neuronas del núcleo arcuato pero también con péptidos orexigénicos como la 

MCH en el área lateral hipotalámica (Kuhar y Dall Vechia, 1999) y en el núcleo 

dorsomedial (Vrang et al., 1999). 

Numerosos estudios han puesto de manifiesto el efecto anorexigénico de este 

péptido en mamíferos (Vrang et al., 1999, Hillebrand et al., 2002, Hunter et al., 2004, 

Vicentic y Jones, 2007).  

 Al igual que en mamíferos, en peces, el CART también está implicado en la 

regulación de la ingesta. Su expresión, se detecta principalmente en el hipotálamo, pero 

también en los bulbos olfatorios, telencéfalo, área preóptica, techo óptico, cerebelo y 

pituitaria (Volkoff y Peter, 2000, MacDonald y Volkoff, 2009a,b, Conde-Sieira et al., 

2010, Subhedar et al., 2011). En el pez dorado, inyecciones centrales de fragmentos de 

CART humano inhiben la ingesta (Volkoff y Peter, 2000), mientras que los niveles de 

expresión hipotalámicos de dicho péptido aumentan tras la ingesta y disminuyen 

durante la privación de alimento (Volkoff y Peter, 2001a). El CART interacciona con 

otros factores reguladores de la conducta alimenticia. La administración del CART 

inhibe el efecto hiperfágico producido por el NPY y la orexina A (Volkoff y Peter, 

2000). En el salmón del atlántico (Salmo salar), los niveles de este péptido decrecen 

tras un período de 6 días de ayuno (Murashita et al., 2009). En el pez gato, períodos de 

ayuno prolongados producen una disminución del CART, mientras que la 

realimentación restablece sus niveles normales. Los niveles de CART, en animales de la 

anterior especie que presentan un mayor consumo de alimento y ganancia de peso, son 

inferiores a los de aquellos cuya ingesta era menor (Kobayashi et al., 2008). En el 

bacalao del atlántico (Gadus morhua), los niveles de CART disminuyen tanto a corto 

plazo como en períodos de ayuno prolongado (Kehoe y Volkoff, 2007). Por el contrario, 

en la solla roja (Pseudopleuronectes americanus) y en Raja ocellata el ayuno 

prolongado no altera los niveles del CART (MacDonald y Volkoff, 2009a,b). 

 

4.1.3) CCK 

La CCK es un péptido estructuralmente relacionado con la gastrina secretado 

principalmente por el tracto gastrointestinal pero que también se expresa en los núcleos 

hipotalámicos ventromedial y paraventricular, tálamo, cortex, amígdala e hipocampo 

(Hillebrand et al., 2002, Lee y Solstez, 2011). Los efectos de la CCK están mediados 
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por dos subtipos de receptores, el subtipo A sintetizado principalmente en el tracto 

gastrointestinal, y el subtipo B que predomina en el cerebro (Moran y Kinzig, 2004). En 

mamíferos, la CCK está implicada en diversas funciones fisiológicas pero actúa 

principalmente como señal de saciedad (Cupples, 2002, Lee y Solstez, 2011). Así, tanto 

la administración central como periférica de CCK exógena provoca una inhibición de la 

ingesta (Moran y Kinzig, 2004). 

 Estudios en peces, demuestran la presencia de expresión de CCK en el cerebro e 

intestino (Peyon et al., 1998, Jensen et al., 2001, Kurokawa et al., 2003). En el cerebro 

del pez dorado, la presencia de CCK se detecta principalmente en el hipotálamo (Peyón 

et al., 1999). Parece ser que en peces existe un único receptor para este péptido, 

expresado tanto en el tracto gastrointestinal como en el cerebro (Moons et al., 1992, 

Himick et al., 1996). Dentro del cerebro, el receptor de CCK aparece expresado en los 

núcleos hipotalámicos asociados a la regulación de la ingesta, en el telencéfalo y área 

preóptica (Himick et al., 1996). De manera similar a lo demostrado en mamíferos, la 

CCK está implicada en diversas funciones asociadas con la alimentación y la digestión, 

tales como la liberación de enzimas pancreáticos, la contracción de la vesícula biliar, la 

peristalsis intestinal y la ingesta. En el pez dorado, la administración tanto central como 

periférica de CCK-8 inhibe la ingesta (Volkoff et al., 2003), mientras que en la trucha 

arcoíris, tratamientos con antagonistas de la CCK la estimulan (Gelineau y Boujard, 

2001). En concordancia con los resultados anteriores, experimentos llevados a cabo en 

la lubina demuestran que la administración oral de CCK produce una reducción 

significativa de la ingesta. La proglumida, un antagonista no específico del receptor de 

CCK, es capaz de revertir dicha inhibición, confirmando el efecto anorexigénico de la 

CCK en esta especie (Rubio et al., 2008).  

 

4.1.4) Leptina 

La leptina, es una proteína producida por el gen de la obesidad (ob) que fue 

aislado por primera vez en el ratón, siendo considerada el factor responsable de la 

obesidad mórbida para los ratones mutantes ob/ob (Zhang et al., 1994). En mamíferos, 

la leptina se produce y secreta principalmente en el tejido adiposo blanco. Tanto la 

administración central como periférica de esta hormona provoca una disminución en la 

ingesta y pérdida de peso corporal. Sin embargo, es la administración central la que 

produce un efecto anorexigénico más potente, sugiriendo que su actuación principal se 

produce sobre los principales núcleos hipotalámicos encargados de regular dicho 
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comportamiento (Hillebrand et al., 2002, Neary et al., 2004). De este modo, la leptina 

actúa a través de sus receptores estimulando a neuronas productoras de factores 

orexigénicos e inhibiendo a las correspondientes anorexigénicas (Harvey y Ashford, 

2003, Sahu, 2004). 

 Las evidencias sugerían que el gen de la leptina estaba conservado a lo largo de 

la evolución de los vertebrados. Sin embargo, a pesar de su detección por 

inmunoreactividad en la sangre y en el hígado, se tardó mas de una década en encontrar 

el ortólogo de la leptina en peces (Kurokawa et al., 2005, Huising et al., 2006). Desde 

entonces, varios estudios demuestran su presencia en diferentes especies (Pfundt et al., 

2009, Kurokawa y Murashita, 2009, Rønnestad et al., 2010, Li et al., 2010). El mayor 

sitio de expresión de la leptina en peces es el hígado (Kurokawa et al., 2005, Huising et 

al., 2006).  

Todavía no se conoce en profundidad el papel que la leptina desempeña en el 

mantenimiento del peso corporal y el balance energético en vertebrados no mamíferos. 

Estudios en el salmón (Oncorhynchus kisutch, Baker et al., 2000), el pez gato 

(Silverstein y Plisetskaya, 2000) y el pez sol verde (Lepomis cyanellus Londraville y 

Duvall, 2002) muestran, que aparentemente, la leptina no afecta a la ingesta y peso 

corporal. Sin embargo, en el pez dorado, la administración tanto periférica como central 

de leptina de mamífero disminuye la ingesta (Volkoff et al., 2003) potenciando la 

acción de factores anorexigénicos como el CART y la CCK e inhinibiendo la de los 

orexigénicos NPY y orexina A (Volkoff et al., 2003). El efecto hipofágico producido 

por la leptina a través de la inhibición del NPY y orexina A disminuye mediante el 

bloqueo de los receptores de CCK, sugiriendo que las acciones anorexigénicas de la 

leptina, en parte, están mediadas por la CCK (Volkoff et al., 2003). En la carpa 

(Cyprinus carpio), los niveles de leptina aumentaron tras la ingesta de manera seguida 

al pico de glucosa postprandial (Huising et al., 2006). 

 

4.2) Factores orexigénicos 

 

4.2.1) NPY 

El NPY pertenece a la familia de péptidos que comprende al PYY, polipéptido 

pancreatico (PP) y al péptido Y (PY). El NPY actúa a través de receptores de membrana 

acoplados a proteína G, denominados receptores Y. En vertebrados, se han identificado 

diversos subtipos de dichos receptores, cuya presencia o ausencia depende de la clase de 
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vertebrado que se trate (Larhammar y Salaneck, 2004, Larsson et al., 2008). En 

mamíferos, el NPY está considerado como uno de los más potentes factores 

orexigénicos. Su expresión se detecta, en abundancia, en los núcleos hipotalámicos 

arcuato y paraventricular, los cuales, como ya se ha mencionado, son centros clave en la 

regulación de la ingesta.  

El NPY, se ha identificado en numerosas especies de peces (Jensen y Colon, 

1992, Blomqvist et al., 1992, Leonard et al., 2001, Soderberg et al., 2000, Kurokawa y 

Suzuki, 2002) incluida la lubina (Cerdá-Reverter et al., 1998). La expresión de este 

neuropéptido en peces se produce principalmente en el cerebro (Cerdá-Reverter y 

Larhammar, 2000a). En la lubina, este neuropéptido aparece en los bulbos olfatorios, 

telencéfalo dorsal y ventral, área preóptica, hipotálamo tuberal, tálamo, sinencéfalo, 

techo óptico, tegmento mesencefálico y cerebro posterior (Cerdá-Reverter et al., 2000c).  

Diversos estudios demuestran el efecto orexigénico de este neuropéptido en 

peces. La administración tanto central, como periférica, produce un aumento de la 

ingesta en el pez dorado (De Pedro et al., 2000, Narnaware et al., 2000), en el salmón y 

en el pez gato (Silverstein y Plisetskaya, 2000). De manera similar, experimentos de 

privación de alimento en las especies anteriores demuestran un aumento de la expresión 

de NPY a nivel del telencéfalo, área preóptica e hipotálamo (Silverstein et al., 1999a,b, 

Narnaware y Peter, 2001), mientras que la realimentación restablece los niveles del 

mismo en el pez dorado (Narnaware y Peter, 2001). 

 

4.2.2) AgRP 

En mamíferos, el gen agutí está implicado en la regulación de la pigmentación 

cutánea, expresándose principalmente en la piel. En 1997, se aisló en humanos y en 

murinos, un gen, prácticamente con el mismo tamaño y estructura que el gen agutí, al 

que se denominó AgRP (Ollmann et al., 1997). La AgRP se expresa principalmente en 

neuronas del núcleo arcuato encargadas también de la producción de NPY y al igual que 

éste, la AgRP ejerce un papel principal en la regulación de la ingesta y el balance 

energético (Hillebrand et al., 2002, MacNeil et al., 2002, Neary et al., 2004).  

 En mamíferos, el sistema de melanocortinas no solo está controlado por sus 

agonistas endógenos ACTH y MSH. Agutí y AgRP compiten también como 

antagonistas de las melanocortinas uniéndose a sus receptores. Mientras que la proteína 

agutí es un potente antagonista del receptor de melanocortinas 1 y 4, la AgRP se une 

tanto al receptor tipo 3 como al 4, inhibiendo la señal de las melanocortinas sobre estos 
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receptores (Schiöth et al., 2003). Varios estudios indican que la AgRP está implicada en 

el aumento de la ingesta y crecimiento en roedores (Klebig et al., 1995, Ollmann et al., 

1997). La administración central de un agonista (MTII) del receptor de melanocortinas 

produce una reducción de la ingesta dependiente de la dosis en ratón (Fan et al., 1997) 

pero no en aquellos con una mutación para el receptor tipo 4 (Marsh et al., 1999). Los 

anteriores efectos anorexigénicos producidos por el MTII son bloqueados por la 

coadministración de AgRP (Patten et al., 2007). Estudios inmunohistoquímicos y de 

hibridación in situ en rata demuestran que tanto neuronas AgRP como las neuronas 

MSH establecen proyecciones sobre neuronas que expresan el receptor de 

melanocortinas 4 (Bagnol et al., 1999). Sin embargo, la presencia de fibras neuronales 

AgRP sobre neuronas expresando el receptor tipo 4, pero sin recibir inervación MSH, 

sugiere que el AgRP no solo actúa como un antagonista competidor del receptor de 

melanocortinas (Fekete et al., 2004). Estudios in vivo realizados sobre ratones mutantes 

con deficiencias en el POMC demuestran que la AgRP modula el balance energético a 

través de un mecanismo independiente de la competición con la MSH por los receptores 

de melanocortinas 3 y 4 (Tolle y Low, 2008). El receptor de melanocortinas tipo 4 

posee una actividad constitutiva que le permite actuar como señal tónica de saciedad, 

regulando la homeostasis del balance energético a largo plazo (Srinivasan et al., 2004). 

La pérdida de dicha actividad del receptor 4 va asociada a problemas de obesidad en 

humanos. Diversos estudios in vitro demuestran que la unión de la AgRP al receptor 

tipo 4 disminuye los niveles de AMPc, suprimiendo la actividad constitutiva de dicho 

receptor (Chai et al., 2003, Chen et al., 2006). La actuación anterior de la AgRP como 

un agonista inverso puede suponer una inhibición de dicha señal tónica de saciedad 

(Srinivasan et al., 2004). 

 Al igual que en mamíferos, diversos experimentos en peces han puesto de 

manifiesto el efecto orexigénico del AgRP. Experimentos en el pez cebra, demuestran 

que el AgRP actúa como un competidor antagonista del receptor de melanocortinas tipo 

4 y una sobreexpresión de este neuropéptido en individuos transgénicos produce 

obesidad y un aumento del crecimiento (Song y Cone, 2007). Además, estudios 

inmunohistoquímicos en la especie anterior y de hibridación in situ en el pez dorado 

indican que las neuronas sintetizadoras de AgRP se localizan en el núcleo lateral tuberal 

hipotalámico considerado como el homólogo del núcleo arcuato en peces (Cerdá-

Reverter y Peter, 2003, Forlano y Cone, 2007). Por otro lado, periodos cortos y 

prolongados de ayuno en el pez dorado, no inducen cambios de los niveles 
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Fig. 10. Diagrama esquemático de los principales circuitos y péptidos periféricos y centrales reguladores de 
la ingesta en peces. Dentro del cerebro, los neuropéptidos reciben e integran las señales procedentes de la 
periferia, modulando en última instancia la ingesta. Este sistema central consiste en factores estimuladores 
(orexigénicos) e inhibidores (anorexigénicos) de la ingesta, algunos de los cuales pueden interaccionar entre 
ellos. Las señales hormonales periféricas procedentes del intestino y probablemente del tejido adiposo, llegan 
al SNC a través del nervio vago o del sistema circulatorio influenciando a su vez sobre las señales producidas 
por los neuropéptidos centrales reguladores de la ingesta. AgRP: proteína reguladora del gen agutí, CART: 
transcrito regulado por cocaína y anfetamina, CCK: coleocistoquinina, CRF: hormona liberadora de 
corticotropinas, GH: hormona del crecimiento, GLP: péptido relacionado con el glucagón, MSH: hormona 
estimuladora de los melanocitos, NPY: neuropéptido Y, POMC: proopiomelanocortinas. Adaptado de Volkoff 
et al., 2005. 

hipotalámicos de POMC pero si un aumento del AgRP (Cerdá-Reverter et al., 2003b,c, 

Cerdá-Reverter y Peter, 2003a). Experimentos in vitro llevados a cabo en la lubina 

demuestran, que el AgRP además de actuar como un antagonista competidor del sistema 

de melanocortinas también ejerce sus efectos en la regulación de la ingesta y control del 

balance energético, actuando como un agonista inverso del receptor de melanocortinas 

tipo 4 (Sánchez et al., 2009). 
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4.2.3) Orexinas 

Las orexinas (hipocretinas) son péptidos formados a partir de un mismo 

precursor denominado prepro-orexina. Existen dos tipos de orexinas, orexina A 

(hipocretina-1) y orexina B (hipocretina-2). En mamíferos, las orexinas y sus receptores 

se producen en el hipotálamo lateral pero también se han localizado en tejidos 

periféricos como en el tracto gastrointestinal, páncreas y en el nervio vago 

(Kirchgessner, 2002, Korczynski et al., 2006).  

Se han identificado dos subtipos de receptores, el OX 1R, con afinidad elevada 

para la orexina A, y el OX 2R que une ambas orexinas con similar afinidad (Ferguson y 

Samson, 2003). Las orexinas se han detectado en varias especies de peces como el pez 

pulmonado (Protopterus dolloi, Neoceratodus forsteri, López et al., 2009), el pez 

dorado (Kojima et al., 2009), el pez cebra (Kaslin et al., 2004) y el fugu (Álvarez y 

Sutcliffe, 2002). En el pez dorado, se han identificado neuronas inmunoreactivas para 

dicho neuropéptido en el telencéfalo ventral, tálamo e hipotálamo (Huesa et al., 2005). 

De manera similar, en el pez cebra, experimentos inmunológicos y de expresión sitúan 

la producción de orexinas en el hipotálamo y área preóptica (Kaslin et al., 2004). Tanto 

en peces, como en mamíferos, las orexinas ejercen un efecto orexigénico sobre la 

ingesta (Novak et al., 2005, Chen et al., 2011, Amiya et al., 2012). Las orexinas 

interaccionan con otros factores reguladores de la ingesta como el NPY, galanina, 

CART y leptina (Kirchgessner, 2002, Rodgers et al., 2002). Experimentos realizados en 

el pez dorado demuestran que el bloqueo de los receptores de orexina con elevadas 

dosis de orexina A, provoca una disminución del efecto orexigénico del NPY. De la 

misma manera, el bloqueo de los receptores NPY supone un descenso de la 

estimulación de la ingesta mediada por las orexinas, indicando una interacción de 

ambos péptidos en la regulación de la misma. La administración conjunta de ambos 

péptidos supuso un aumento de la ingesta, en comparación con peces tratados 

únicamente con NPY. Los niveles cerebrales de expresión de NPY aumentan tras la 

administración de orexina A (Volkoff y Peter, 2001 b). 

 

4.2.4) MCH  

La MCH se aisló originalmente en la pituitaria del salmón (Oncorhynchus keta) 

considerándose una neurohormona implicada en los cambios de coloración pigmentaria 

(Kawauchi et al., 1983). Por el contrario, en mamíferos, la MCH no presenta efectos 

demostrables sobre la pigmentación pero si ejerce un papel principal en el control de la 
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ingesta y el balance energético (Qu et al., 1996, Ludwig et al., 2001, Hillebrand et al., 

2002, Pissios et al., 2006). Las neuronas MCH se localizan en el área lateral 

hipotalámica y reciben información procedente del núcleo arcuato (Elias et al., 1999) 

estableciendo conexiones con diferentes áreas cerebrales implicadas en el gusto, olfato y 

zonas integradoras de información visceral (Bittencourt et al., 1992).  

En peces, la MCH se localiza principalmente en el hipotálmo tuberal aunque su 

presencia se detecta también en mayor o menor medida dependiendo de la especie, en el 

telencéfalo, área preóptica, techo óptico, tálamo y pituitaria (Tuziak y Volkoff, 2012). 

Aunque estudios previos indicaban, que si bien la MCH ejercía un papel principal sobre 

la pigmentación, no existían evidencias claras sobre su participación en el control de la 

ingesta (Kinoshita et al., 2001, Cerdá-Reverter y Peter, resultados no publicados). 

Posteriormente se han demostrado, tanto efectos orexigénicos, como anorexigénicos, de 

dicha neurohormona. Estudios recientes ponen de manifiesto que la administración 

central de MCH en el pez dorado inhibe la ingesta actuando a través de la modulación 

de neuronas productoras de α-MSH (Shimakura et al., 2008a, Matsuda et al., 2009). En 

la especie anterior, períodos de ayuno disminuyen la producción de MCH en neuronas 

localizadas en la parte dorsal del núcleo del receso lateral hipotalámico (Matsuda et al., 

2007). Experimentos de doble inmunofluorescencia demuestran que las neuronas MCH 

proyectan sobre neuronas NPY en el núcleo posterior periventricular hipotalámico del 

pez dorado (Matsuda, 2009) y la administración central de MCH inhibe la expresión de 

NPY y grelina en el diencéfalo (Shimakura et al., 2008 b). Por el contrario, en el 

lenguado (Pseudopleuronectes americanus) y en el pez cebra, periodos de ayuno 

incrementan los niveles de MCH, indicando el efecto orexigénico de la MCH (Berman 

et al., 2009, Tuziak y Volkoff, 2012) 

 

4.2.5) Grelina 

La grelina es un péptido sintetizado en el estómago y cerebro, encargado del 

control del balance energético y que estimula la ingesta en mamíferos (Nakazato et al., 

2001, Hillebrand et al., 2002, Hillman et al., 2011). Los receptores de grelina se 

localizan en el hipotálamo, sugiriendo que sus efectos orexigénicos se producen en 

dicha área (Inui et al., 2004, Hillman et al., 2011). 

 La grelina se ha identificado en varias especies de peces (Unniappan et al., 2002, 

Parhar et al., 2003b, Kaiya et al., 2003). La expresión de este péptido se localiza en el 

estómago, intestino y cerebro (Unniappan et al., 2002, Kaiya et al., 2003), mientras que 
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sus receptores se expresaron de forma prominente en el hipotálamo (Chan y Cheng, 

2004). Al igual que en mamíferos, la grelina está implicada en el control de la ingesta en 

peces. Numerosos experimentos ponen de manifiesto su efecto orexigénico. En el pez 

dorado su administración, tanto central como periférica, estimula la ingesta (Unniappan 

et al., 2002, 2004, Kang et al., 2011). Estudios desarrollados en la lubina americana 

indican que la privación de alimento eleva los niveles de grelina, y estos disminuyen 

tras la ingesta (Picha et al., 2009). Trabajos realizados en el salmón Atlántico, para 

evaluar el efecto que ejerce sobre la ingesta la variación de temperatura del agua, 

señalan que el efecto inhibitorio observado a elevadas temperaturas, va acompañado de 

un descenso de los niveles circulantes de grelina (Hevroy et al., 2012). Periodos de 

ayuno y realimentación en la lubina producen un incremento y un descenso, 

respectivamente de la expresión estomacal de dicho péptido (Terova et al., 2008). 

 

4.3) Esteroides sexuales e ingesta 

  A lo largo de las últimas décadas se ha confirmado la influencia que los 

esteroides sexuales ejercen sobre la ingesta y el peso corporal. De manera general se 

sabe que los andrógenos actúan como efectores anabólicos estimulando la ingesta, 

mientras que los estrógenos son agentes catabólicos que la disminuyen (Mystkowski y 

Schwartz, 2000).  

De forma consistente con la acción anabólica establecida para los andrógenos, 

técnicas de orquiectomía en rata ponen de manifiesto una disminución permanente en la 

ingesta, la cual es revertida con la administración de testosterona (Gentry y Wade, 

1976). Los efectos producidos por los andrógenos en el control del balance energético 

dependen de la dosis a la que estos actúen. Su administración a bajas concentraciones 

estimula la ingesta en ratas, mientras que elevadas concentraciones la inhiben. Los 

efectos antagónicos producidos como consecuencia de la dosis aplicada sugieren que 

dichas diferencias son consecuencia de la aromatización de los andrógenos a estrógenos. 

La administración de andrógenos no aromatizables en ratas macho castradas no 

disminuye su ingesta de manera dosis dependiente. Tanto la administración de 

progesterona, esteroide que antagoniza los efectos anorexigénicos de los estrógenos, 

como la inhibición de la actividad aromatasa bloquean, respectivamente, la acción 

anorexigénica de altas dosis de testosterona. Esto corrobora que la acción catabólica 

producida por altas concentraciones de andrógenos se debe a su aromatización y 

conversión en estrógenos (Gentry y Wade, 1976). 
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 El efecto que los esteroides sexuales ejercen sobre el control del balance 

energético está mediado por factores orexigénicos y anorexigénicos tanto periféricos 

como centrales. Estudios in vivo en humanos demuestran que la administración de 

testosterona reduce los niveles de leptina (Jockenhovel et al., 1997) y que la castración 

en roedores disminuye la expresión de NPY, pudiendo revertirse dicho efecto tras la 

administración de testosterona (Urban et al., 1993).  

En la rata, la liberación de progesterona y 17β-estradiol, durante los cuatro/cinco 

días que dura el ciclo estro, va acompañada de una fluctuación de los niveles de ingesta 

en respuesta al ritmo ovárico, disminuyendo ésta conforme aumentan los niveles de 

estrógenos (Butcher et al., 1974). Efectos similares a los anteriores se han demostrado 

en especies de mamíferos con un ciclo ovárico más largo, como es el caso de la oveja, 

determinados primates, y humanos (Tarttelin et al., 1968, Czaja et al., 1975, Dalvit-

McPhillips, 1983). Contrastando los resultados anteriores, se encuentran los 

experimentos de ovariectomización y tratamientos hormonales sustitutivos en diferentes 

especies de mamíferos, los cuales demuestran que el 17β-estradiol es la hormona 

responsable en la inhibición de la ingesta durante el ciclo ovárico (Tarttelin et al., 1973, 

Asarian y Geary, 2002, Sullivan et al., 2003). Por el contrario, tratamientos sustitutivos 

con progesterona, no alteran la conducta alimenticia, aunque se ha comprobado que 

dosis farmacológicas de dicho esteroide antagonizan los efectos inhibitorios del 17β-

estradiol sobre la ingesta (Czaja, 1978, Wade, 1975). 

 En mamíferos, los efectos del 17β-estradiol en la regulación de la ingesta se 

ejercen sobre las principales áreas cerebrales implicadas en dicha regulación (Butera, 

2010, Santollo et al., 2011). Experimentos realizados con implantes o microinfusiones 

de 17β-estradiol en los núcleos hipotalámicos paraventricular y arcuato inhiben la 

ingesta en ratas ovariectomizadas (Butera y Beikirch, 1989, Santollo et al., 2010). Sin 

embargo, el efecto de los estrógenos sobre el control de la ingesta no se circunscribe 

únicamente al hipotálamo, sino que incluyen también al área preóptica medial, núcleo 

del rafe dorsal (Santollo et al., 2010) y cerebro posterior (Butera, 2010). Respecto a esta 

última área, la aplicación de 17β-estradiol en la región caudal del núcleo del tracto 

solitario en ratas ovariectomizadas, provoca una disminución de los niveles de la ingesta 

(Thammacharoen et al., 2008). Existe evidencia neuroanatómica de la presencia de 

conexiones reciprocas entre neuronas sensibles a los estrógenos del núcleo 

paraventricular hipotalámico y neuronas del núcleo del tracto solitario y núcleo dorsal 

motor del vago (Corodimas y Morrell, 1990) que hacen pensar en la existencia de una 
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ruta hipotálamo-cerebro posterior a través de la cual los estrógenos regulan la ingesta 

(Kirchgessner y Sclafani, 1988). 

 Los efectos centrales que el 17β-estradiol produce sobre la regulación de la 

ingesta están mediados por los ERs (Butera, 2010, Santollo et al., 2011). Estudios de 

hibridación in situ e inmunolocalización en la rata y el ratón, han detectado la presencia 

de los ERs en los principales núcleos hipotalámicos implicados en la regulación de la 

ingesta, así como también en el área preóptica medial, núcleo del tracto solitario y 

núcleo dorsal motor del vago (Shughrue y Merchenthaler, 1997, Mitra et al., 2003, 

Merchenthaler et al., 2004). No se sabe con certeza si los efectos centrales producidos 

por el 17β-estradiol sobre el control de la ingesta están mediados por el Esr1 o por el 

Esr2. Estudios en ratas ovariectomizadas, en los que se aplica de manera 

intracerebroventricular oligodeoxinucleotidos antisentido para el Esr2 pero no para el 

Esr1, bloquean los efectos del 17β-estradiol sobre la ingesta (Clegg et al., 2007). Por el 

contrario, trabajos desarrollados en ratones ovariectomizados, en los que se inactiva el 

Esr1, la administración de 17β-estradiol no produce una inhibición de la misma, 

sugiriendo que en esta última especie, el Esr1 es el responsable de los efectos causados 

sobre la regulación de la alimentación por dicho esteroide (Geary et al., 2001). 

Experimentos con agonistas del Esr1 y del Esr2 en rata parecen confirmar la hipótesis 

de que es el subtipo Esr1, y no el Esr2, el implicado en la inhibición de la ingesta 

(Santollo et al., 2007). Sin embargo, la aplicación directa de 17β-estradiol sobre el 

núcleo paraventricular de ratas ovariectomizadas provoca una reducción de la ingesta y 

aunque se sabe que el núcleo anterior contiene neuronas sensibles a los estrógenos, el 

subtipo de ER expresado en dicho núcleo, es el 2 y no el 1 (Shughrue et al., 1997). 

 Estudios alternativos han permitido poner de manifiesto que el efecto de los 

estrógenos sobre la ingesta, está relacionado con las acciones que producen sobre la 

activación o inhibición de factores anorexigénicos y orexigénicos, respectivamente. En 

concreto, se ha visto que el 17β-estradiol, potencia las señales de saciedad producidas 

por la CCK, e inhibe los efectos estimulantes generados por la grelina y el NPY (Butera, 

2010). En ratas, la administración periférica de 17β-estradiol potencia los efectos 

inhibitorios causados por la administración intraperitoneal de CCK (Asarian y Geary, 

1999). La administración de antagonistas del receptor de la CCK atenúa los efectos 

anorexigénicos producidos por el 17β-estradiol en ratas ovariectomizadas (Butera, 

1996). Se cree que los efectos potenciadores del 17β-estradiol sobre la CCK tienen 

lugar en el cerebro a través de acciones estrogénicas mediadas por los ERs (Geary et al., 
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2001). La aplicación de implantes de 17β-estradiol en el núcleo paraventricular potencia 

los efectos anorexigénicos causados por la administración periférica de CCK (Butera et 

al., 1996). 

 Aunque los efectos anorexigénicos producidos por la CCK se ven potenciados 

por los estrógenos, también se ha observado que la presencia de antagonistas de la CCK 

no revierten por completo la acción anorexigénica producida por el 17β-estradiol, 

sugiriendo que la CCK no es el único factor implicado en la regulación de la ingesta por 

estrógenos. En la rata, los efectos orexigénicos producidos por la grelina se ven 

atenuados por tratamientos con 17β-estradiol (Clegg et al., 2007). Dicha atenuación, 

probablemente ocurre a través de la neuromodulación de neuropéptidos como el NPY. 

El 17β-estradiol disminuye la acción orexigénica producida por la administración 

intracerebroventricular de NPY, así como también la liberación de este neuropéptido en 

el núcleo paraventricular en ratas ovarioctemizadas (Santollo y Eckel, 2008). 

 La información disponible en peces sobre los efectos de los esteroides sexuales 

en la regulación de la ingesta y crecimiento es controvertida. Estudios en salmónidos y 

ciprínidos demuestran que los andrógenos causan efectos orexigénicos cuando son 

suministrados con la dieta (McBride et al., 1982, Lone, 1989). De manera similar, en la 

dorada roja (Chrysophrys major), la testosterona ejerce una acción anabólica 

aumentando el apetito, la eficiencia en la conversión del alimento y el crecimiento (Woo 

et al., 1993). En la tilapia se observa que tanto la testosterona como la 11-

cetotestosterona son responsables de una mayor tasa de crecimiento en machos que en 

hembras (Toguyeni et al., 1997). Por el contrario, estudios llevados a cabo en el pez 

gato y en la perca demuestran que la 17-α-metiltestosterona y la testosterona inhiben el 

crecimiento y la ingesta (Simone, 1990, Mandiki et al., 2004). 

 Al igual que con los andrógenos, los resultados obtenidos a partir de trabajos 

realizados para determinar el efecto de los estrógenos sobre la ingesta en peces, sugieren 

que los efectos de estos son dependientes de la especie. Trabajos desarrollados en la 

solla (Pleuronectes plateas) con dietilestilbestrol muestran que dicho compuesto 

estrogénico a dosis bajas, causa un aumento de la tasa de crecimiento por estimulación 

de la ingesta (Cowey et al., 1973). Por el contrario, dosis bajas de dietilestilbestrol, 

producen efectos adversos en el crecimiento del pez gato y la trucha arcoíris (Bulkley, 

1972, Matty y Cheema, 1978). Trabajos posteriores en la anguila y en el fletan 

demuestran que la presencia de 17β-estradiol en las dietas produce un aumento de peso 
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en la primera especie y una reducción del crecimiento en la segunda (Tzchori et al., 

2004, Woo et al., 1993). 
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Atendiendo a los efectos múltiples que los esteroides sexuales ejercen en los 

procesos fisiológicos, metabólicos y en el comportamiento de los vertebrados, el trabajo 

presente tiene por objetivo, el desarrollo de los siguientes puntos: 

 

1) Establecer la distribución cerebral de los tres subtipos de ERs, Esr1, Esr2a y Esr2b 

caracterizados en la lubina, como primera aproximación en el estudio de los efectos 

que los estrógenos desempeñan en el SNC de peces, así como para dilucidar las 

posibles funciones diferenciales y redundantes de cada uno de los subtipos. 

 

2) Dilucidar la participación de los tres subtipos de ERs, en el proceso reproductor de la 

lubina, a partir de su implicación en la regulación de la producción de 

gonadotropinas, de forma indirecta a través de la modulación de las neuronas 

hipofisiotrópicas, y de forma directa sobre las propias células gonadotropas. 

 

3) Estudio del efecto de los esteroides sexuales sobre la producción de FSH en la 

lubina: 

3.1) Efecto in vitro de andrógenos y estrógenos sobre la expresión de la subunidad 

βFSH. 

3.2) Clonación y caracterización de la región promotora de la subunidad βFSH. 

3.3) Caracterización de la actividad basal de la región promotora de la subunidad 

βFSH. 

3.4) Control transcripcional por estrógenos de la subunidad βFSH. 

 

4) Debido a la relación existente entre los estrógenos y la conducta alimenticia en los 

vertebrados: 

4.1) Determinar la presencia de los ERs en núcleos y áreas cerebrales de la lubina, 

implicados en el control de la ingesta y el comportamiento alimenticio, como primera 

aproximación del efecto que los estrógenos ejercen sobre los mismos. 

4.2) Desarrollo de un sistema de detección de compuestos estrogénicos en las dietas 

para peces de cultivo. 
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1) MANEJO DE LOS ANIMALES 

La manipulación y cuidado de los animales se realizó siguiendo las normativas 

internacionales de la Unión Europea en lo concerniente a la protección de animales de 

experimentación. El sacrificio de los animales se llevó a cabo mediante la técnica más 

incruenta, rápida e indolora que, por otra parte, no influyera en las variables 

consideradas en cada experimento. A menos que se especifique, todos los reactivos y el 

material plástico para cultivo celular se adquirieron en Sigma y Corning, 

respectivamente. 

 

2) DISTRIBUCIÓN CENTRAL DE LOS ERs 

2.1) Animales 

Para dicho estudio, se utilizó una población de machos de lubina con una talla de 

15-20 cm en época de reposo sexual. Los peces se distribuyeron en tanques circulares 

de 2000-l de capacidad y se mantuvieron bajo condiciones naturales de fotoperiodo y 

temperatura. Cada tanque estaba provisto de un sistema individual de aireación con 

toma de agua de mar en circuito abierto. Durante su manejo, los peces se anestesiaron 

con 2-fenoxietanol (Merck) a una dosis de 0.1 % (v/v). 

 

2.2) Hibridación in situ 

Tras ser anestesiados, los animales se perfundieron vía cardíaca con 60 ml de 

solución salina (0,65%) y seguidamente con el mismo volumen de solución fijadora de 

paraformaldehido (PAF 4%) en tampón fosfato (PB 0,1 M, pH=7.4). Tras la disección, 

los cerebros, se postfijaron con la misma solución fijadora durante toda una noche (ON) 

a 4ºC, se deshidrataron y se incluyeron en parafina (Merck). Mediante el uso de 

microtomo, se realizaron secciones transversales seriadas de 6 µm. Una vez obtenidos 

los cortes, se procedió al montaje de una sección cada 200 µm en portaobjetos tratados 

con 3-aminopropiltrietoxisilano (TESPA) dejándose secar ON a temperatura ambiente 

(RT). Para la realización de la hibridación in situ con sondas sentido y antisentido, se 

seleccionaron dos series consecutivas representando todo el cerebro y pituitaria de la 

lubina. Las secciones se almacenaron a 4ºC en ambiente seco hasta su uso dentro de un 

periodo de tiempo que no excedió de las dos semanas. 

Para la realización de la hibridación, las secciones se desparafinaron, 

rehidrataron y refijaron en PAF 4% durante 20 min. Los portaobjetos se sumergieron 

dos veces en PB durante 5 min y se trataron con proteinasa (20 µg/ml en Tris-HCl 50 
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mM, EDTA 5 mM, pH=8) durante 5 min a RT. Seguidamente, los portaobjetos se 

sumergieron en trietanolamina 0,1M pH=8/anhídrido acético. Finalmente, las secciones 

se deshidrataron y secaron a RT. Para la síntesis de las ribosondas, se insertaron 

fragmentos de DNA de 800 pb, 850 pb y 1000 pb, los cuales contenían las regiones 3´ 

no trasladadas del Esr1, Esr2b y Esr2a de la lubina, respectivamente, en el vector 

pGEM-T “easy” (Promega). La homología de la sonda Esr1 con los subtipos Esr2b y 

Esr2a es de 10% y 11.5%, respectivamente. La homología de la sonda Esr2b con los 

subtipos Esr1 y Esr2a es de 9.1% y 10.9%, respectivamente. La homología de la sonda 

Esr2a con los subtipos Esr1 y Esr2b es de 9.9% y 12.4%, respectivamente. Las sondas 

antisentido y con sentido se sintetizaron in vitro mediante linearización de los plásmidos 

con los enzimas de restricción SstII o SpeI (Invitrogen) para Esr1, SstII o SalI 

(Invitrogen) para Esr2b y SstII o SpeI (Invitrogen) para Esr2a. La transcripción in vitro 

se llevó a cabo con la polimerasa de RNA SP6 para las sondas antisentido y con la T7 

para las sondas con sentido. Tanto las sondas con sentido como las antisentido se 

marcaron con 8 µl de 35S-UTP (12,5 mCi/ml) mediante el kit para la síntesis de 

ribosondas (Promega) según las condiciones del proveedor. Tras la síntesis in vitro de 

RNA, se trataron las muestras con RQ1-DNAsa (Promega) durante 15 min a 37ºC en 

presencia de 50 unidades de RNAsin (Promega) y luego se incubaron a -20ºC durante 

3h con 1µl (10mg/ml) de RNAt de levadura en solución de formamida al 8%. 

Seguidamente, las sondas se purificaron en columnas de Sephadex G50 y las dos 

fracciones con mayor cantidad de radiactividad se unieron y se precipitaron con 1 µl de 

RNAt (10 mg/ml) en 1/10 de volumen de NaCl 5M y 2.5 volúmenes de etanol a -20ºC. 

Tras la precipitación, las ribosondas se disolvieron en el volumen adecuado de 

ditiotreitol (DTT) 0,1 M para obtener 2 x 105 cpm/µl. Tras 5 min de incubación a 80ºC, 

las ribosondas se diluyeron 1/10 en el tampón de hibridación (formamida 50%, NaCl-

dietilpirocarbonato (DEPC) 0,3 M, Tris-HCl 20mM pH=8, EDTA 5mM pH=8, dextran 

sulfato 10%, solución de Denhardt 1x, RNAt de levadura 0.5 µg/ml) para obtener una 

concentración final de DTT 10 mM y 2 x 104 cpm/µl. Seguidamente, se añadieron 60 µl 

de la solución de hibridación a cada portaobjetos y se incubó en cámara húmeda a 55ºC 

ON. Al día siguiente, se retiraron los cubreobjetos mediante incubación de las muestras 

durante 30 min a 55ºC en tampón citrato salino (SSC) 5x (NaCl 0,75 M, citrato sódico 

75 mM, agua estéril, pH=7), DDT 10 mM. Tras la extracción de los cubreobjetos, los 

portaobjetos se lavaron en SSC 2x, formamida 50%, DTT 10 mM durante 30 min a 

65ºC y posteriormente tres veces durante 10 min a 37ºC en tampón NTE (NaCl 0,5 M, 
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Tris-HCl 10 mM, EDTA 5 mM, pH=7.5). Tras tratamiento con RNAsa (20 µg/ml en 

NTE) durante 30 min a 37ºC, las muestras se lavaron tres veces en tampón NTE durante 

10 min a 37ºC, una vez en SSC 2x, formamida 50%, DTT 10 mM durante 30 min a 

65ºC, una vez en SSC 2x durante 15 min, y dos veces en SSC 0,1x durante 15 min a 

RT. Finalmente, las muestras se deshidrataron en soluciones de graduación creciente de 

etanol con acetato amónico 0.3 M, dejándose secar a RT. 

Finalizado el proceso de hibridación, se sumergieron los portaobjetos en 

emulsión fotográfica Hypercoat LM-1 (Amersham) y se dejaron en exposición a 4ºC en 

ambiente seco durante 15 días. Transcurrido este periodo de tiempo, se reveló con 

Kodak D-19 y se hizo una contratinción con azul de toluidina. Para la identificación y 

nomenclatura de los núcleos y áreas cerebrales, se utilizó el atlas del cerebro de la 

lubina (Cerdá-Reverter et al., 2001 a, b, Cerdá-Reverter et al., 2008). 

 

3) ESTUDIOS DE LOCALIZACIÓN CONJUNTA 

 

3.1) Animales 

Para la realización de los estudios de localización conjunta, se utilizó una 

población de hembras adultas de lubina con una talla de 50-60 cm durante la fase final 

de su ovulación. 

 

3.2) Doble hibridación in situ 

 La extracción y procesado histológico de las muestras se llevó a cabo según los 

protocolos indicados anteriormente. Para la detección de la expresión de las hormonas 

gonadotropas, se clonaron las secuencias completas de la subunidad beta de la FSH 

(βFSH, 521 pb) y de la subunidad beta de la LH (βLH, 591 pb) en el vector pBluescript 

II SK (PBSSK, Mateos et al., 2003). Las sondas antisentido y con sentido se 

sintetizaron in vitro mediante linearización de los plásmidos con los enzimas de 

restricción EcoRI o XhoI (Invitrogen) para la βFSH y con BamHI o XhoI (Invitrogen) 

para la βLH, respectivamente. La transcripción in vitro se llevó a cabo con la 

polimerasa de RNA T7 para la obtención de la sonda antisentido y con la polimerasa de 

RNA T3 para la sonda sentido. Ambas sondas, se marcaron con 2μl de digoxigenina 

(DIG)-UTP mediante el kit DIG-RNA (Roche) siguiendo las condiciones del proveedor. 

Seguidamente, las ribosondas se disolvieron en el volumen adecuado de agua 

tratada con DEPC para obtener una concentración de 200 ng/µl. La obtención de 
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ribosondas marcadas con 35S para los diferentes ERs, se llevó a cabo según los 

protocolos indicados anteriormente. Tras incubación de las ribosondas durante 5 min a 

80ºC, ambas (Esr-35S-UTP y FSH/LH-DIG-UTP) se mezclaron de manera simultánea 

en una dilución 1/10 en tampón de hibridación, obteniendo una concentración final de 

las mismas de 2 x 104 cpm/µl y 20 ng/µl, respectivamente. Seguidamente, se añadió a 

los portaobjetos 100 µl de solución de hibridación conteniendo bien la ribosonda DIG-

βFSH o DIG-βLH con cada una de las ribosondas 35S-ER. El procedimiento de 

hibridación y posthibridación fue el mismo que el utilizado para el estudio de la 

distribución central de los ERs pero, previo al paso de la deshidratación, los 

portaobjetos se lavaron durante 10 min a RT en el tampón A (Tris-HCl 0,1 M mM, 

NaCl 0,15 M, pH=7,5) y, posteriormente, se incubaron en solución de bloqueo (2% 

reactivo de bloqueo en tampón A, Roche) durante 30 min a RT. Posteriormente, los 

portaobjetos se incubaron con fragmentos anti-DIG Fab de oveja conjugados con 

fosfatasa alcalina (Roche) diluidos 1/1000 en solución de bloqueo durante 60 min a RT. 

Transcurridos los 60 min, los portaobjetos se lavaron dos veces en el tampón B (Tris-

HCl 0,1 M, MgCl2 50 mM, NaCl 0,1 M, pH=9,5). La detección de la señal, se realizó 

mediante 4-nitroblue tetrazolium chloride (NBT)/BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indoly-

fosfato, Roche) diluido en tampón B conteniendo 1mM de levamisol, durante 60 min a 

RT. Tras la aparición de color, los portaobjetos se deshidrataron con etanol de 

graduación creciente con acetato amónico 0.3 M, se sumergieron en emulsión 

fotográfica y se dejaron en exposición a 4ºC en ambiente seco. Transcurridos doce días, 

los portaobjetos se revelaron como se ha descrito previamente. 

 

4) EFECTO DE LOS ESTEROIDES SEXUALES SOBRE LA EXPRESIÓN DEL 

GEN βFSH. CARACTERIZACIÓN DE LA REGIÓN PROMOTORA βFSH 

 

4.1) Efecto in vitro de los esteroides sexuales sobre la expresión del gen βFSH 

 

4.1.1) Cultivo primario de células de la pituitaria 

La preparación de cultivos primarios se llevó a cabo a partir de pituitarias de 

individuos con una talla de 35-40 cm y un peso corporal de 500-700g durante el periodo 

de reposo sexual. Tras la extracción, las pituitarias se pusieron en medio de dispersión 

(DM, solución salina 75%, L-15 + L-Glutamina 25%, tampón Hepes 25 mM, albumina 

de suero bovino 0,5% [BSA fracción V], 0,1 gentamicina 0,1 mg/ml, 
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penicilina/streptomicina 1%) enfriado en hielo. Seguidamente, se traspasaron a placa 

Petri y se lavaron varias veces con DM hasta quedar libres de grasa y sangre. Una vez 

limpias, se cortaron con escalpelo hasta conseguir fragmentos de aproximadamente 

1mm3 y se transfirieron a un tubo estéril (Falcon) de 15 ml para la dispersión enzimática 

con tripsina. Para ello, se disolvieron 25 mg de tripsina tipo II en 10 ml de DM, 

dejándose los fragmentos en agitación suave durante 40 minutos a 25ºC. Transcurrido 

dicho periodo de tiempo, se centrifugó a 500 g (2000 rpm) durante 15 minutos a 25ºC y 

tras eliminar el sobrenadante se resuspendió el precipitado en inhibidor de tripsina 

atemperado (25 mg/10 ml DM) dejándose en agitación durante 10 minutos. Las células 

dispersadas se centrifugaron a 500 g durante 15 minutos a 25ºC. Tras eliminar el 

sobrenadante, se resuspendieron en DM con DNAsa II tipo IV (0,1 mg/10 ml) durante 

10 minutos en agitación suave. Tras su centrigugación durante 15 minutos a 25ºC, se 

eliminó el sobrenadante y se procedió a la dispersión mecánica de las células en 5-10 ml 

(según la cantidad de células) de DM. Las células se filtraron con filtro de nylon (poro 

de 40 µm) en tubo estéril (Falcon) de 50ml, lavándose tres veces el filtro con 10 ml de 

DM. El filtrado se recogió mediante centrifugación a 200 g (1700 rpm) durante 15 

minutos tras lo cual, las células se resuspendieron en 5 ml de DM para la determinación 

de su viabilidad y contaje. Finalmente, se centrifugaron las células a 500 g durante 5 

minutos a 25ºC y se resuspendieron en medio de cultivo L-15 (L15 + L-Glutamina 

100%, Hepes 25 mM, BSA fracción V 0,1%, penicilina/estreptomicina 1%, gentamicina 

0,1 mg/ml) con suero fetal bovino (FBS 10%, Invitrogen). 

Una vez obtenidas las células, se repartieron en placas de 24 pocillos a una 

densidad de 4 x 105 células/pocillo. Transcurridas 48 horas, se recogieron muestras de 

los pocillos correspondientes a la expresión basal de la βFSH (T0). Seguidamente, se les 

añadió medio fresco a las demás células, con los tratamientos correspondientes de 17β-

estradiol y 11-cetotestosterona. Para los tratamientos, los esteroides se diluyeron en 

etanol 100% (Panreac) realizándose diluciones progresivas hasta obtener una 

concentración final en DMEM de 10-6 M. Las células utilizadas como control se trataron 

con etanol 1/1000. Transcurridas 48, 72 y 96 horas de la adición del tratamiento, las 

células se lavaron dos veces con tampón fosfato salino (PBS) y se precipitaron por 

centrifugación a 200 g durante 15 minutos a 4ºC para su posterior extracción de RNA. 

La extracción de RNA se realizó con 500 µl/pocillo de trizol (TRI REAGENT) 

siguiendo las condiciones del proveedor. Las muestras se resuspendieron en 10µl de 

agua estéril tratada con DPEC. 
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4.1.2) Cuantificación de la expresión de la subunidad βFSH 

 La expresión de la βFSH se determinó mediante dot-blot con el aparato Bio-Dot 

(BioRad). Se diluyeron 4 µg de RNA de cada muestra en agua estéril hasta obtener un 

volumen final de 10 µl. Seguidamente, se añadieron 30 µl de solución desnaturalizante 

[1 ml contiene, 0,8 ml formamida, 318 µl formaldehído 37%, 196 µl tampón 3-(N-

morfolino) ácido propanosulfónico (MOPS) 10x (MOPS 0,5 M pH=7, NaAc 3 M, 

EDTA 0,5 M pH=8, agua estéril)] y se incubaron las muestras a 65ºC durante 15 

minutos. Transcurrido dicho periodo de tiempo, se añadieron 60 µl de 20x SSPE (NaCL 

3M, NaH2PO4 0,2 M, EDTA 0,02 M, NaOH 0,15 M, agua estéril, pH=7,4) y se 

cargaron las muestras (100 µl) sobre una membrana Hybond-N (Amersham) 

previamente humedecida con SSPE 10x durante 15 minutos en agitación. Finalmente, se 

hicieron dos lavados sucesivos de 500 µl SSPE 10x y, tras un secado rápido sobre papel 

de filtro Whatman, la membrana se fijó a 80ºC durante dos horas. 

 La hibridación se llevó a cabo utilizando como sonda el gen βFSH de lubina 

(Mateos et al., 2003). La membrana se prehibridó durante al menos 3 horas a 42ºC en 

solución de hibridación (formamida 50%, SSPE 5x, SDS 1%, solución Denhardt 5x, 

RNAt de levadura 20 µl/ml). La secuencia completa del gen βFSH se marcó con 

dCTP[α-32P](Amersham) mediante el kit de marcaje con hexámeros aleatorios 

(Invitrogen) siguiendo las condiciones del proveedor. La purificación de la sonda se 

realizó mediante centrifugación en columna de Sephadex G-50 a 3000 rpm durante 2 

minutos. La hibridación se llevó a cabo ON en solución de hibridación fresca a 42ºC 

con una concentración final de 8 x 105 cpm/ml dCTP[α-32P]. Tras la hibridación, las 

membranas se lavaron con SSPE 0,1x/SDS 0.1% a 65ºC. La normalización de los 

niveles de expresión se realizó mediante hibridación de la membrana con la sonda del 

gen de la subunidad ribosomal 28s bajo las mismas condiciones de la hibridación que 

con la βFSH. La hibridación se llevó a cabo con una concentración final de 3 x 105 

cpm/ml dCTP[α-32P]. La cuantificación de la intensidad de la señal de hibridación, se 

realizó mediante análisis densitométrico con el aparato Fosfoimager (Bio-Rad). 

 

4.1.3) Expresión de los resultados y análisis estadísticos 

 Los experimentos se realizaron por cuatriplicado y se repitieron dos veces. Los 

datos se expresan como el valor medio + el error estándar de la media (SEM). Las 

diferencias entre el control y los tratamientos se establecieron mediante ANOVA 

seguido por el test de rango múltiple de Tukey (p < 0.05). 
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4.2) Caracterización de la región promotora del gen βFSH 

 

4.2.1) Clonación del promotor βFSH 

 La clonación de la región promotora se realizó mediante rastreo de una librería 

de DNA genómico de lubina construida con el vector Lambda DASH II/BamHI 

(Stratagene). Para ello, se pusieron a crecer células XL1-Blue MRA (P2) en medio LB 

(triptona 1%, levadura 0,5%, NaCl 0,18 M, agua estéril, pH=7) enriquecido con sulfato 

de magnesio (MgSO4 10 mM) y maltosa 0,2 % a 37ºC, hasta alcanzar una densidad 

óptica de 0,2-0,5 (λ=320 nm). Seguidamente, las células se centrifugaron a 1000 g 

durante 10 minutos a 4ºC y se resuspendieron en MgSO4 10 mM. Se realizaron tres 

rondas de rastreo sobre 7,5 x 105, 8250 y 400 unidades formadoras de fagos (pfu), 

respectivamente. Para ello, se infectaron 600 o 200 µl de células con el volumen de 

fagos necesarios para obtener 50 x 103 o 750 pfu por placa grande (250 mm de 

diámetro) y 50 pfu por placa pequeña (100 mm diámetro), respectivamente. La 

infección se realizó durante 30 minutos a 37ºC en tubo estéril (Falcon) de 15 ml. 

Transcurrido dicho periodo de tiempo, se le añadió 8 (placa grande) ó 3 ml (placa 

pequeña) de agarosa (0,8%) a 47ºC, se mezcló por inversión y se esparció sobre las 

placas, que contenían NZY-agar como medio de cultivo. Las placas se incubaron de 4 a 

8 horas a 37ºC hasta conseguir la densidad adecuada de pfu, se precintaron y 

almacenaron a 4ºC. Para la transferencia de fagos, se colocaron membranas de nylon 

Hybond-N sobre las placas de lisis durante 2 minutos, tras lo cual se retiraron y 

depositaron sobre papel de filtro humedecido con solución desnaturalizante (NaCl 1,5 

M, NaOH 0,5 M, agua estéril) durante 5 minutos. Seguidamente, las membranas se 

depositaron sobre papel de filtro humedecido con solución neutralizante (Tris 0,5 M, 

NaCl 1,5 M, EDTA 1 mM, HCl, agua estéril, pH=7,2) durante 3 minutos, en un primer 

paso, y durante dos minutos, en un segundo paso, sobre papel y solución nueva. 

Finalmente, las membranas se sumergieron durante 20 segundos en SSPE 20x y se 

dejaron secar a RT sobre papel de filtro. La fijación del DNA se hizo en horno a 80ºC 

durante dos horas. El rastreo se llevó a cabo utilizando como sonda el gen βFSH de 

lubina. El marcaje de la sonda, las condiciones de prehibridación, hibridación y lavados 

de las membranas se llevaron a cabo como previamente se ha descrito en el punto 4.1.2.   

Los once clones positivos aislados tras las tres rondas de rastreo se conservaron 

en 500 μl de medio de suspensión (SM, NaCl 0,1 M, MgSO4 20 mM, Tris 50 mM, 

gelatina 0,01%, pH=7,5) y 30 μl de cloroformo a 4ºC. Seguidamente, se realizó una 



Material y Métodos 
 

80 
 

preamplificación de los clones seleccionados mediante infección de 200 μl de células 

con 10 μl de cada clon de fagos durante 30 minutos a 37ºC en tubo estéril (Falcon) de 

50 ml. Transcurrido dicho periodo de tiempo, se añadió 5 ml de LB y se dejó ON a 37ºC 

bajo agitación fuerte. Al día siguiente, se añadió 1 ml de cloroformo y se precipitaron 

las células por centrifugación. Se transfirió 1 ml del sobrenadante a tubos de 1,5 ml 

(Eppendorf), se añadió 50 μl de cloroformo y se guardaron a 4ºC. Mediante la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores específicos del gen βFSH, se 

determinó aquellos clones que contenían el gen completo de dicha subunidad (n=5), los 

que contenían el extremo 5´ del gen (n=5) y los que contenían el extremo 3´ (n=1). 

Seguidamente, se amplificaron cinco (2 con el extremo 5´ y 3 con el gen completo) de 

los once clones aislados, para la posterior extracción de DNA del fago. Para ello, se 

infectaron 600 µl de células con el volumen necesario de fagos para obtener 2 x 105 

pfu/placa (4 placas/clon). Tras la infección y la formación de las pfu, se añadieron 10 ml 

de SM a cada placa y se dejaron ON en agitación a 4ºC. A partir del lisado líquido 

recuperado (30 ml/clon), se realizó la extracción mediante el uso del kit para la 

extracción de DNA del vector lambda (QIAGEN) siguiendo las condiciones del 

proveedor. El DNA obtenido se resuspendió en 200 µl de Tris-EDTA pH=8. 

 Posteriormente, se realizaron digestiones simples y dobles con diversas enzimas 

de restricción (Sal I, EcoRI, EcoRV Hind III, SSTI, SSTII, Xho I, BamHI, Xba I, Pst I, 

Kpn I, Bstx, Sma I) de un clon que contenía el extremo 5´ del gen (clon 14.3.1.2). 

Dichas digestiones se separaron en geles de agarosa (0,8 %) y se transfirieron a 

membranas Hybond-N para la realización de “Southern blot”. El marcaje de la sonda 

βFSH y las condiciones de prehibridación e hibridación fueron las mismas que las 

realizadas para las rondas de rastreo de la genoteca de lubina. La concentración final de 

dCTP[α-32P] fue de 5 x 105 cpm/ml. Los lavados de la membrana se realizaron con 0.1x 

SSPE/SDS 0.1% a 60ºC. La determinación del mapa de restricción del fragmento 

insertado en el clon 14.3.1.2 permitió identificar una primera banda positiva de 

aproximadamente 3.5 Kb, correspondiente a la digestión EcoRI-BamHI. Dicho 

fragmento, se aisló, purificó y clonó en el vector PBSSK. La secuenciación con los 

cebadores T7 y T3 para dicho vector y cebadores específicos del fragmento permitieron 

determinar, que éste, contenía el extremo 5´ del gen βFSH (exón 1, intrón 1, exón 2 e 

intrón 2) y 1.7 Kb de región promotora, aproximadamente. De manera similar, el 

resultado de las digestiones dobles con BamHI, SSTI y EcoRV permitieron completar el 

mapa de restricción y seleccionar dos fragmentos positivos nuevos de aproximadamente 
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4.2 y 5.2 Kb, correspondientes a la digestión EcoRI-SSTI y EcoR1-EcoRV, 

respectivamente. Tras su clonación en PBSSK, la secuenciación de sendos fragmentos 

aportó las siguientes 0.8 y 1 Kb, aproximadamente, de la región promotora del gen 

βFSH. El análisis de las secuencias para diversos factores de transcripción de las 3.5 Kb 

(3538 pb) correspondientes a dicha región se llevó a cabo con los programas 

Matinspector (Genomatix) y TESS (Universidad de Pensilvania, USA). 

 

4.2.2) Determinación de la actividad basal y sensibilidad a los estrógenos 

 

4.2.2.1) Construcciones 

A partir de las 3.5 Kb de promotor clonadas en PBSSK se realizaron 

construcciones delecionadas de 3.5, 2.4, 1.0, 0.5 y 0.15 Kb terminando todas ellas en la 

posición -1 con respecto al inicio del gen βFSH. Estos fragmentos se insertaron en el 

vector pTATA LUC+ portador de un gen testigo con actividad luciferasa (Altschmied y 

Duschl, 1997). Para ello, se amplificó mediante PCR con polimerasa de alta fidelidad 

(Platinum Pfx, Invitrogen) los fragmentos correspondientes de dicha región promotora. 

Se utilizaron cinco cebadores para los diferentes extremos 5´, todos ellos portadores de 

un adaptador correspondiente a la secuencia de reconocimiento del enzima de 

restricción Sal I: For3.5 5´-TCGATAAGCTTCATAT-3´, For2.4 5´-

CAATGACCCATGACT-3´, For1.0 5´-CTACACATTGACCAGC-3´, For0.5 5´-

GGTCTTATTTCTCAACAA-3´ y For0.15 5´-TGGAAAGAAATGAGGGT-3´. Para el 

extremo 3´ se diseñó un cebador adyacente al inicio del exón 1 de la βFSH: Rev 5´-

ATCTGTAACAGCTTTCAA-3´. Para la realización de las PCRs, se utilizaron las 

siguientes condiciones: amplificación de 3.5 y 2,4 Kb, un ciclo de 5 min a 95ºC seguido 

de 12 ciclos de 30 s a 95ºC, 40 s a 48ºC-42ºC disminuyendo 0.5ºC en cada ciclo y 3 min 

a 68ºC. Seguidamente, 25 ciclos de 30 s a 95ºC, 40 s a 42ºC y 3 min a 68ºC. 

Finalmente, un ciclo de 10 min a 68ºC. Amplificación de 1.0, 0.5 y 0,15 Kb, un ciclo de 

5 min a 95ºC seguido de 4 ciclos de 30 s a 95ºC, 40 s a 48ºC-46ºC disminuyendo 0.5ºC 

en cada ciclo y 1 min a 68ºC (1.0 Kb) y 30 s a 68ºC (0,5 y 0.15 Kb). Seguidamente, 30 

ciclos de 30 s a 95ºC, 40 s a 46ºC y 1 min a 68ºC (1.0 Kb) y 30 s a 68ºC (0.5 y 0.15 

Kb). Finalmente, un ciclo de 10 min a 68ºC (0.3 mM dNTP, 0.4 µM cebadores 

específicos, 1x tampón Platinum Pfx, 1 mM MgSO4 y 1.0 unidades de Platinum Pfx 

polimerasa). 
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Los productos resultantes de las PCRs se separaron en gel de agarosa de bajo 

punto de fusión (LMP) y tras su purificación, se clonaron en pTATA LUC+. Para ello, 

el vector se abrió primero con BamH I, tras lo cual, se crearon extremos romos, y 

finalmente, se volvió a digerir con Sal I, dejando un extremo del vector con secuencia 

complementaria para el adaptador Sal I y el otro extremo, romo. Las nuevas 

construcciones denominadas pTATA 3.5, pTATA 2.4, pTATA 1.0, pTATA 0.5 y 

pTATA 0.15 se secuenciaron para verificar la fidelidad de las secuencias. 

 La normalización de los valores obtenidos en los experimentos de transfección 

se realizó con el vector pRL (Promega) portador del gen testigo Renilla luciferasa. El 

enzima anterior proviene del pólipo marino Renilla reniformis y cataliza la oxidación 

bioluminiscente de la coelenterazina. Esta actividad luciferasa, es diferente a la 

presentada por el vector pTATA LUC +, el cual es portador del gen que codifica para la 

luciferasa de la luciérnaga (Photinus pyralis) y que cataliza la oxidación 

bioluminiscente del sustrato luciferina (Dual-Luciferase® Reporter Assay System, 

Promega). 

 La verificación de la eficiencia de transfección, se realizó con el plásmido GFP, 

portador del gen testigo que codifica para la proteína de fluorescencia verde. 

La respuesta de las células LβT2 a los estrógenos se determinó mediante la 

construcción plasmídica ERE-TK-LUC, portadora del gen de la luciferasa bajo el 

control de repeticiones en tándem del elemento de respuesta a los estrógenos (ERE, Le 

Page et al., 2006). 

La respuesta del promotor βFSH a los estrógenos se realizó mediante el uso del 

vector Esr1-pcDNA.3 (ver clonación del Esr1). 

 

4.2.2.2) Transfecciones y condiciones de cultivo 

Para la determinación de la actividad basal del promotor βFSH se utilizaron dos 

líneas celulares, HEK 293 y LβT2. La primera creada a partir de células renales 

embrionarias humanas (Graham et al., 1977) y la segunda formada a partir de células 

gonadotropas maduras de ratón (Alarid et al., 1996).  

Los experimentos de transfección en HEK 293 se llevaron a cabo sobre placas 

de 24 pocillos. Las células crecieron en medio de Eagle modificado según Dulbecco 

(DMEM, Invitrogen) con FBS 10%, penicilina (100 u/ml) y estreptomicina (100 µg/ml, 

Invitrogen) en atmósfera de CO2 (5%) a 37ºC. Tras el asentamiento de las células 

durante 24 horas, se dejaron crecer hasta alcanzar una confluencia del 75%. 
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Seguidamente, se transfectaron de manera simultánea con 0,1 y 0,2 µg de GFP y pRL, 

respectivamente, 1µg de las diferentes construcciones delecionadas del promotor βFSH 

y del vector pTATA LUC+ como control de la actividad basal. La transfección se 

realizó mediante el método del fosfato de calcio (Chen y Okayama, 1987). 

Transcurridas 72 horas de la transfección, las células se lavaron dos veces con PBS y 

tras su centrifugación se resuspendieron en 100 µl de tampón de lisis (Promega). Los 

lisados celulares se almacenaron a -80ºC. Para la determinación de la actividad 

luciferasa, el lisado celular se centrifugó durante 30 s a 15000 g. Posteriormente, la 

cuantificación se llevó a cabo a partir de 20 µl del sobrenadante con el kit del sistema 

dual de actividad luciferasa (Promega) siguiendo las condiciones del proveedor. La 

intensidad lumínica emitida se cuantificó con un luminómetro (Junior, EG&G, 

Berthold). 

Los experimentos de transfección en LβT2 se llevaron a cabo bajo las mismas 

condiciones que los realizados en HEK 293 con pequeñas modificaciones. Las células 

se distribuyeron a una densidad de 1 x 105 células/pocillo (placa de 24 pocillos) y 1 x 

106 células/pocillo (placa de 6 pocillos). El asentamiento de las células se realizó 

durante 48 horas. La transfección se realizó con lipofectamina 2000 (Invitrogen) 

siguiendo las condiciones del proveedor. 

Para la evaluación de la sensibilidad de las células LβT2 a los estrógenos, 

primero, se distribuyeron las células en placa de 6 pocillos. Transcurridas 48 horas, se 

transfectaron con 4 µg de ERE-TK-LUC y 0,3 µg de GFP/pocillo, y con 3 µg de ERE-

TK-LUC, 1 µg Esr1-pcDNA.3 y 0,3 µg de GFP/pocillo. Transcurridas 6-8 horas de la 

transfección, se añadió medio fresco a las células y se pasaron a placas de 24 pocillos 

para la obtención de réplicas. Las células se incubaron durante 72 horas con 17β-

estradiol a una concentración de 10-6 y 10-8 M en etanol, y etanol 1/1000 como control. 

Para evaluar la respuesta del promotor βFSH a los estrógenos, se distribuyeron 

células LβT2 sobre placas de 24 pocillos. Transcurridas 48 horas, se transfectaron con 

0,8 µg de las construcciones pTATA 3.5, pTATA1.0 y pTATA0.15, 0,3 µg de Esr1-

pcDNA.3, 0,2 µg de pRL y 0,1 µl GFP/pocillo. La incubación se realizó con 17β-

estradiol en etanol (10-6 M) y etanol 1/1000 como control durante 72 horas. 

 

4.2.2.3) Expresión de los resultados y análisis estadísticos 

 Los experimentos de transfección para la determinación de la actividad basal del 

promotor βFSH y su sensibilidad a los estrógenos se hicieron por triplicado y se 
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repitieron un mínimo de dos veces. Los datos se expresan como el valor medio + el 

error estándar de la media (SEM). Las diferencias entre el control y los tratamientos se 

establecieron mediante ANOVA seguido por el test de rango múltiple de Tukey (p < 

0.05). 

 

5) ESTUDIOS DE TRANSACTIVACIÓN DEL Esr1  

 

5.1) Extracción y procesado de las muestras 

Para los estudios de transactivación del Esr1, se utilizó la misma población de 

individuos que la usada para la distribución central de los ERs. Tras la extracción del 

cerebro completo se diseccionó conjuntamente los lóbulos telencefálicos, el área 

preóptica, el hipotálamo y pituitaria. Posteriormente, se procedió a la extracción de 

RNA total de las áreas cerebrales anteriores con trizol y tratamiento final con RQ1-

DNAsa (Promega). La síntesis de DNAc se llevó a cabo mediante el uso de la 

transcriptasa reversa Superscript II (Invitrogen) y oligo (dT)12-18 (Invitrogen) como 

cebador. 

 

5.2) Clonación del Esr1 

El DNAc de las áreas cerebrales anteriores se usó para la amplificación del Esr1 

mediante PCR con Taq polimerasa (Genosys) y cebadores específicos para dicho 

receptor. Se utilizaron las siguientes condiciones: un ciclo de 5 min a 95ºC seguido de 

10 ciclos de 30 s a 95ºC, 30 s a 57ºC-52ºC disminuyendo 0.5ºC en cada ciclo y 90 s a 

72ºC. Seguidamente, 25 ciclos de 30 s a 95ºC, 30 s a 52ºC y 90 s a 72ºC. Finalmente, un 

ciclo de 10 min a 72ºC (dNTP 0,2 mM, cebadores específicos 0,4 µM, tampón Taq 

DNA polimerasa 1x, MgCl2 1,5 mM y 0.5 unidades de Taq DNA polimerasa). 

 Se utilizaron tres cebadores diferentes para el extremo 5´según los sitios de 

inicio de la transcripción hepática del gen (Halm et al., 2004): ERaFor 5´-

TTCATGTGTAAGAGGCAGAG-3´, Era1 5´-GTCGTTGTGCTGTGATGTTGC-3´ y 

Afor3 5´-ATGTACCCCGAAGAGAGCC-3´. Para el extremo 3´, se diseñó un cebador 

localizado 14 pb por debajo del codón de parada con la siguiente secuencia: ERaRev 5´-

TATTGACCTCCGCTCTTGCT-3´. Solo la combinación Afor3/ERaRev pudo 

amplificar un fragmento de DNA del tamaño esperado (1810 pb) a partir de DNAc 

cerebral. Tras su purificación en LMP (1,4 %), el fragmento se clonó en PGemT “easy”. 

Una vez insertado, se secuenció para verificar la orientación del mismo. 
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Tras su ligación en PGemT “easy”, se amplificó la región codificante del Esr1 

mediante PCR con DNA polimerasa de alta fidelidad (Vent DNA polimerasa, New 

England Biolabs) y cebadores específicos que contienen secuencias de reconocimiento 

para los enzimas de restricción HindIII (HiAfor3: 5´-

GAATTCATGTACCCCGAAGAGAG-3´) y XhoI (XhERaRev: 5´-

CTCGAGTATTGACCTCCGCTCT-3´). Se utilizaron las siguientes condiciones: un 

ciclo de 5 min a 95ºC, seguido de 10 ciclos de 30 s a 95ºC, 30 s a 53-48ºC 

disminuyendo 0.5ºC en cada ciclo y 90 s a 72ºC. Seguidamente 26 ciclos de 30 s a 95ºC, 

30 s a 48ºC y 90 s a 72ºC. Finalmente, un ciclo de 10 min a 72ºC (dNTP 0.2 mM, 

cebadores específicos 0.4 µM, 1x tampón Vent DNA polimerasa, MgCl2 1.5 mM y 0.5 

unidades de Vent DNA polimerasa). El producto resultante de la PCR, se aisló en LMP, 

se purificó y se ligó en el vector de expresión pcDNA.3 (Invitrogen). La nueva 

construcción, denominada Esr1-pcDNA.3, se secuenció para verificar la secuencia del 

Esr1, siendo idéntica a la encontrada previamente en la caracterización de los ERs de la 

lubina (Halm et al., 2004). 

 

5.3) Experimentos de transfección y condiciones de cultivo  

Para los experimentos de transfección, se utilizaron células HEK 293. Las 

células crecieron en DMEM suplementado con FBS 10%, penicilina (100 u/ml) y 

estreptomicina (100 µg/ml) en atmósfera de CO2 (5%) a 37ºC. Para detectar posibles 

respuestas inespecíficas debido a una sensibilidad a los estrógenos de HEK 293, se 

realizaron controles mediante la transfección transitoria en células HEK 293 de la 

construcción ERE-TK-LUC, tras lo cual, se realizaron incubaciones con 17β-estradiol 

en etanol a una concentración de 10-6, 10-8 y 10-10 M y etanol 1/1000 como control. Una 

vez comprobada la ausencia de efectos, se transfectaron células con Esr1-pcDNA.3 y un 

vector portador de resistencia a la higromicina en una proporción 50:1, respectivamente, 

mediante el método del fosfato de calcio. Las células transfectadas se distribuyeron en 

placas de 96 pocillos y se seleccionaron con 0.4 mg/ml de higromicina (Invitrogen) 

durante dos semanas. Los clones resistentes, continuaron creciendo en placas de 100 

mm de diámetro para su amplificación.  

Mediante “Northern blot” se corroboró la presencia de expresión del Esr1 en los 

clones resistentes a la higromicina. Para ello, se realizó una extracción de RNA total con 

trizol de las células resistentes a dicho antibiótico. Se separaron 15 µg de RNA total de 

cada clon en un gel de agarosa, el cual contenía formaldehido 2.2 M y se transfirió por 
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capilaridad a una membrana de nylon Hybond-N. La membrana se prehibridó durante al 

menos 3 horas en solución de hibridación (formamida 50%, SSPE 5x, SDS 1%, 

solución Denhardt 5x, RNAt de levadura 20 µl/ml). La secuencia completa del Esr1 se 

marcó con dCTP[α-32P] mediante el kit de marcaje con hexámeros aleatorios. La 

purificación de la sonda se realizó mediante centrifugación en columna de sephadex G-

50 a 3000 rpm durante 2 minutos. La hibridación se llevó a cabo ON en solución de 

hibridación fresca a 42ºC con una concentración final de 2 x 106 cpm/ml dCTP[α-32P]. 

Tras la hibridación, las membranas se lavaron con SSPE 0,1x/SDS 0.1% a 65ºC.  

Seguidamente, aquellos clones que expresaban el Esr1 de manera estable se 

pusieron a crecer en placas de 100 mm de diámetro hasta alcanzar una confluencia del 

75% y se transfectaron de manera transitoria con 19 µg de ERE-TK-LUC. Como 

control positivo de la transfección se transfectó de manera simultánea, 1 µg del vector 

GFP. Transcurridas 24 horas de la transfección, se añadió medio fresco y se 

transfirieron las células a placas de 24 pocillos. Al día siguiente, se trataron las células 

con concentraciones de 10-6-10-10 M de 17β-estradiol. Transcurridas 48 horas, las 

células se lavaron dos veces con PBS y tras su centrifugación a 200 g durante 15 

minutos a 4ºC se resuspendieron en 100 µl de tampón de lisis. Los lisados celulares se 

almacenaron a -80ºC. Para la determinación de la actividad luciferasa, el lisado celular 

se centrifugó durante 30 s a 15000 g. Posteriormente, se mezclaron 20 µl de 

sobrenadante con 200 µl del reactivo luciferina (TricinaKOH 20 mM, EDTA 0.1 mM, 

MgCl2 8 mM, DTT 33.3 mM, CoA 270 µM, ATP 530 µM, luciferina 400 µM, pH=7,8). 

La intensidad lumínica emitida se cuantificó mediante el uso de luminómetro. Tras las 

cuantificaciones de la actividad luciferasa se seleccionó el clon más sensible (clon P) 

para los estudios de transactivación. 

 Para la realización de los experimentos de transactivación, se transfectó de 

manera transitoria el clon P con ERE-TK-LUC según el protocolo descrito 

anteriormente, y 24 horas más tarde, se añadió medio fresco y se distribuyeron las 

células en placas de 24 pocillos. Al día siguiente, las células se trataron con 

concentraciones decrecientes de 17β-estradiol (10-5-10-10 M), estrona, estriol, 

testosterona, 11-cetotestosterona (11-KT) y 17α, 20β di-hidroxi-progesterona (17α, 20β-

DHP, 10-5-10-8 M) en etanol, durante 48 horas. Las células utilizadas como control se 

trataron con etanol 1/1000 en DMEM. La actividad luciferasa se cuantificó de la manera 

descrita anteriormente.  
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5.4) Expresión de los resultados y análisis estadísticos 

Los experimentos de transactivación se realizaron por triplicado y se repitieron 

tres veces. Los datos se expresan como el valor medio + el error estándar de la media 

(SEM). Las diferencias entre el control y los tratamientos se establecieron mediante 

ANOVA seguido por el test de rango múltiple de Tukey (p < 0.05). 

 

6) DETECCIÓN DE COMPONENTES ESTROGÉNICOS EN PIENSOS DE 

ACUICULTURA 

 

6.1) Creación de la línea celular HEsr1-LUC 

 La línea celular HEK293 expresando de manera estable el Esr1 de lubina (clon 

P), se transfectó simultáneamente en una proporción 50:1, con la construcción ERE-TK-

LUC y un plásmido portador de resistencia a puromicina (Muñoz et al., 2005), 

respectivamente. Las células crecieron en placas de 96 pocillos realizándose la selección 

de los clones resistentes mediante la adición de DMEM suplementado con FBS 10%, 

penicilina (100 u/ml), estreptomicina (100 µg/ml) y puromicina (8µg/ml) en atmósfera 

de CO2 (5%) y 37ºC. La actividad luciferasa se midió, tras incubar los clones resistentes 

en placas de 96 pocillos (15000 células/pocillo) en medio fresco con concentraciones 

decrecientes de 17β-estradiol (10-6-10-14 M). Transcurridas 48 horas, las células se 

lavaron dos veces con PBS y tras su centrifugación se resuspendieron en 100 µl de 

tampón de lisis. Los lisados celulares se almacenaron a -80ºC. Las células lisadas, se 

precipitaron a 15000 g durante 30 s, tras lo cual se añadieron 200 μl de reactivo 

luciferina (ver arriba) a 20 µl del sobrenadante generado. La cuantificación de la 

luminosidad emitida se realizó mediante el uso de luminómetro. El clon más sensible a 

la presencia de 17β-estradiol (HEsr1-LUC) se seleccionó para los estudios de detección 

de componentes estrogénicos. 

 

6.2) Extracción y detección de componentes estrogénicos 

  Se evaluó la actividad estrogénica de 4 dietas de peces (pez cebra, carpa roja, 

lubina y dorada). La extracción de las sustancias estrogénicas se realizó con metanol. Se 

homogenizaron mecánicamente de 3 a 5 g de pienso y se extrajo 1g de homogenizado 

con 5 ml de metanol. Tras la aplicación de vortex, se centrifugó el homogenizado a 

1700 g durante 10 min. El sobrenadante se secó en corriente de nitrógeno y se 

resuspendió en 300 µl de metanol. Los extractos se almacenaron a -20ºC. 
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 Para la detección de componentes estrogénicos, se distribuyeron células HEsr1-

LUC en placas de 24 pocillos (25 x 104 células/pocillo) con DMEM suplementado con 

FBS (10%), tras lo cual, se añadieron extractos de piensos comprendidos en un rango de 

5-20 mg pienso/ml durante 48 horas. Se utilizó como control positivo y negativo, 17β-

estradiol (10-6 M) en metanol y metanol (1/1000), respectivamente. Transcurridas 48 

horas, las células se lavaron dos veces con PBS, y tras su centrifugación, se 

resuspendieron en 100 µl de tampón de lisis. Los lisados celulares se almacenaron a -

80ºC. Las células lisadas, se precipitaron a 15000 g durante 30 s, tras lo cual, se 

añadieron 200 μl de reactivo luciferina a 20 µl del sobrenadante generado. La 

cuantificación de la luminosidad emitida, se realizó mediante el uso de luminómetro. 

  

6.3) Expresión de los resultados y análisis estadísticos 

Los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron tres veces. Los 

datos se expresan como el valor medio + el error estándar de la media (SEM). Las 

diferencias entre el control y los tratamientos se establecieron mediante ANOVA 

seguido por el test de rango múltiple de Tukey (p < 0.05). 
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1) DISTRIBUCIÓN NEUROANATÓMICA DE LOS ERs 
 
 Las hibridaciones in situ llevadas a cabo con sondas conteniendo las secuencias 

codificantes de los genes de los ERs nunca generaron señales específicas (datos no 

mostrados) corroborando la especificidad de las sondas portadoras de las secuencias 

complementarias. La Fig. 11 muestra una visión lateral del cerebro de la lubina. La Fig. 

12 representa de manera esquemática, la distribución de los ERs en el cerebro de la 

lubina.  

De los tres subtipos, el Esr1 es el que presenta una distribución más amplia, 

detectándose su RNAm en el telencéfalo, área preóptica, tálamo dorsal y ventral, 

hipotálamo tuberal y lateral, tubérculo posterior, área pretectal, área mesencefálica 

tectal y tegmental y rombencéfalo. La expresión del Esr2a se detecta en el telencéfalo 

ventral, área preóptica, hipotálamo tuberal y lateral, tálamo ventral, tubérculo posterior, 

área mesencefálica tectal y tegmental, y finalmente, en el rombencéfalo. Por el 

contrario, el Esr2b se localiza de manera exclusiva en el área preóptica e hipotálamo 

tuberal. 

 

Fig. 11. Plano sagital del cerebro de la lubina. Las flechas indican cada una de las secciones 
transversales mostradas en la Fig. 12. CE, cerebelo; IL, lóbulo inferior del hipotálamo; OB, bulbos 
olfatorios ; OpN, nervio óptico; OT, techo óptico; P, pituitaria; TEL, telencéfalo. Escala = 1mm. 
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Fig. 12. (A-T) Dibujos esquemáticos de sucesivas secciones transversales rostrocaudales del cerebro y 
pituitaria de la lubina mostrando la distribución de los ERs. Esr1 (círculo negro), Esr2a (círculo rojo), Esr2b 
(círculo blanco). Escala = 1mm. 
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1.1) Distribución del Esr1 

 

1.1.1) Telencéfalo 

 En el telencéfalo, la hibridación in situ muestra la presencia de señal del Esr1 en 

la parte central del telencéfalo dorsal (Dc1, Fig. 12A y 13A). En el telencéfalo ventral, 

se expresa en los núcleos dorsal (Vd, Figs. 12A y 13B) y ventral (Vv, Figs. 12B y 13C). 

Las células que muestran una señal positiva en el Vv están situadas en su región dorsal, 

asociadas al epéndima periventricular. Caudalmente, a nivel del receso preóptico, se 

localizan transcritos, en el núcleo central (Vc, Figs. 12C y 13D) y postcomisural (Vp, 

Figs. 12C y 13D) del telencéfalo ventral. 

 

1.1.2) Diencéfalo 

 En el diencéfalo, el Esr1 se expresa de manera prominente en el área preóptica. 

Rostralmente, las primeras células en manifestar su expresión son las del polo rostral de 

la parte parvocelular del núcleo preóptico parvocelular (NPOpc, Figs. 12D y 13E), 

situadas al comienzo del receso preóptico. Se detectan también numerosas neuronas 

positivas en la parte anteroventral (NPOav, Figs. 12D y 13E) del mismo núcleo, junto al 

polo ventrolateral del receso preóptico, así como en el núcleo preóptico magnocelular 

(PM, Figs. 12E y 13F). Las células del PM son sustituidas caudalmente por células 

positivas para dicho subtipo en el núcleo periventricular anterior (NAPv, Figs. 12F y 

13G). Finalmente, el núcleo periventricular posterior (NPPv, Figs. 12H y 13I) y el 

núcleo supraquiasmático (NSC, Figs. 12F y 13H) son los núcleos más caudales del área 

preóptica en mostrar la presencia de RNAm del Esr1. 

En el tálamo se encuentra una señal positiva tenue en todos sus núcleos: núcleo 

ventromedial (VM, Figs. 12F y 13I), ventrolateral (VL, Fig. 12F) e intermedio (I, Fig. 

12G) del tálamo ventral y núcleo anterior (A, Figs. 12G y 15A), posterior dorsal (DP, 

Figs. 12H y 15A) y posterior central (CP, Figs. 12H y 15A) del tálamo dorsal. Respecto 

al hipotálamo tuberal, rostralmente, las primeras células en mostrar señal positiva son 

las de la parte lateral del núcleo lateral tuberal (NLTl, Fig. 12H). La mayor expresión se 

detecta en las partes dorsal (NLTd, Figs. 12 y 13I) y ventral (NLTv, Figs. 12 y 13I) del 

mismo. Se hallan también células positivas en la parte caudal del núcleo anterior tuberal 

(NAT, Figs. 12J y 14A), lateralmente al NLTv. Coincidiendo con la apertura lateral del 

receso tuberal se encuentran transcritos del Esr1 en las partes dorsal (NRLd, Figs. 12J y 

14A) y ventral (NRLv, Figs. 12J y 14A) del núcleo del receso lateral. De manera más 
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caudal, aparecen neuronas expresando dicho subtipo de receptor en el núcleo del receso 

posterior (NRP, Fig. 12K) y en el núcleo del saco vasculoso (NSV, Fig. 12K). Dentro 

del lóbulo lateral hipotalámico se detecta señal positiva de hibridación en neuronas de la 

parte lateral del núcleo del receso lateral (NRLl, Figs. 12M y 14C). Las células 

anteriores rodean al receso lateral dentro de dicho lóbulo. Además se encuentra RNAm 

del Esr1 en la parte medial del núcleo difuso del lóbulo inferior (NDLlm, Figs. 12K y 

14B). Las células positivas del núcleo anterior se sitúan bordeando la línea ventromedial 

del lóbulo inferior. Se hallan también neuronas dispersas expresando este receptor, en la 

parte lateral (NDLll, Fig. 12L) de dicho núcleo, y en el núcleo central del lóbulo inferior 

hipotalámico (NCLl, Figs. 12M y 14C). 

 En el tubérculo posterior se detecta una señal positiva intensa dentro del 

complejo preglomerular, siendo especialmente importante en las partes lateral (NPGl, 

Figs. 12H y 14D), medial (NPGm, Fig. 12J) y comisural (NPGc, Fig. 12L) del núcleo 

preglomerular, así como en el núcleo terciario gustativo (NGT, Figs. 12I y 14E). 

También se localizan neuronas que expresan dicho subtipo en las partes anterior (NGa, 

Fig. 12J) y posterior (NGp, Fig. 12L) del núcleo del glomérulo posterior, núcleo 

posterior talámico (PT, Figs. 12J y 14G), núcleo lateral talámico (LT, Fig. 12L) y 

núcleo del torus lateral (TLa, Figs. 12J y 14H). Los cuerpos mamilares (CM, Figs. 12L 

y 14F), localizados en el área caudomedial del tubérculo posterior, constituyen el núcleo 

más caudal de dicha zona en el que se hallan transcritos del Esr1. 

 En el área pretectal, el Esr1 está presente en el núcleo central pretectal (NPC, 

Figs. 12G y 15B). De manera más caudal, se detecta en células del núcleo cortical (NC, 

Figs. 12G y 15B), núcleo prectectal superficial magnocelular (PSm, Figs. 12G y 15B) y 

en el núcleo pretectal superficial intermedio (PSi, Figs. 12G y 15B). 

 

1.1.3) Sinencéfalo 

 El sinencéfalo es la región situada entre el diencéfalo y el mesencéfalo (Bradford 

y Northcutt, 1983). En mamíferos esta región corresponde al prosómero pretectal (Pl, 

Puelles y Rubenstein, 1993). En el sinencéfalo se detecta señal positiva de hibridación 

en las partes dorsal (PPd, Figs. 12H y 15A) y ventral (PPv, Figs. 12H y 15A) del núcleo 

pretectal periventricular, rodeando al fascículo retroflexo (FR, Fig. 12H), en el núcleo 

paracomisural (NP, Fig. 12H), ventral al torus longitudinal (TLo) y en la población 

neuronal medial y lateral del núcleo del fascículo longitudinal medial (nMLF, Figs. 12K 

y 15E). Además, se encuentran neuronas positivas, en el órgano subcomisural (SCO, 
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Fig. 12G), el cual se sitúa de manera caudal a la habénula, y ventral a las fibras de la 

comisura posterior (PCo). 

 

1.1.4) Mesencéfalo 

 Dentro del mesencéfalo, se detecta RNAm del Esr1 tanto en el techo como en el 

tegmento mesencefálico. En el techo óptico, solo se encuentran transcritos del receptor 

en las neuronas del estrato granular de la zona gris periventricular (PGZ, Figs. 12K-N y 

15B). En el tegmento mesencefálico, el Esr1 se expresa en las zonas central y lateral. En 

la zona central, se detecta señal positiva de hibridación en el núcleo tegmental dorsal 

(DT, Fig. 12M), en las partes anterior (NLVa, Figs. 12M y 15C) y central (NLVc, Figs. 

12M y 15C) del núcleo lateral de la válvula cerebelar y en el núcleo isthmi (NI, Fig. 

12N). En la zona lateral, se hallan células dispersas que contienen RNAm del Esr1 en la 

parte lateral (TSl, Figs. 12M y 15D), central (TSc, Fig. 12M) y ventral (TSv, Figs. 12M 

y 15D) del torus semicircular.  

 

1.1.5) Rombencéfalo 

 En el rombencéfalo, se detecta señal positiva de hibridación en el núcleo del rafe 

superior (SR, Fig. 12O), en la formación reticular, incluyendo los núcleos reticulares 

superior (RS, Figs. 12N y 15G), medial (RM, Fig. 12P), inferior (RI, Figs. 12S y 15H) y 

lateral (RL, Fig. 12T). En el área octavolateral, el Esr1 se expresa en el núcleo octavo 

anterior (AON, Fig. 12O). De manera más caudal, se encuentran neuronas positivas en 

el núcleo magnocelular (MAG, Fig. 12P), sobre la ruta descendente del trigémino, en el 

núcleo octavolateral medial (MON, Fig. 12Q) y en el núcleo octavolateral descendiente 

(DON, Fig. 12Q). 

 Respecto a los núcleos somatomotores y visceromotores, se detecta expresión 

del subtipo Esr1 en el núcleo oculomotor (nIII, Figs. 12M y 15F) y troclear (nIV, Fig. 

12M), así como, en las partes rostral (nVlr, Fig. 12P) y caudal (nVlc, Fig. 12Q) del 

núcleo abducens. De manera similar, el Esr1 se encuentra presente en el núcleo 

trigémino (Vm, Figs. 12O y 15G), facial (VIIm, Fig. 12Q), glosofaríngeo (IXm, Fig. 

12R) y vagal (Xm, Figs. 12T y 15H). El lóbulo vagal (VLo, Fig. 12S) es el núcleo más 

caudal conteniendo RNAm del Esr1. 
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Fig. 13. Microfotografías en campo oscuro de secciones transversales del cerebro de la lubina a nivel del 
telencéfalo (A-D), área preóptica (E-H) e hipotálamo tuberal (I) procesadas mediante hibridación in situ con 
sondas antisentido del Esr1 de lubina. (A) Señal positiva en la parte central del telencéfalo dorsal (Dc1). (B) 
Células positivas dispersas en el núcleo dorsal del telencéfalo ventral (Vd). (C) Células positivas en el 
núcleo ventral del telencéfalo ventral (Vv). (D) Señal positiva de hibridación en los núcleos central (Vc) y 
postcomisural (Vp) del telencéfalo ventral. (E) Señal positiva intensa en las partes parvocelular (NPOpc) y 
anteroventral (NPOav) del núcleo preóptico parvocelular. (F) Señal positiva prominente en el núcleo 
preóptico magnocelular (PM). (G) Células positivas en el núcleo periventricular anterior (NAPv). (H) Señal 
positiva de hibridación en el núcleo supraquiasmático (NSC). (I) Neuronas expresando el Esr1 de lubina en 
el núcleo ventromedial talámico (VM) y núcleo periventricular posterior (NPPv). Señal positiva intensa en 
las partes dorsal y ventral del núcleo tuberal lateral (NLTd, NLTv). Escala = 200 µm (A, B y H); 400 µm 
(Fig. C-G e I). 
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Fig. 14. Microfotografías en campo oscuro de secciones transversales del cerebro de la lubina a nivel del hipotálamo (A-C) y 
tubérculo posterior (D-H) procesadas mediante hibridación in situ con sondas antisentido del Esr1 de lubina. (A) Señal positiva 
prominente a nivel de las partes dorsal (NRLd) y ventral (NRLv) del núcleo del receso lateral y núcleo tuberal anterior (NAT). 
(B) Señal positiva intensa en neuronas de la parte medial del núcleo difuso del lóbulo inferior (NDLlm). (C) Señal positiva de 
hibridación en el núcleo central del lóbulo inferior (NCLI) y en la parte lateral del núcleo del receso lateral (NRLl). (D) 
Neuronas expresando el Esr1 en la parte lateral del núcleo preglomerular (NPGl). (E) Células positivas dispersas en el núcleo 
terciario gustativo (NGT). (F) Señal positiva de hibridación en los cuerpos mamilares (CM). (G) Neuronas positivas para el 
Esr1 en el núcleo talámico posterior (PT). (H) Señal positiva de hibridación en el núcleo del toro lateral (TLa). Escala = 200 
µm. 
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Fig. 15. Microfotografías en campo oscuro de secciones transversales del cerebro de la lubina a nivel del sinencéfalo, tálamo 
dorsal, tálamo ventral y área preóptica (A y E), área pretectal y techo mesencefálico (B), tegmento mesencefálico (C y D) y 
rombencéfalo (F-H) procesadas mediante hibridación in situ utilizando sondas antisentido del Esr1 de lubina. (A) Neuronas 
marcadas intensamente en el núcleo pretectal periventricular dorsal (PPd) y ventral (PPv), núcleo talámico posterior dorsal (DP), 
núcleo talámico anterior (A), núcleo talámico posterior central (CP), núcleo talámico ventromedial (VM), parte gigantocelular 
del núcleo preóptico magnocelular (PMgc) y núcleo periventricular posterior (NPPv). (B) Células con señal positiva intensa en 
la zona gris periventricular (PGZ) y en el núcleo cortical (NC). Células positivas dispersas en el núcleo central pretectal (NPC). 
Agrupaciones de neuronas positivas para el Esr1 en los núcleos pretectales superficiales intermedio (PSi) y magnocelular (PSm). 
(C) Neuronas positivas dispersas en las partes anterior (NLVa) y central (NLVc) del núcleo lateral de la válvula, parte medial del 
núcleo perilemniscular (PLm) y parte ventral del torus semicircular (TSv). (D) Células positivas dispersas en las partes ventral 
(TSv) y lateral (TSl) del torus semicircular. (E) Señal positiva de hibridación en el núcleo del fascículo longitudinal medial 
(nMLF). (F) Señal positiva intensa en el núcleo oculomotor (nIII). (G) Células marcadas de manera intensa en el núcleo motor 
del trigémino (Vm). Células positivas dispersas en el núcleo superior reticular (RS). (H) Señal positiva intensa en el núcleo 
motor vagal (Xm). Células positivas dispersas en el núcleo inferior reticular (RI). Escala = 200 μm.  
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1.2) Distribución del Esr2a 

 

1.2.1) Telencéfalo 

 En el telencéfalo, se detecta la expresión del gen Esr2a en el Vd (Fig. 12A) y Vv 

(Fig. 12B y 16A) del telencéfalo ventral. Las neuronas positivas para dicho subtipo en 

el Vv se localizan siempre en su región dorsal. 

 

1.2.2) Diencéfalo 

 Dentro del diencéfalo, el área preóptica es el primer lugar donde se observa una 

expresión prominente del Esr2a. La señal de hibridación coincide con la apertura del 

receso preóptico, encontrándose neuronas positivas en el polo rostral del NPOpc (Figs. 

12D y 16B). Al igual que con el Esr1, el RNAm del Esr2a se encuentra también en el 

NPOav (Figs. 12D y 16B) y en el PM (Figs. 12E y 16C). Las neuronas positivas 

encontradas en el núcleo anterior son remplazadas de manera progresiva por células que 

expresan dicho subtipo en el NAPv (Figs. 12F y 16C). Finalmente, el NSC (Fig. 12F) es 

el núcleo más caudal del área preóptica en el que se detecta expresión del Esr2a. 

 En el tálamo, se encuentra una señal positiva de hibridación tenue en el núcleo 

de la eminencia talámica (NTe, Fig. 16C) y en el VM (Figs. 12F y 16D). 

  Las primeras neuronas encontradas en el hipotálamo, que expresan el Esr2a se 

localizan en el NLTl (Fig. 12H). Se hallan también neuronas positivas en el NLTd (Fig. 

12I), NLTv (Figs. 12I y 16E), NLTm (Figs. 12I y 16E) y NLTi (Fig. 12K). 

Coincidiendo con la apertura lateral del receso tuberal, se detectan transcritos del Esr2a 

en el NRLd (Figs. 12J y 16F) y NRLv (Figs. 12J y 16F). De manera más caudal, se 

localiza señal positiva de hibridación en el NRP (Figs. 12K y 16F) y en el NSV (Figs. 

12K y 16F). Finalmente, dentro del lóbulo hipotalámico lateral, el Esr2a se expresa en 

el NRLl (Figs. 12L y 16F). 

 La expresión del Esr2a es patente en el tubérculo posterior, concretamente, en el 

núcleo periventricular del tubérculo posterior (TPp, Figs. 12J y 17A) y en el TLa (Fig. 

12J). En progresión caudal, también se encuentran transcritos del Esr2a en el CM (Figs. 

12L y 17D). 
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1.2.3) Mesencéfalo 

 La expresión del Esr2a dentro del mesencéfalo abarca tanto al techo como al 

tegmento mesencefálico. En el techo mesencefálico, únicamente se detecta señal 

positiva de hibridación en la PGZ (Figs, 12K-N y 17B). Dentro del tegmento 

mesencefálico, se localizan neuronas positivas para el Esr2a en el NLVa (Figs. 12M y 

17C). 

 

1.2.4) Rombencéfalo 

 En el rombencéfalo, la presencia de RNAm del Esr2a se circunscribe al estrato 

granular de la válvula del cerebelo (VCe, Figs. 12I-J y 17B). 

 

1.3) Distribución del Esr2b 

 

1.3.1) Diencéfalo 

 El Esr2b se expresa de manera intensa en el área preóptica (Figs. 12C y 18A). La 

señal de hibridación coincide con la apertura del receso preóptico. Al igual que las 

neuronas encontradas en esta área para el Esr1 y Esr2a, las células positivas para el 

Esr2b se sitúan en el polo rostral del NPOpc (Fig. 12D). A un nivel rostrocaudal similar 

se encuentra una señal positiva patente en el NPOav (Fig. 12D). Las neuronas positivas 

encontradas en el NPOav están situadas en el polo ventrolateral del receso preóptico. 

 Dentro del hipotálamo tuberal, y coincidiendo con la apertura lateral del receso 

tuberal, se encuentran transcritos del Esr2b en el NRLd (Fig. 12J) y NRLv (Figs. 12J y 

18B). De manera más caudal, se detecta también la expresión de este subtipo en el NRP 

(Figs. 12K y 18B) y en el NLTi (Fig. 12K). 
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Fig. 16. Microfotografías en campo oscuro y claro de secciones transversales del cerebro de la lubina a nivel del 
telencéfalo (A, sección ligeramente más rostral respecto a la Fig. 12B), área preóptica (B y C), tálamo ventral (D) e 
hipotálmo tuberal (E y F) procesadas mediante hibridación in situ con sondas antisentido del Esr2a de lubina. (A) 
Células positivas marcadas de manera intensa en el núcleo ventral del telencéfalo ventral (Vv). (B) Señal positiva 
prominente en las partes parvocelular (NPOpc) y anteroventral (NPOav) del núcleo preóptico parvocelular. (C) 
Neuronas expresando el Esr2a en el núcleo de la eminencia talámica (NTe), núcleo preóptico magnocelular (PM) y 
núcleo periventricular anterior (NPAv). (D) Células positivas dispersas dentro del núcleo talámico ventromedial 
(VM). (E) Señal positiva de hibridación en las partes ventral (NLTv) y medial (NLTm) del núcleo lateral tuberal. 
(F) Células positivas marcadas intensamente en el núcleo del saco vasculoso (NSV), en las partes dorsal (NRLd), 
ventral (NRLv) y lateral (NRLl) del núcleo del receso lateral y en el núcleo del receso posterior (NRP). Escala = 
400 μm (D, F); 200 μm (A, B, C y E). 
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Fig. 17. Microfotografías en campo oscuro de secciones transversales del cerebro de la lubina a nivel 
del tubérculo posterior (A y D), techo mesencefálico, metencéfalo (B), y tegmento mesencefálico (C) 
procesadas mediante hibridación in situ con sondas antisentido del Esr2a de lubina. (A) Neuronas 
expresando el Esr2a a nivel del núcleo periventricular del tubérculo posterior (TPp). (B) Neuronas 
positivas marcadas de manera intensa en la zona gris periventricular (PGZ) y en la válvula del cerebelo 
(VCe). (C) Señal positiva de hibridación en la parte anterior del núcleo lateral de la válvula (NLVa). (D) 
Neuronas positivas expresando el Esr2a en los cuerpos mamilares (CM). Escala = 400 µm (B-D); 200 
µm.  
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Fig. 18. Microfotografías en campo oscuro de secciones transversales del cerebro de la lubina a nivel 
del área preóptica (A) e hipotálamo tuberal (B) procesadas mediante hibridación in situ con sondas 
antisentido del Esr2b. (A) señal positiva intensa dentro de las partes parvocelular y anteroventral del 
núcleo preóptico parvocelular (POA). (B) Neuronas expresando de manera prominente el Esr2b dentro de 
la parte ventral del núcleo del receso lateral (NRLv) y en el núcleo del receso posterior (NRP). Escala = 
200 μm. 
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2) DISTRIBUCIÓN DE LOS ERs EN LA PITUITARIA. LOCALIZACIÓN 

CONJUNTA CON LAS HORMONAS GONADOTROPAS 

En comparación con la expresión hallada en el cerebro, la pituitaria de la lubina 

es el lugar donde se encuentra la máxima expresión de los tres subtipos de ERs. Se 

detectan células positivas para los tres subtipos en diferentes poblaciones celulares de la 

pars distalis proximal (PPD) y la pars intermedia (PI) (Figs. 19A-B, 20A-B y 21A-B). 

La doble hibridación in situ demuestra que las células gonadotropas de FSH 

como las de LH expresan los tres subtipos de ERs (Figs. 19C-D, 20C-D y 21C-D). Las 

células gonadotropas de LH se sitúan dentro de la PPD, así como, en el borde externo 

de la PI. Sin embargo, la localización de los gonadotropos de FSH queda restringida a la 

PPD (Figs. 19A-B, 20A-B y 21A-B). A pesar de que no se realizaron análisis 

cuantitativos, la expresión de los tres receptores en las células gonadotropas de FSH 

parece muy inferior a la observada en las de LH. De manera similar, la expresión de 

βFSH parece ser también sustancialmente inferior a la de βLH. 
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Fig. 19. Microfotografías en campo claro de secciones transversales de la pituitaria de la lubina mostrando la 
localización conjunta del Esr1 con la hormona folículo estimulante (FSH, A y C) y con la hormona luteinizante (LH, 
B y D). (A) Gonadotropos de FSH expresando RNAm del Esr1 en la pars distalis proximal (PPD) pero no en la pars 
intermedia (PI). (B) Gonadotropos de LH expresando RNAm del Esr1 en la pars distalis proximal (PPD) y en la pars 
intermedia (PI). (C) Expresión conjunta de los RNAm de Esr1-βFSH (flechas blancas). (D) Expresión conjunta de los 
RNAm de Esr1-βLH (flechas blancas). Escala = 400 μm (A y B); 40 μm (C y D). 
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Fig. 20. Microfotografías en campo claro de secciones transversales de la pituitaria de la lubina mostrando la 
localización conjunta de la hormona luteinizante (LH) con el Esr2b (A y C) y con el Esr2a (B y D). (A) Gonadotropos 
de LH expresando el Esr2b en la pars distalis proximal (PPD) y en la pars intermedia (PI). (B) Gonadotropos de LH 
expresando el Esr2a en la pars distalis proximal (PPD) y en la pars intermedia (PI). (C) Expresión conjunta de los 
RNAm de Esr2b-βLH (flechas blancas). (D) Expresión conjunta de los RNAm de Esr2a-βLH (flechas blancas). 
Escala = 400 μm (A y B); 40 μm (C y D). 
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Fig. 21. Microfotografías en campo claro de secciones transversales de la pituitaria de la lubina mostrando la 
localización conjunta de la hormona folículo estimulante (FSH) con el Esr2b (A y C) y con el Esr2a (B y D). (A) 
Gonadotropos de FSH expresando el Esr2b solo en la pars distalis proximal (PPD). (B) Gonadotropos de FSH 
expresando el Esr2a solo en la pars distalis proximal (PPD). (C) Expresión conjunta de los RNAm de Esr2b-βFSH 
(flechas blancas). (D) Expresión conjunta de los RNAm de Esr2a- βFSH (flechas blancas). Escala = 400 μm (A y B); 
40 μm (C y D). 
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3) EFECTO DE LOS ESTEROIDES SEXUALES SOBRE LA EXPRESIÓN DEL 

GEN βFSH. CARACTERIZACIÓN DE LA REGIÓN PROMOTORA βFSH 

 

3.1) Cultivo primario de células de pituitaria 

 El estudio del efecto in vitro de los esteroides sexuales sobre la expresión de la 

βFSH se llevó a cabo sobre cultivo primario de pituitarias de individuos macho adultos 

en época de reposo sexual. Se estudió el efecto de dos hormonas esteroideas, el 17β-

estradiol y la 11-cetotestosterona. Ambos tratamientos se realizaron a una concentración 

de 10-6 M. En el momento de la adición de los tratamientos se recogieron células para 

determinar la expresión basal de βFSH (T0). El efecto causado por ambos esteroides se 

determinó transcurridas 48, 72 y 96 horas desde su adición (Fig. 22). No se encuentran 

diferencias significativas de expresión en células sin tratar a lo largo de todo el 

experimento. Por el contrario, tanto el 17β-estradiol, como la 11-cetotestosterona 

producen una disminución significativa de la expresión de la βFSH a 48, 72 y 96 horas. 

Dentro de cada punto de muestreo no se detectan diferencias significativas en la 

inhibición de la expresión causada por ambos esteroides. A diferencia de lo observado 

con la 11-cetotestosterona, en la que no se detecta una disminución significativa en la 

inhibición de la expresión a lo largo del experimento, el 17β-estradiol sí la produce, 

transcurridas 96 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22. Efecto de los esteroides sexuales sobre la expresión de la βFSH en 
cultivo primario de pituitarias de lubina. La incubación con 17β-estradiol y 11-
cetotestosterona (11-KT), a concentración de 10-6 M, produce una inhibición 
significativa de la expresión a 48, 72 y 96 horas. * p< 0.05 vs. sin tratar; † p< 0.05 
vs. 48 h. 
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3.2) Caracterización de la región promotora del gen βFSH 

 

3.2.1) Clonación del promotor βFSH. Análisis in silico 

 Tras la realización de tres rondas de rastreo sobre una librería de DNA genómico 

de lubina construida con el vector Lambda DASHII/BamHI se logró aislar un clon 

(14.3.1.2) que contiene el extremo 5´ del gen βFSH (exón 1, intrón 1, exón 2 e intrón 2). 

Los análisis de restricción y “Southern blot” de dicho clon (Fig. 23) permitieron 

subclonar sucesivamente tres fragmentos de aproximadamente, 3.5, 4.2 y 5.2 Kb que 

incluyen las primeras 3.5 Kb de región promotora del gen βFSH de la lubina (Fig. 24). 

 El análisis de dicha región promotora (Fig. 25) revela la presencia, a -48 pb, de 

una secuencia putativa de reconocimiento (caja TATA) para el complejo RNA 

polimerasa II, característica de la mayoría de promotores eucariotas. Además, se 

encuentran también varias secuencias putativas similares o idénticas a la secuencia 

consenso de elementos cis reguladores, que regulan de manera específica la expresión 

génica. Más específicamente, se detectan varios elementos de reconocimiento para el 

factor de transcripción específico de pituitaria (PIT 1, -3078, -2743, -2645, -2460, -

1378, -1270, -1230, -979, -760, -257 y -179 pb), un elemento de respuesta específico de 

gonadotropos (GSE, -179 pb), varios sitios de unión para la proteína activadora 1 (AP1, 

-3469, -3454, -3179, -3018, -2502, -2397, -1983, -400 y -237 pb) y varios elementos de 

respuesta a AMPc (CRE, -3385, -3322, -1426, -1378, -1078 y -839 pb). 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fig. 23. Análisis de restricción (izquierda) y “Southern blot” (derecha) del clon 
14.3.1.2. Las flechas amarillas muestran los dos fragmentos de 3.5 y 4.2 Kb 
aproximadamente, subclonados en PBSSK a partir de los cuales se determinaron las 
primeras 2.4 Kb de la región promotora del gen βFSH de lubina. 
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En lo referente a las hormonas esteroideas, además de encontrarse diferentes 

elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE, -3072, -2198, -969 y -306 pb) y 

progesterona (PRE, -2593, -1403 y -942 pb), se detectan también dos medias secuencias 

del elemento de respuesta a los andrógenos (ARE, -1872 y -933 pb) y dos medias 

secuencias del elemento de respuesta a los estrógenos (ERE, -2402 y -1010 pb). 

Finalmente, se identifica un elemento de respuesta común para los heterodímeros 

formados por el receptor x de pregnano (PXR) y el receptor de androstano (CAR), con 

el receptor x de ácido retinoico (PXR/RXR, CAR/RXR, -155 pb). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 24. Representación esquemática del clon 14.3.1.2 (~18Kb) donde se muestra la disposición de los 
tres fragmentos subclonados en PBSSK. 
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Fig. 25. Secuencia de nucleótidos correspondiente a las 3.5 Kb del promotor del gen βFSH de lubina 
en la que se muestran sitios putativos de reconocimiento para diferentes factores de transcripción. AP1, 
elemento de respuesta a la proteína activadora 1, ARE, elemento de respuesta a los andrógenos, CRE, 
elemento de respuesta a AMPc, ERE, elemento de respuesta a los estrógenos, GRE, elemento de 
respuesta a los glucocorticoides, GSE, elemento de respuesta específico de gonadotropos, PIT1, factor 
de transcripción específico de pituitaria, PRE, elemento de respuesta a progesterona, PXR, CAR/RXR, 
elemento de respuesta al heterodímero formado por el receptor x de pregnano/ receptor x de ácido 
retinoico y receptor de androstano/receptor x de ácido retinoico, TATA, caja tata. Color rojo, programa 
TESS, color verde, programa Matinspector, color azul, Rosenfeld et al., 2001. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2) Determinación de la actividad basal y sensibilidad a los estrógenos 

La caracterización de la actividad basal del promotor βFSH se realizó mediante 

construcciones delecionadas en el vector pTATA LUC+ portador del gen testigo 

luciferasa. A partir de las 3.5 Kb de región promotora clonadas en el vector PBSSK, se 

amplificaron, mediante PCR con polimerasa de alta fidelidad y cebadores específicos, 

fragmentos correspondientes a 3.5, 2.4, 1.0, 0.5 y 0.15 Kb. Dichos fragmentos se 

insertaron en el vector pTATA LUC+. Las construcciones se transfectaron en dos líneas 

celulares, HEK 293 y LβT2. La activación transcripcional de las diferentes deleciones 

del promotor se evaluó mediante la cuantificación de la actividad luciferasa.  

Ninguna de las cinco construcciones, produjo una diferencia significativa de 

actividad luciferasa frente al control en células HEK 293 (Fig. 26). Por el contrario, en 

LβT2 (Fig. 27) se produce una estimulación significativa de actividad luciferasa en las 

transfecciones realizadas con las construcciones portadoras de las 0.5 y 0.15 Kb más 

próximas al inicio del gen. De manera opuesta, la transfección realizada con la 
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construcción pTATA 1.0, causa una inhibición significativa de la transcripción, con 

respecto a todas las construcciones delecionadas del promotor βFSH. 

La evaluación de la sensibilidad a los estrógenos del promotor βFSH se realizó 

en LβT2. Para ello, primero se determinó la respuesta a los estrógenos de dicha línea 

celular mediante transfecciones de la construcción ERE-TK-LUC con y sin la 

construcción Esr1-pcDNA.3. Las células así transfectadas se trataron con 17β-estradiol 

(10-6 y 10-8 M) durante 72 horas. Los resultados de las transfecciones realizadas sin 

Esr1-pcDNA.3, ponen de manifiesto la ausencia de diferencias significativas entre las 

células control y las células tratadas con 17β-estradiol (Fig. 28 a). Por el contrario, las 

células transfectadas de manera simultánea con ERE-TK-LUC y Esr1-pcDNA.3, sí 

exhiben diferencias significativas tras el tratamiento con dicho esteroide (Fig. 28 b). Los 

resultados anteriores indican la ausencia de expresión funcional del Esr1 en el clon de 

células LβT2 utilizado. Como consecuencia de ello, dichas células deben transfectarse 

con Esr1-pcDNA.3 para el estudio del control transcripcional por estrógenos de la 

subunidad βFSH de la lubina, en LβT2. 

Para determinar el control transcripcional por estrógenos del promotor βFSH, se 

realizaron transfecciones en LβT2 con las construcciones portadoras de elementos 

putativos de reconocimiento para los estrógenos (pTATA 3.5, pTATA 1.0 y pTATA 

0.15) junto con Esr1-pcDNA.3. Tras la transfección, se incubaron las células con 17β-

estradiol (10-6 M) durante 72 horas. La cuantificación de la actividad luciferasa de las 

diferentes construcciones transfectadas, no revela diferencias significativas entre las 

células control y las células tratadas con 17β-estradiol (Fig. 29). 
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Fig. 27. Caracterización de la actividad basal del promotor βFSH en células LβT2. 
Las transfecciones realizadas con las construcciones pTATA 0.5 y pTATA 0.15 
producen un aumento significativo de actividad luciferasa. La transfección realizada 
con pTATA 1.0 muestra una disminución significativa de dicha actividad. Los 
valores representan la media + S.E.M. * p < 0.05 vs. todos los grupos; † p < 0.05 vs. 
pTATA 3.5, pTATA 2.4, pTATA 0.5, pTATA 0,15. 
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Fig. 26. Caracterización de la actividad basal del promotor βFSH en células HEK 
293. Ninguna de las construcciones transfectadas produce diferencias significativas 
de actividad luciferasa frente al control (pTATA). Los valores representan la media 
+ S.E.M. 
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Fig. 28 a. Determinación de la sensibilidad a los estrógenos de las células LβT2. 
La transfección de la construcción ERE-TK-LUC no produce diferencias 
significativas de actividad luciferasa entre las células tratadas con 17β-estradiol (E) 
y las células tratadas con etanol como control (Basal). Los valores representan la 
media + S.E.M. 
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Fig. 28 b. Determinación de la sensibilidad a los estrógenos de las células LβT2. 
La transfección simultánea de las construcciones ERE-TK-LUC y Esr1-pcDNA.3, 
produce diferencias significativas de actividad luciferasa entre las células tratadas 
con 17β-estradiol (E) y las tratadas con etanol como control (Basal). Los valores 
representan la media + S.E.M. * p < 0.05 vs. Basal. 
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4) PERFIL FARMACOLÓGIGO DEL Esr1  

 Las PCRs llevadas a cabo a partir de DNAc de telencéfalo, área preóptica, 

hipotálamo y pituitaria, amplificaron únicamente el Esr1 con la combinación de los 

cebadores Afor3/ERaRev. Ello sugiere, que en el eje neuroendocrino de la lubina, solo 

se expresa la isoforma corta de dicho subtipo (datos no mostrados). 

 Para la caracterización funcional del Esr1, se realizaron transfecciones estables 

con la construcción Esr1-pcDNA3 en la línea celular HEK 293. Posteriormente, el clon 

de células HEK 293 expresando de manera estable el Esr1 de lubina (clon P), se 

transfectó de manera transitoria con el plásmido ERE-TK-LUC y se incubó con una 

batería de esteroides diferentes durante 48 horas. 

Tras la adición de 17β-estradiol, se produce un aumento dependiente de la dosis 

de la actividad luciferasa (Fig. 30). Como se esperaba, el 17β-estradiol es el agonista 

más potente en estimular la actividad transcripcional. De los metabolitos del 17β-

estradiol, solo el estriol es capaz de activar el Esr1 a concentraciones inferiores a 10-6 

M. Únicamente, dosis elevadas de testosterona (10-5 M) y estrona (10-6-10-5 M) 

estimulan de manera significativa la actividad luciferasa. Respecto a la 11-

Fig. 29. Regulación transcripcional por estrógenos del promotor βFSH de lubina en 
células LβT2. Tras la transfección de las diferentes construcciones delecionadas, las 
células se incubaron durante 72 horas con 17β-estradiol a una concentración de 10-6 M. 
No se encuentran diferencias significativas de actividad luciferasa entre las células 
incubadas con etanol (control) y las células incubadas con dicho esteroide. Los valores 
representan la media + S.E.M. Nótese la similitud del patrón de actividad basal con el 
caracterizado en la Fig. 27. 
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cetostestosterona y 17α, 20β di-hidroxi-progesterona, ambas, son incapaces de 

estimular la expresión del gen luciferasa a través del Esr1 de la lubina. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5) DETECCIÓN DE COMPONENTES ESTROGÉNICOS EN DIETAS PARA 

PECES DE CULTIVO 

 Mediante selección asistida por antibióticos se obtuvieron diferentes clones 

celulares que expresan de forma estable el gen de la luciferasa bajo el control de un 

promotor con diversos EREs, conjuntamente con el Esr1 de lubina. Tras el periodo de 

selección se aislaron 5 clones (6, 8, 13, 15, 16) que se testaron para evaluar la 

sensibilidad a los esteroides (Fig. 31). Las células se incubaron con concentraciones 

crecientes de estradiol (10-14-10-6 M) y, tras 48 horas, se determinó la actividad 

luciferasa por duplicado. Tres clones (6, 8 y 16) mostraron un ED50 dentro del rango 

nanomolar (1-10-9 M). De ellos, el clon 8 fue el que mostró mayor sensibilidad aunque 

Fig. 30. Caracterización farmacológica del Esr1 de la lubina. El Esr1 activa la expresión del gen 
luciferasa tras la incubación con concentraciones nanomolares de esteroides diferentes. Se realizaron 
transfecciones transitorias con el plásmido ERE-TK-LUC en células HEK 293 que expresan de 
manera estable el Esr1 de lubina (clon P). Tras la transfección, las células se incubaron con 17β-
estradiol (10-5-10-10 M), estrona, estriol, testosterona, 11-cetotestosterona (11-KT), 17α, 20β di-
hidroxi-progesterona (DHP, 10-5-10-8 M) y etanol como como control (basal). Los valores 
representan la media + S.E.M. * p < 0.05 vs. Basal. 
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el clon 6 exhibió la respuesta máxima, en términos de actividad luciferasa, cuando se 

estimuló con las dosis mas elevadas (10-6 M). Finalmente, se seleccionó el clon 6 para 

determinar la presencia de extractos estrogénicos en los piensos de peces.  

En el laboratorio se consiguieron reunir alrededor de 40 piensos comerciales 

diferentes provenientes de otros laboratorios, empresas de cultivo o las propias 

empresas de piensos. En todos los casos, los componentes solubles en disolventes 

orgánicos contenidos en 1 gramo de pienso se extrajeron con 5 ml metanol. La figura 32 

muestra los resultados obtenidos para 4 piensos comerciales. Uno de los piensos se 

utiliza de forma rutinaria para la cría del pez cebra (P1), otro se utiliza en la cría de 

carpas rojas (P2) y los dos restantes en el cultivo de lubina y dorada (P3 y P4). 

Solamente los extractos de dos piensos (P2 y P3) fueron capaces de inducir la actividad 

luciferasa. Sorprendentemente, los extractos del pienso P3, utilizado para la cría de 

especies carnivoras, exhibió mayor capacidad de inducción que el pienso P2, utilizado 

para la cría de peces herbívoros. En el caso del pienso P3 la inducción de actividad 

apareció a cantidades tan bajas como el extracto proveniente de 5 mg de pienso. Un 

reproductor de lubina puede llegar a comer 10.000 veces esta cantidad de pienso 

diariamente.  

 

  

 

 

  

 

 

 

 

  

 
   
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 31. Curvas dosis-respuesta de los diferentes clones de células 
HEK 293 expresando de manera estable el gen luciferasa y el Esr1 de 
la lubina. Bajo este sistema, la activación del Esr1 por el 17β-estradiol 
se traduce en un aumento de actividad luciferasa.  
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Fig. 32. Detección de actividad estrogénica en piensos comerciales para peces 
utilizando el sistema celular desarrollado (Fig. 31). Los valores representan la media 
+ S.E.M. * p < 0.05 vs. Control. 
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1) DISTRIBUCIÓN NEUROANATÓMICA DE LOS ERs.  

Estudios previos llevados a cabo en la lubina han permitido caracterizar los tres 

subtipos de ERs identificados en peces (Halm et al., 2004). En el estudio presente, se ha 

establecido el patrón de distribución de los tres subtipos en el cerebro y en la pituitaria 

de la lubina mediante hibridación in situ. Los resultados demuestran una expresión 

diferencial que sugiere funciones no redundantes. La amplitud y diversidad de núcleos y 

áreas cerebrales en los que aparecen expresados los tres subtipos, indica, que los 

estrógenos están implicados en numerosos procesos fisiológicos. El Esr2b presenta una 

distribución mucho más restringida que la observada para el Esr1 y Esr2a. Dicha 

restricción sugiere que el Esr2b podría tener funciones más específicas. Su expresión en 

el área preóptica e hipotálamo basal podría indicar un papel principal en la regulación 

neuroendocrina. Sin embargo, la expresión del Esr2b en las áreas anteriores solapa con 

la del Esr1 y Esr2a. Por tanto, tampoco sería descartable que el Esr2b ejerciera un papel 

modulador de la actividad de los otros dos subtipos. 

Hasta el descubrimiento en mamíferos del subtipo Esr2, se desconocía cómo los 

estrógenos podían ejercer efectos en determinadas áreas cerebrales en las que no se 

detectaba la expresión de ERs. Tras el descubrimiento de este nuevo subtipo, los 

estudios inmunohistoquímicos permitieron establecer los patrones de distribución del 

Esr1 y Esr2 en el cerebro de ratón (Mitra et al., 2003). Los resultados indican que el 

subtipo Esr1 se expresa principalmente en regiones cerebrales implicadas en la función 

reproductiva, como son: el núcleo medial hipotalámico, núcleo del lecho de la estría 

terminal, núcleo ventromedial y parte posterodorsal de la amígdala medial. Por el 

contrario, el subtipo Esr2 se encuentra distribuido de manera más amplia por el 

hipocampo y la amígdala. Ambas regiones son conocidas por estar relacionadas con la 

memoria y el aprendizaje (Mitra et al., 2003). 

Dilucidar el papel que desempeñan los ERs en aquellas áreas cerebrales en las 

que se detecta la expresión de más de un subtipo, es complejo. El estudio de las 

interacciones entre los diferentes subtipos, así como con otras moléculas incluidas en 

sus rutas de acción, desvela que ambos receptores pueden ejercer efectos opuestos 

(Rocha et al., 2005, Walf y Fryre, 2007, Sugiyama et al., 2010). Esta acción antagónica 

hace que los efectos de los estrógenos puedan ser impredecibles. En algunas ocasiones, 

el fenotipo observado como consecuencia de la pérdida de un subtipo se debe al 

resultado de la sobreactividad del subtipo que permanece, más que a la ausencia del 

sustraído, sugiriendo que ambos receptores se modulan entre sí (Sugiyama et al., 2010). 
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El análisis de los resultados obtenidos en la lubina, comenzando desde la parte 

más rostral de su cerebro, muestran la ausencia de expresión de los tres subtipos de ERs 

en los bulbos olfatorios. Estos resultados contrastan con los obtenidos en otras especies 

de peces, en los cuales los tres subtipos se expresan de forma intensa (Astatotilapia 

burtoni, Munchrath y Hofmann, 2010). En los hemisferios telencefálicos de la lubina se 

detecta expresión del Esr1 y Esr2a. La expresión del Esr1 en el Vd, Vv y Vp coincide 

con la detectada en el pez guardiamarina (Porichthys notatus, Forlano et al., 2005) y en 

el cíclido africano (Munchrath y Hofmann, 2010). De igual forma, la expresión del 

Esr2a en el Vd y Vv coincide con los datos publicados para el cíclido africano 

(Munchrath y Hofmann, 2010), aunque en esta última especie también se detecta 

expresión de los tres subtipos en el Vs y núcleo entopeduncular (E) del área ventral. 

Estudios de unión específica a receptores, desarrollados en el pez dorado (Kim et al., 

1978), “platy” (Xiphophorus maculatus, Kim et al., 1979) y la lamprea de río 

(Ichthyomizon unicuspis, Kim et al., 1980), demuestran que el [3H] 17β-estradiol, 

inyectado intracerebralmente, se une de forma específica a las neuronas de la región 

telencefálica ventral. El Vv, junto con el Vs y Vp, reciben proyecciones de los bulbos 

olfatorios y podrían ser homólogos al septo lateral, núcleo del lecho de la estría terminal 

y la amígdala basal del cerebro de mamíferos, respectivamente (Northcutt, 1995, 

Forlano et al., 2005). Los experimentos desarrollados en la lubina solo detectan 

expresión para el Esr1 en la región dorsal telencefálica. En concreto, se localizan 

transcritos del subtipo anterior en el Dc. Estos resultados coinciden con los hallados en 

el pez guardia marina (Forlano et al., 2005) y en el cíclido africano, especie en la que 

también se verifica la presencia de los tres subtipos en las partes dorsal, medial y lateral 

del telencéfalo dorsal (Munchrath y Hofmann, 2010). En contraste con todos estos 

resultados, los experimentos realizados en el pez zoárcido o viruela (Zoarces viviparus), 

pez cebra, trucha arcoíris y corvina del Atlántico no muestran expresión de ninguna de 

las formas del receptor en el área telencefálica (Andreassen et al., 2003, Menuet et al., 

2002, 2003, Hawkins et al., 2005).  

En mamíferos se ha corroborado la presencia de transcritos de los ERs en los 

bulbos olfatorios y telencéfalo. En los bulbos olfatorios de la rata se encuentra 

expresión del Esr2 pero no del Esr1 (Shughrue et al., 1997). Por el contrario, en los 

bulbos olfatorios del ratón se detecta síntesis tanto del Esr1 como del Esr2 

(Merchenthaler et al., 2004). Ambos subtipos solapan también en el hipocampo, el septo 

lateral y medial, el núcleo del lecho de la estría terminal y en la amígdala de la rata y el 
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ratón (Shughrue et al., 1998, Shughrue y Merchenthaler, 2001 Merchenthaler et al., 

2004). El hipocampo y la amígdala de mamíferos parecen corresponder a los núcleos 

telencefálicos Dl y Dm en peces, respectivamente (Wullimann y Mueller, 2004, 

Nieuwenhuys, 2009). 

 Dentro del área preóptica, se detecta una señal positiva prominente para los tres 

subtipos de ERs. Los tres solapan su expresión en el NPOpc y NPOav. Estas dos 

subdivisiones del área preóptica rostral corresponden al núcleo preóptico parvocelular 

anterior (PPa, Bradford y Northcutt, 1983), donde también se verifica la presencia de 

transcritos para los tres subtipos en el pez cebra (Menuet et al., 2002), corvina del 

Atlántico (Hawkins et al., 2005) y cíclido africano (Munchrath y Hofmann, 2010). En la 

trucha arcoíris y pez guardiamarina el Esr1 se expresa en el NPOpc y NPOav (Menuet 

et al., 2003, Forlano et al., 2005), mientras que en el pez zoárcido el subtipo anterior se 

detecta únicamente en el NPOpc (Andreassen et al., 2003). De manera similar a lo 

detectado en la corvina del Atlántico, pez guardiamarina y cíclido africano se encuentra 

expresión del Esr1 y Esr2a en el PM de la lubina. En el “platy”, Kim y coautores 

demuestran también la presencia de células dependientes de estrógenos en el PM del 

área preóptica (Kim et al., 1979).  

Basándose en la localización y función del Esr1, Forlano y coautores sugieren 

que el NPOpc y NPOav son homólogos al núcleo periventricular anteroventral (AVPV) 

del área preóptica de mamíferos, mientras que el PM es homólogo del núcleo preóptico 

medial (MPN, Forlano et al., 2005). Sin embargo, los estudios publicados por Northcutt 

establecen la homología con los núcleos hipotalámicos supraóptico y paraventricular, 

respectivamente (Northcutt, 1995). Los trabajos llevados a cabo en rata y ratón 

confirman la presencia de los dos subtipos de ERs en el AVPV y en el MPN (Shughrue 

et al., 1997, Merchenthaler et al., 2004), pero también en el supraóptico y 

paraventricular (Merchenthaler et al., 2004). Continuando en el área preóptica, el 

trabajo presente demuestra, por vez primera en peces, la presencia de expresión de los 

ERs en el NAPv, NPPv y NSC. Si bien, el Esr1 aparece expresado en los tres núcleos, 

solo se detectan transcritos para el Esr2a en el NAPv y NSC. El NAPv corresponde, 

según la nomenclatura de Bradford y Northcutt, al núcleo preóptico parvocelular 

posterior (PPp, Bradford y Northcutt, 1983), donde se corrobora la presencia del subtipo 

Esr1 en la corvina del Atlántico, así como la de los subtipos Esr1 y Esr2a en el NSC 

(Hawkins et al., 2005). 
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La región hipotalámica presenta gran variabilidad, lo que dificulta establecer 

homologías de sus diferentes núcleos entre los vertebrados (Northcutt et al., 1995). Esta 

complejidad se acentúa en peces debido a la gran diversidad de especies existentes 

dando lugar a diferencias en sus anatomías cerebrales (Tena-Sempere et al., 2012), y a 

la ausencia de un consenso en la nomenclatura para su designación. En el hipotálamo 

tuberal, los tres subtipos de ERs se expresan en las áreas dorsal y ventral de su región 

caudal, coincidiendo con la apertura del receso infundibular. Estas áreas se clasifican 

como NRLd, NRLv, NRLl y NRP de acuerdo con la nomenclatura cerebral de la lubina 

(Cerdá-Reverter et al., 2001a). Según la nomenclatura de Bradford y Northcutt (1983), 

el NRLd corresponde al núcleo tuberal posterior (NTP), el NRLv corresponde a la zona 

ventral del hipotálamo periventricular (Hv), y el NRLl corresponde a la zona dorsal del 

hipotálamo periventricular (Hd). La zona rostral del NRP coincide con el Hv mientras 

que la región caudal del núcleo anterior, junto con el NSV, corresponde a la zona caudal 

del hipotálamo periventricular (Hc). La expresión del Esr1 en el hipotálamo caudal de la 

lubina coincide con la detectada en el pez cebra (Menuet et al., 2002) y en la corvina del 

Atlántico (Hawkins et al., 2005). Sin embargo, en el pez cebra no se detecta expresión 

del Esr2b en el Hv, y sí en las áreas equivalentes de la lubina y de la corvina del 

atlántico (Hawkins et al., 2005). Por el contrario, en esta última especie, no se localiza 

RNAm de los subtipos Esr2 en el NRP, ni del subtipo Esr2a en el NRL (Hawkins et al., 

2005). 

 En la lubina, la presencia de transcritos de los ERs no queda circunscrita 

únicamente a la zona caudal del hipotálamo tuberal. El Esr1 y Esr2a, solapan su 

expresión de manera rostral en el NLTd, NLTv y NLTl. El Esr2b se expresa únicamente 

en la parte inferior del núcleo anterior. Se detecta también RNAm del Esr2a en el 

NLTm y NLTi, y del Esr1 en el NAT, NSV y en el lóbulo inferior hipotalámico. Dentro 

de dicho lóbulo, la presencia de este último subtipo queda circunscrita a los núcleos 

NDLlm, NDLll y NCLl. Las diferentes zonas del NLT se encuentran incluidas en el Hd 

y Hv del pez cebra (Wullimann et al., 1996) y en el hipotálamo dorsal (DH), hipotálamo 

ventral (VH) y núcleo lateral hipotalámico (LHn) del pez cíclido (Fernald y Shelton, 

1985). Los resultados obtenidos para la expresión del Esr1 dentro del hipotálamo 

tuberal en el pez guardiamarina (Forlano et al., 2005) coinciden con los obtenidos en la 

lubina. Se ha constatado también la presencia de expresión del Esr1 en el NLT del pez 

zoárcido (Andreassen et al., 2003), trucha arcoíris (Menuet et al., 2001) y pez cebra 

(Menuet et al., 2002). A diferencia de las especies anteriores, los tres subtipos se 
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expresan en el NLT, NAT, NDLl y NCLl del cíclido africano (Munchrath y Hofmann, 

2010), y en el NLT y NAT de la corvina del Atlántico (Hawkins et al., 2005). 

La expresión de los ERs en el cerebro de la lubina no está únicamente 

restringida a regiones neuroendocrinas. Todos los núcleos del tálamo dorsal y ventral 

presentan expresión de los ERs en la lubina. Se constata la presencia de señal positiva 

de hibridación para el Esr1 en el VM, VL e I del tálamo dorsal, y en el A, CP y DP del 

tálamo ventral. El subtipo Esr2a solapa su expresión con el subtipo Esr1 en el VM y es, 

a su vez, el único subtipo presente en el NTe. La expresión de los ERs en los núcleos 

talámicos coincide parcialmente con la encontrada en el cíclido africano (Munchrath y 

Hofmann, 2010). Sin embargo, en esta última especie se detectan transcritos de los tres 

subtipos en el VM, habénula (NHd, NHv) epitalámica, y núcleo pretalámico (PN), el 

cual es homólogo al NPGa del tubérculo posterior en la lubina. 

En el tubérculo posterior se detecta expresión de los subtipos Esr1 y Esr2a. 

Ambos receptores solapan su expresión en el TLa y CM. El Esr1 es el que presenta una 

distribución más amplia en dicha área cerebral. Se localiza su presencia en el NPGl, 

NPGm, NPGc y NGT, así como, en el NGa, NGp, PT y LT. Por el contrario el Esr2a se 

encuentra exclusivamente en el TPp y NPT. A diferencia de lo hallado en la lubina, el 

Esr2b, pero no el Esr2a, se expresa en el NPT del pez cebra (Menuet et al., 2002) y la 

corvina del Atlántico (Hawkins et al., 2005), mientras que en el pez guardiamarina y en 

el cíclido africano es el Esr1, el subtipo hallado en el TPp (Forlano et al., 2005, 

Munchrath y Hofmann, 2010). En el cíclido africano, se detecta la presencia de RNAm 

para los tres subtipos de ERs en el NPGc, NG, TLa y CM (Munchrath y Hofmann, 

2010). 

El estudio presente demuestra por vez primera la presencia de ERs en el área 

pretectal de peces, siendo el Esr1 el único subtipo para el que se hallan transcritos en 

esta área. En concreto, se localiza su expresión en el NPC, NC, Psi, y PSm. La señal 

positiva de hibridación es especialmente intensa en éstos tres últimos.  

El Esr1 es el único subtipo presente en el sinencéfalo de la lubina. Éste, aparece 

expresado en el PPd, PPv y NP, así como, en el nMLF y SCO. Al igual que lo ocurrido 

en la lubina, en el pez guardiamarina se encuentra RNAm para el subtipo anterior en el 

nMLF (Forlano et al., 2005), mientras que en el cíclido africano los tres subtipos de ERs 

se expresan en el PPd y PPv (Munchrath y Hofmann, 2010). 

La expresión de los ERs dentro del mesencéfalo de la lubina abarca tanto al 

techo como al tegmento mesencefálico. En peces, el techo óptico es una estructura 
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laminada formada por cuatro capas principales. La expresión del Esr1 y Esr2a en el 

techo óptico de la lubina, queda circunscrita al estrato granular de la PGZ, su capa más 

interna. La presencia de ERs en la PGZ de la lubina coincide con la previamente 

encontrada en el pez guardiamarina (Forlano et al., 2005). En el cíclido africano, sin 

embargo, se verifica señal positiva de hibridación para los tres subtipos en su techo 

óptico, así como en el toro longitudinal (TLo, Munchrath y Hofmann, 2010). Dentro del 

tegmento mesencefálico, solo se encuentra solapamiento de la expresión del Esr1 y 

Esr2a en el NLVa. Mientras que la expresión del Esr2a en el tegmento queda limitada al 

núcleo anterior, el Esr1 se expresa también en el DT, NLVc y NI, así como en las tres 

partes del torus semicircular (TSl, TSc y TSv) donde previamente se había corroborado 

ya la presencia de dicho subtipo en el pez guardiamarina (Forlano et al., 2005). De 

manera similar a lo detectado en su techo óptico, en el cíclido africano, se detecta 

RNAm para los tres subtipos en el NLV y TS (Munchrath y Hofmann, 2010).  

La presencia de ERs en el rombencéfalo de la lubina está marcada, 

prácticamente en exclusividad, por el Esr1. Únicamente se detecta expresión del Esr2a 

en el estrato granular de la Vce. Por el contrario, los resultados del estudio realizado en 

la corvina del Atlántico señalan que el subtipo de ER expresado en esta área, es el Esr2b 

(Hawkins et al., 2005). Los resultados obtenidos en el cerebelo de la lubina corroboran 

lo defendido por los autores anteriores los cuales señalan que los subtipos Esr2 podrían 

estar implicados en el aprendizaje motor y respuestas emocionales.  

Fuera del cerebelo, la expresión del subtipo Esr1 en los núcleos rombencefálicos 

de la lubina es la primera en ser constatada en peces. Sus transcritos se detectan en el 

SR, así como también, en la formación reticular, incluyendo al RS, RM, RI y RL, y en 

los núcleos AON, MAG, MON y DON del área octavolateral. De manera más caudal, se 

verifica una señal positiva de hibridación intensa en neuronas somatomotoras del nIII, 

nIV, nVlr y nVlc y en los núcleos visceromotores, Vm, VIIm y IXm. Finalmente, se 

localiza la expresión del Esr1 en el VLo.  

 

2) BASES ANATÓMICAS DEL CONTROL ESTROGÉNICO DE LA 

REPRODUCCIÓN 

En peces, los esteroides gonadales regulan la disponibilidad de gonadotropinas 

mediante sistemas de retroalimentación que actúan de manera indirecta a través del 

SNC, y de manera directa sobre la misma pituitaria (Blázquez et al., 1998, Yaron et al., 

2003, Zohar et al., 2010). Los circuitos neuronales centrales transmiten señales 
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hormonales a la pituitaria. En peces, la pituitaria está inervada directamente desde el 

cerebro lo cual ha permitido establecer mediante experimentos de marcaje retrógrado 

las principales áreas cerebrales hipofisiotrópicas. Estudios en varias especies 

demuestran que los principales cuerpos neuronales que proyectan a la pituitaria son el 

área preóptica y el hipotálamo tuberal. Sin embargo, el telencéfalo ventral, el tubérculo 

posterior y la formación reticular contribuyen también, aunque en menor medida a 

dicho control (revisado por Cerdá-Reverter y Canosa, 2009). Las neuronas del área 

preóptica e hipotálamo están en contacto con el sistema sanguíneo. Este contacto 

permite integrar la información periférica que contribuye al control de la pituitaria a 

través de los sistemas de retroalimentación (Mukuda et al., 2005). Los estrógenos 

regulan la fisiología de las gonadotropinas a través de dicha vía (Yaron et al., 2003). 

Además, la actividad aromatasa existente en dichas áreas cerebrales es crucial para la 

síntesis central de estrógenos (Piferrer y Blázquez, 2005). 

  Los resultados observados en la lubina y en otras especies, junto con los hallados 

en aves y mamíferos (Foidart et al., 1999, Shughrue y Merchenthaler, 2001, De Vries y 

Simerly, 2002, Merchenthaler et al., 2004), señalan al complejo área preóptica-

hipotálamo, como una región conservada en vertebrados respecto a la expresión de los 

ERs. El trabajo presente demuestra que los tres subtipos de ERs se expresan de manera 

intensa en el área preóptica e hipotálamo de la lubina, suministrando una base 

neuroanatómica en la regulación mediante estrógenos, de manera indirecta y vía 

cerebro, de la síntesis y secreción de las gonadotropinas. 

Al igual que en mamíferos (Sealfon y Millar, 1995), en peces, la GnRH es un 

factor clave en la síntesis y liberación de las gonadotropinas (Swanson et al., 2003). En 

la tilapia, la administración de 17β-estradiol en machos inmaduros castrados provoca un 

aumento de neuronas GnRH (Parhar et al., 2000). En la anguila, el 17β-estradiol 

estimula la producción GnRH-1 (Montero et al., 1995). Los mismos efectos se observan 

en el pez gato tras la administración de testosterona, y no, de andrógenos no 

aromatizables, sugiriendo que dicho efecto se produce por la aromatización a estrógenos 

de la testosterona (Dubois et al., 1998). Trabajos desarrollados en la lubina ponen de 

manifiesto la presencia de neuronas productoras de GnRH-1 en el Vv, NPOpc y NPOav 

(González-Martínez et al., 2001, 2002). La presencia de expresión de los tres subtipos 

de ERs en los núcleos anteriores sugiere que los estrógenos podrían estar implicados en 

la síntesis central de GnRH. Estas áreas dependientes de estrógenos y productoras de 

GnRH-1 aportarían una base neuroanatómica para el control de las gonadotropinas por 
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estrógenos, vía cerebro. Por otro lado, los estrógenos pueden también regular las 

funciones de la GnRH a través de la modulación de sus receptores. Estudios de 

hibridación in situ llevados a cabo en la lubina (González-Martínez et al., 2004) 

demuestran la presencia del receptor de GnRH (GnRH-R) en el NPOav, núcleo en el 

que previamente se había verificado la presencia de neuronas dopaminérgicas en la 

especie anterior (Batten et al., 1993). Estas neuronas dopaminérgicas expresan ERs e 

inhiben de manera directa la secreción de gonadotropinas en la trucha arcoíris (Linard et 

al., 1996). Sin embargo en la lubina, la acción de la DA sobre el control de la secreción 

de gonadotropinas parece ser escasa (Prat et al., 2001). El NPOpc y PM, cuyas neuronas 

expresan el GnRH-R en la lubina (González-Martínez et al., 2004), son también 

considerados como centros neuroendocrinos implicados en el control de las funciones 

hipofisiarias (Cerdá-Reverter y Canosa, 2009). 

El NLT y NRL hipotalámicos son otros núcleos donde en la lubina se detecta, 

tanto la presencia del GnRH-R (González-Martínez et al., 2004) como la de ERs. Al 

igual que con los núcleos neuronales productores de GnRH-1, la presencia de ERs en 

los núcleos preópticos e hipotalámicos de la lubina en los que se corrobora la expresión 

del GnRH-R, sugieren una acción de los estrógenos sobre el control de la síntesis y 

secreción de gonadotropinas a través de los sistemas de retroalimentación vía cerebro. 

Sin embargo, estudios inmunohistoquímicos demuestran que, en peces, las neuronas 

GnRH no expresan ERs (Navas et al., 1995, Zohar et al., 2010). 

En mamíferos, al igual que en peces, se cree que los estrógenos actúan de 

manera indirecta sobre las neuronas GnRH. Estudios diversos indican la ausencia de 

ERs en neuronas GnRH (Shivers et al., 1983, Langub et al., 1991, Oakley et al., 2009), 

sugiriendo la existencia de interneuronas que medien en la acción de estos esteroides 

sobre el sistema GnRH. Estudios llevados a cabo en el ratón indican que la eliminación 

del Esr1 en neuronas POMC del núcleo arcuato altera la retroalimentación negativa 

producida por estrógenos sobre la GnRH, sugiriendo que estas neuronas podrían ser 

parte del sistema mediador de los efectos de los estrógenos sobre la GnRH (Xu et al., 

2011). Experimentos desarrollados en rata demuestran la presencia de proyecciones de 

neuronas POMC sobre el área preóptica donde se encuentran las neuronas GnRH 

(Simonian et al., 1999). Alternativamente al sistema Esr1/POMC, las neuronas KISS1 

ofrecen otra ruta a través de la cual los estrógenos pueden ejercer su acción sobre la 

GnRH. Las neuronas KISS1 del núcleo arcuato de ratones expresan el Esr1 (Cravo et 

al., 2011), y los estrógenos disminuyen su expresión (Smith et al., 2005). Sin embargo, 



Discusión 
 

143 
 

experimentos adicionales a los anteriores demuestran la presencia del Esr1 y Esr2 en 

neuronas GnRH de mamíferos (revisado por Wolfe y Wu, 2012). Estos estudios, 

además de señalar la presencia tanto de RNAm, como de proteína, en dichas neuronas, 

resaltan la existencia, sobre las mismas, de retroalimentaciones positivas y negativas del 

17β-estradiol mediadas por los ERs in vivo e in vitro. Wolfe y Wu sugieren que las 

acciones que el 17β-estradiol ejerce sobre la GnRH de manera indirecta a través de 

interneuronas, estarían mediadas por el Esr1. Por el contrario, los efectos estrogénicos 

producidos de manera directa sobre las neuronas GnRH estarían mediados, 

principalmente, por el Esr2 (Wolfe y Wu, 2012). La activación del Esr2 desencadena, 

por un lado, acciones no genómicas rápidas implicadas en los potenciales eléctricos de 

las neuronas GnRH, y por otro, acciones genómicas clásicas como la expresión de 

GnRH y su posterior secreción (revisado por Wolfe y Wu, 2012).  

A diferencia de lo anterior, como ya se ha mencionado, los resultados existentes 

hasta el momento, evidencian la ausencia de ERs en neuronas GnRH de peces. Por lo 

tanto, los efectos de los estrógenos sobre el sistema GnRH deberían ejercerse de manera 

indirecta a través de otros grupos neuronales. El reciente descubrimiento en peces del 

sistema KISS permite explicar cómo los estrógenos podrían regular la síntesis y 

secreción de GnRH. Experimentos de hibridación in situ en peces sitúan la expresión de 

KISS1 y KISS 2 en el área preóptica e hipotálamo tuberal principalmente. En el medaka 

(Mitani et al., 2010), el KISS1 se expresa en el NPPv y en el NLTv. Por el contrario, el 

KISS2 se expresa en el NRL (Mitani et al., 2010) al igual que en el pez cebra (Kitahashi 

et al., 2009). En la lubina, se verifica la presencia de transcritos para el KISS1 en 

neuronas hipotalámicas del NLTm y NRP, así como en la pituitaria. Por el contrario, el 

KISS2 se detecta en el NPOav del área preóptica y en el NRL hipotalámico (Escobar et 

al., 2010).  

La administración de KISS en diferentes especies de peces demuestra un 

aumento de los subtipos de GnRH implicados en la regulación de las gonadotropinas 

(Tena-Sempere et al., 2012). En concordancia con lo anterior, se ha demostrado que las 

neuronas GnRH expresan receptores KISS en peces (Parhar et al., 2004). En la lubina, 

los receptores KISS se expresan en núcleos del telencéfalo, área preóptica e hipotálamo 

como el Vv, NPOpc-av, PM y NRL (Escobar et al., 2010), donde previamente se 

corrobora la presencia de GnRH-1 y GnRH-R (González-Martínez et al., 2001, 2002, 

2004). Se desconoce las proyecciones que las neuronas KISS establecen en la lubina. 

Sin embargo, estudios inmunohistoquímicos en el pez cebra ponen de manifiesto que las 
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neuronas hipotalámicas KISS2 proyectan al área preóptica, hipotálamo caudal, tálamo y 

mesencéfalo (Servili et al., 2011). En estos estudios, se demuestra que en el área 

preóptica dichas proyecciones se establecen sobre neuronas GnRH-3. 

Si bien existe certeza de la implicación de las neuronas KISS en la función 

reproductora, el reciente descubrimiento del KISS2 genera confusión a la hora de 

establecer qué subtipo ejerce un papel principal en el control del ciclo reproductor. 

Estudios en diferentes especies de peces, incluida la lubina, señalan al KISS2 como el 

subtipo principal en la regulación del eje CPG (Kitahashi et al., 2009, Felip et al., 2009, 

Tena-Sempere et al., 2012). En el pez cebra, el KISS2 genera una mayor expresión de la 

FSHβ y LHβ (Kitahashi et al., 2009). En la lubina, además de la presencia del KISS2 en 

el NPOav, se ha comprobado que la administración de KISS2 induce una mayor 

liberación de gonadotropinas que la KISS1 (Felip et al., 2009). Por el contrario, la 

administración de KISS2 no produce ninguna variación en los niveles de GnRH-1 de la 

especie anterior, tanto en individuos púberes como en impúberes (Felip et al., datos no 

publicados). Experimentos de hibridación in situ simultánea para el KISS1 y KISS2 en 

individuos de medaka, bajo condiciones que favorecen o inhiben su reproducción, 

demuestran que es el subtipo KISS1 el implicado de manera central en la reproducción 

de esta especie mientras que el subtipo KISS2 ejercería un papel secundario sobre el 

control del eje CPG o incluso podría desempeñar funciones no relacionadas con la 

fisiología de la reproducción (Mitani et al., 2010). Basándose en consideraciones 

filogenéticas, Mitani y coautores sugieren que los resultados contradictorios observados 

en las distintas especies de vertebrados respecto a las funciones reproductivas de las 

KISS, estribarían en los procesos de neofuncionalización y subfuncionalización génica 

(Mitani et al., 2010). 

Los estrógenos varían los niveles de KISS. En el pez cebra, tratamientos con 

17β-estradiol inducen un aumento de KISS2 en el hipotálamo, así como de sus 

receptores (Servili et al., 2011). De manera similar, la ovariectomización del medaka 

disminuye los niveles de KISS1 en el NLTv; y la administración posterior de 17β-

estradiol restaura sus niveles centrales (Kanda et al., 2008, Mitani et al., 2010). Además, 

experimentos de localización conjunta en la especie anterior demuestran la expresión 

del Esr1, y en menor medida la de los subtipos Esr2, en las neuronas KISS1 del NLTv. 

Dichos resultados están en consonancia con los niveles altos de expresión de los tres 

subtipos de ERs encontrados en los núcleos donde se expresan las KISS y sus 

receptores en la lubina, así como con los experimentos de localización conjunta de los 
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ERs y las KISS, donde se demuestra una expresión del Esr1 y Esr2a en neuronas KISS1 

del NLTm, y una posible interacción entre neuronas KISS2 y neuronas expresando el 

Esr2a en el NRL de la lubina (Escobar et al., 2011). 

Alternativamente al sistema KISS, estudios en peces, incluida la lubina, 

demuestran que la administración central y periférica de NPY estimula la secreción de 

LH. Esta acción se produce, tanto, de manera directa sobre las células gonadotrópicas 

(Kah et al., 1989, Danger et al., 1991, Cerdá-Reverter et al., 1999), como de manera 

indirecta a través de la estimulación de la secreción de GnRH (Danger et al., 1991, Peng 

et al., 1993). La presencia de una expresión intensa de NPY en núcleos del área 

preóptica e hipotálamo tuberal de la lubina (Cerdá-Reverter et al., 2000c) donde 

también se detecta la expresión de los ERs, permite sugerir una acción de los estrógenos 

sobre el control de la producción de GnRH mediada por el NPY. 

Por otro lado, a pesar de no haberse corroborado la presencia de ERs en 

neuronas GnRH de peces, sí se localizan EREs en la región promotora de este 

neuropéptido. En el salmón (Oncorhynchus nerka) y en la tilapia se detecta la presencia 

de EREs y elementos de respuesta relacionados con los ERs en las regiones promotoras 

de la GnRH-1 y GnRH-2 (Higa et al., 1997, Kitahashi et al., 2005). Esto permite 

sugerir, que al igual que lo observado recientemente en mamíferos (Wolfe y Wu, 2012), 

la regulación por estrógenos del sistema GnRH podría estar, en parte, regulada de 

manera directa sobre las propias neuronas GnRH. Será necesaria la realización de más 

estudios para dilucidar en profundidad la contribución de los estrógenos sobre el control 

del sistema GnRH en peces. 

Experimentos llevados a cabo en aves han permitido identificar un neuropéptido 

hipotalámico denominado, hormona inhibidora de gonadotropinas (GnIH, Tsutsui et al., 

2007). Al igual que en aves, en mamíferos se ha demostrado un efecto inhibitorio de la 

GnIH sobre la producción de gonadotropinas (Tsutsui et al., 2010). Dicho efecto se 

produce tanto a nivel cerebral sobre neuronas GnRH del área preóptica e hipotálamo, 

como de manera directa sobre la misma pituitaria (Tsutsui et al., 2010). De manera 

similar, se ha detectado la presencia de ortólogos putativos de la GnIH en peces 

(Sawada et al., 2002, Osugi et al., 2006, Osugi et al., 2011). Pese a existir controversia 

sobre el papel de la GnIH en vertebrados inferiores (Tsutsui et al., 2010, Zhang et al., 

2010), experimentos en el pez cebra (Zhang et al., 2010) y pez dorado (Moussavi et al., 

2012) demuestran que este neuropéptido produce una inhibición en la liberación de la 

LH. 
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Los estrógenos modulan los efectos que la GnIH ejerce sobre las 

gonadotropinas. En aves, tratamientos con 17β-estradiol durante la maduración sexual 

disminuyen los niveles de expresión del receptor de GnIH en la pituitaria, los cuales se 

expresan en ambos tipos de gonadotropos (Maddineni et al., 2008). En el pez dorado, 

las neuronas putativas GnIH del NPPv proyectan al Vv, NLT, techo óptico y pituitaria 

(Sawada et al., 2002). Los núcleos y áreas anteriores expresan ERs, GnRH o sus 

receptores en la lubina, suministrando una base neuroanatómica para la posible acción 

de los estrógenos sobre el control de las gonadotropinas a través del sistema GnIH-

GnRH y sobre la acción de la GnIH a nivel de la pituitaria. 

La acción de la GnRH sobre la función reproductora no está ceñida únicamente a 

regular la disponibilidad de gonadotropinas. En varias especies de vertebrados incluidas 

algunas de peces se han descrito conductas asociadas al fenómeno reproductivo 

(Remage-Healey y Bass, 2006). La estimulación eléctrica de áreas talámicas en la 

lubina hermafrodita (Serranus subligarus) desencadena respuestas comportamentales 

reproductivas como cambios en el patrón de coloración y liberación de gametos 

(Demski y Dulka, 1986). A partir de experimentos desarrollados en el cíclido africano 

(Haplochromis burtoni), especie en la que se han descrito comportamientos asociados al 

éxito reproductivo, White y coautores proponen que la GnRH-3 estaría implicada en la 

modulación de los sistemas sensoriales y de motivación, mientras que la GnRH-2 

regularía respuestas motoras asociadas a la reproducción (White et al., 1995). En la 

lubina, se detecta la presencia de fibras GnRH-3 y GnRH-2 en áreas sensoriales y 

motoras como el tálamo ventral, área pretectal, techo óptico, tegmento mesencefálico y 

rombencéfalo (González-Martínez et al., 2002). De manera similar, el trabajo presente 

demuestra la expresión del Esr1 y Esr2a en el nMLF sinencefálico, donde se produce la 

síntesis de GnRH-2, el VM talámico, el NPC pretectal, la PGZ del techo óptico, el TS 

en el tegmento mesencefálico, la VCe en el cerebelo y la formación reticular, el área 

octavolateral, los núcleos somatomotores, los visceromotores y el VLo en el 

rombencéfalo. Atendiendo a lo anterior, cabe la posibilidad, que los estrógenos puedan 

actuar sobre las conductas reproductivas en la lubina a través de la regulación de los 

efectos de la GnRH en dichas áreas.  

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la regulación del eje 

CPG mediada por GnRH estaría modulada parcialmente por los estrógenos a través de 

sus tres subtipos de receptores, mientras que los subtipos Esr1 y Esr2a estarían, más 

bien, implicados en la regulación de los efectos GnRH sobre el SNC. 
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Como ya se ha mencionado, el efecto de los esteroides gonadales sobre la 

regulación de la disponibilidad de gonadotropinas, se produce también de manera 

directa a nivel de la pituitaria. Los experimentos de localización conjunta en esta 

glándula de la lubina demuestran que los tres subtipos de ERs se expresan en sus células 

gonadotropas. Los resultados de la doble hibridación in situ señalan una expresión 

intensa de los tres subtipos de ERs en los gonadotropos de LH, sugiriendo que los tres 

pueden estar implicados en el control de la expresión de dicha gonadotropina. Los 

experimentos se realizaron con hembras durante la fase final de la ovulación, cuando los 

niveles plasmáticos de LH son máximos (Navas et al., 1998), corroborando el papel de 

los estrógenos en la síntesis/secreción de la LH. Aunque no se realizaron análisis 

cuantitativos, la expresión de los subtipos Esr2, pero no así la del Esr1, en los 

gonadotropos de FSH parece ser inferior a la encontrada en los gonadotropos de LH, 

siendo en ocasiones difícil de detectar. 

Los estudios desarrollados en los últimos años para determinar los niveles de 

gonadotropinas en el plasma sanguíneo y pituitaria de la lubina estaban circuncritos, 

únicamente, a la LH debido a la falta de ensayos para la detección de FSH (Mateos et 

al., 2006). Estudios recientes llevados a cabo en la lubina han permitido purificar y 

caracterizar la FSH (Molés et al., 2008) y validar un ensayo para su detección (Molés et 

al., 2012). Análisis cuantitativos llevados a cabo en hembras de lubina durante su ciclo 

reproductivo determinan, que durante el período de ovulación, en la pituitaria, al igual 

que para la LH, se alcanzan los niveles máximos de expresión y síntesis de FSH 

(Mateos et al., 2003, Molés et al., 2011). Sin embargo, los niveles en plasma de ambas 

gonadotropinas son significativamente distintos. Mientras el nivel máximo de LH se 

detecta durante la ovulación, los niveles máximos de FSH se alcanzan al comienzo de la 

vitelogénesis y durante el desarrollo de la misma, encontrándose los niveles mínimos 

durante la ovulación. Al igual que en las hembras, en machos se producen diferencias en 

el patrón de síntesis y secreción de ambas gonadotropinas. Mientras los niveles de 

expresión de β-FSH y βLH van aumentando a lo largo de la espermatogénesis, hasta 

alcanzar sus máximos durante la espermiación (Mateos et al., 2003), los niveles 

plasmáticos difieren considerablemente. En plasma, la FSH va aumentando 

progresivamente acorde a los diferentes estados de desarrollo testicular y comienza a 

declinar con anterioridad al inicio de la espermiación. En cuanto a los niveles 

plasmáticos de LH, su aumento no es significativo a lo largo de las primeras fases de la 

espermatogénesis, pero si al final del crecimiento gonadal y durante la espermiación 
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(Rocha et al., 2009, Molés et al., 2011, Molés et al., 2012). La similitud encontrada en 

ambas gonadotropinas en cuanto a su perfil de expresión y síntesis, pero no así en sus 

perfiles plasmáticos, sugieren un control diferente en su tasa de liberación en sangre 

(Moles et al., 2011, Molés et al., 2012). Esto explicaría la disminución en plasma de la 

FSH durante la ovulación/espermiación. 

Experimentos llevados a cabo en la lubina han permitido caracterizar los 

receptores de FSH y LH (FSHR, LHR Rocha et al., 2007). El perfil estacional de 

expresión de ambos receptores en las gónadas de hembras y machos de la especie 

anterior, demuestra que la expresión del LHR es correlativa a los niveles máximos de 

LH presentes en el plasma y la pituitaria durante la espermiación y ovulación. Sin 

embargo de manera opuesta a los niveles plasmáticos de FSH, la expresión del FSHR es 

patente durante la espermiación y ovulación (Rocha et al., 2009). La explicación a esta 

discrepancia podría radicar en el tipo de estrategia reproductiva de la lubina. Esta 

especie presenta un desarrollo gametogénico síncrono por grupos, presentando grupos 

de gametos con diferentes estados de desarrollo. La presencia del FSHR y niveles 

elevados de FSH en la pituitaria durante la ovulación/espermiación, serían necesarios 

para aquellos gametos que aun se encontrasen en fase de crecimiento (Rocha et al., 

2009, Molés et al., 2011). 

El bajo nivel de expresión de los subtipos Esr2 hallado en células gonadotropas 

productoras de FSH, podría sugerir un papel principal de dichos subtipos en la secreción 

de la FSH. Cabe la posibilidad de que los niveles de expresión de los subtipos Esr2 en 

dichos gonadotropos sean más consistentes durante estados más tempranos del ciclo 

reproductor que los detectados durante el periodo ovulatorio. Sin embargo, la expresión 

sustancial del Esr1 durante dichos estados finales ovulatorios, plantea incertidumbres 

sobre el papel fisiológico de los diferentes subtipos de ERs en el control de la síntesis y 

secreción de la FSH. La presencia de una expresión más patente del subtipo Esr1 en los 

gonadotropos de FSH podría indicar también, que es este subtipo el implicado en la 

inhibición de la secreción de dicha hormona durante el periodo ovulatorio. Será 

necesario la realización de análisis cualitativos y cuantitativos adicionales cubriendo 

todo el ciclo reproductivo de la lubina, así como experimentos farmacológicos con 

agonistas/antagonistas específicos, para dilucidar la funcionalidad de los tres subtipos 

de ERs en el control de la síntesis y liberación de las gonadotropinas. 

Los efectos producidos por los esteroides gonadales sobre la síntesis y liberación 

de las gonadotropinas son ampliamente variables. Dependiendo de la especie, el género, 
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tipo de ciclo gametogénico, el estado puberal y del momento del ciclo reproductivo 

adulto, provoca que las retroalimentaciones por esteroides sean positivas o negativas 

(Yaron et al., 2003, Burger et al., 2004, Klenke, 2006, Zohar et al., 2010). 

Frecuentemente, la direccionalidad de los sistemas de retroalimentación cortos, que 

controlan las funciones de la pituitaria, se establece mediante experimentos in vitro con 

cultivos primarios de pituitaria. Sin embargo, los efectos de los esteroides gonadales 

observados in vitro pueden no corresponderse con los observados in vivo debido al 

solapamiento de las acciones producidas por los sistemas de retroalimentación largos, a 

través del SNC. En la anguila el 17β-estradiol produce una acción estimulante de la 

expresión de la βLH in vivo y ningún efecto sobre la expresión de la βFSH. Por el 

contrario, dicho esteroide estimula la expresión de la βFSH y no causa efecto alguno 

sobre la de la βLH in vitro (Aroua et al., 2007). En la tilapia, la administración in vivo 

de 17β-estradiol produce un descenso de los niveles de RNAm de βFSH y βLH, 

probablemente debido a una retroalimentación negativa causada sobre el sistema central 

GnRH. Por el contrario, in vitro, se produce un aumento de los niveles de expresión de 

βLH y ninguna variación en los de βFSH (Levavi-Sivan et al., 2006).  

Experimentos in vivo realizados con implantes silásticos de 17β-estradiol, 

testosterona, y el andrógeno no aromatizable dihidrotestosterona sobre una población 

mixta de lubinas en época de reposo sexual, demuestran una estimulación de la 

expresión de la subunidad βLH y una inhibición de la βFSH (Mateos et al., 2002). El 

estudio anterior no permite discernir si el efecto observado sobre la expresión de ambas 

gonadotropinas, se produce a nivel de la pituitaria o sí, por el contrario, es el resultado 

de las retroalimentaciones a nivel cerebral. A partir de experimentos in vitro con 

cultivos primarios de células de pituitaria, el estudio presente determinó el efecto 

directo que los esteroides sexuales ejercen sobre la síntesis de la FSH en la lubina. Los 

cultivos primarios se llevaron a cabo con pituitarias de animales macho en época de 

reposo sexual. Los tratamientos se realizaron con 17β-estradiol y 11-cetotestosterona, el 

principal andrógeno no aromatizable en peces. El efecto sobre la producción de FSH se 

analizó mediante la cuantificación por dot-blot de la expresión de su subunidad β 

transcurridas 48, 72 y 96 horas desde la adición de ambos esteroides. Los resultados 

indican que tanto el 17β-estradiol como la 11-cetotestosterona inhiben 

significativamente la expresión de dicha subunidad, demostrando que los efectos 

observados in vivo pueden estar mediados a través de una retroalimentación directa de 

los esteroides gonadales sobre los gonadotropos de FSH.  
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Experimentos con cultivos in vitro de gónadas de hembras de lubina adulta 

demuestran que la FSH estimula de manera significativa la liberación de 17β-estradiol. 

Los niveles máximos de estimulación se alcanzan al inicio de la gametogénesis 

favoreciendo la vitelogénesis en hembras (Molés et al., 2008). Estos resultados junto 

con los del estudio presente, permiten sugerir que el 17β-estradiol, ejercería una 

retroalimentación negativa sobre la producción de FSH a nivel de la pituitaria en época 

de reposo sexual impidiendo el desarrollo de los gametos, y por el contrario, podría 

producir una retroalimentación positiva sobre la hormona anterior en época de inico de 

la gametogénesis. 

La similitud encontrada en la direccionalidad de la retroalimentación producida 

por el 17β-estradiol en la lubina, tanto in vitro como in vivo, coincide con la hallada en 

el pez dorado. Sin embargo, a diferencia de lo observado en la lubina, en la especie 

anterior se detecta una estimulación en la expresión de la βFSH (Huggard-Nelson et al., 

2002). En el pez dorado, el 17β-estradiol produce un aumento de la expresión de la 

βFSH tanto en individuos adultos al comienzo de su ciclo reproductivo, cuyos gametos 

se encuentran en un estado temprano de desarrollo y sus niveles de estrógenos son 

bajos, como en individuos maduros con gónadas completamente desarrolladas y niveles 

de estrógenos elevados (Huggard-Nelson et al., 2002). Al igual que en la lubina (Mateos 

et al., 2003), en el pez dorado los niveles de expresión de FSH son patentes a lo largo de 

todo el ciclo reproductivo adulto, aumentando acorde al grado de madurez sexual y 

disminuyendo al comienzo de la regresión gonadal. Como ya se ha mencionado, la 

direccionalidad de las retroalimentaciones por los esteroides gonadales varía según la 

fase del ciclo reproductivo en el adulto. Las diferencias en la direccionalidad de las 

retroalimentaciones por 17β-estradiol observadas en el pez dorado y la lubina puede 

deberse a los diferentes estados de madurez sexual de los animales experimentales, 

tanto in vivo como in vitro. La direccionalidad de las retroalimentaciones también varía 

en función del estado puberal del organismo. Al igual que en animales púberes, en los 

impúberes los esteroides gonadales actúan de manera directa sobre la pituitaria (Querat 

et al., 1991, Klenke, 2006). Experimentos in vitro con cultivos primarios de pituitaria de 

trucha arcoíris, señalan que el 17β-estradiol produce una estimulación de la βLH en 

juveniles y ningún efecto en los maduros (Xiong et al., 1994). Estudios in vivo con 

juveniles de lubina americana, indican que el 17β-estradiol produce una inhibición de la 

expresión de βFSH durante la primavera, cuando los individuos adultos de dicha especie 
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se encuentran en fase de maduración gonadal, y provoca el efecto opuesto sobre la 

βFSH (Klenke, 2006). 

Para discriminar entre los efectos per se de los andrógenos, de los producidos 

como consecuencia de su aromatización a estrógenos, sobre la producción de 

gonadotropinas en la lubina, Mateos y colaboradores, realizan estudios in vivo con 

implantes silásticos del andrógeno no aromatizable dihidrotestosterona (Mateos et al., 

2002). Los estudios in vitro sobre cultivo primario de células de pituitaria, que aquí se 

presentan, se llevaron a cabo con el andrógeno no aromatizable 11-cetotestosterona. 

Este esteroide, es el andrógeno principal implicado en el inicio de la espermatogénesis 

en peces (Schulz y Miura, 2002, Miura y Miura, 2003). Estudios llevados a cabo en la 

lubina sitúan a la 11-cetotestosterona como uno de los desencadenantes de la aparición 

de individuos sexualmente precoces en esta especie (Rodríguez et al., 2005). 

Experimentos con tratamientos de luz continua ponen de manifiesto una inhibición de la 

precocidad sexual en la lubina, la cual va acompañada de un descenso en los niveles de 

expresión de βFSH y de los niveles plasmáticos de 11-cetotestosterona (Felip et al., 

2008).  

Al igual que el 17β-estradiol, la 11-cetotestosterona produce una inhibición de la 

expresión de βFSH in vitro en individuos adultos de lubina en época de reposo sexual. 

Expeimentos in vitro con gónadas masculinas de lubina adulta demuestran que la FSH 

estimula de manera significativa la liberación de 11-cetotestosterona al inicio de la 

gametogénesis (Molés et al., 2008) corroborando, de manera similar al 17β-estradiol, la 

existencia de una retroalimentación negativa y positiva durante la época de reposo 

sexual e inicio de la espermatogénesis, respectivamente. El trabajo presente demuestra 

que la acción inhibitoria de la 11-cetotestosterona puede ejercerse a nivel de la 

pituitaria. Experimentos in vitro con 11-cetotestosterona sobre cultivo primario de 

pituitarias de salmón, demuestran que dicho esteroide ejerce una acción directa sobre la 

pituitaria. La direccionalidad de esta retroalimentación varía según la fase del ciclo 

reproductivo del animal (Onuma et al., 2007). 

El estudio in vitro se realizó con dosis farmacológicas (1 µM) superiores a las 

dosis fisiológicas utilizadas in vivo (37 nM, Mateos et al., 2002). Las concentraciones 

de esteroides sexuales utilizadas en diferentes estudios in vitro para determinar su efecto 

sobre la regulación de gonadotropinas y factores asociados varían en un rango de 1 nM 

a 150 µM (Huggard-Nelson et al., 2002, Ando et al., 2004, Levavi-Sivan et al., 2006, 

Cheng et al., 2007, Onuma et al., 2007, Lin y Ge, 2009, Lin et al., 2010). Las diferentes 
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concentraciones utilizadas en los estudios anteriores afectan los niveles de expresión de 

ambas gonadotropinas pero en ningún caso modifican la direccionalidad de sus efectos. 

En la mayoría de los casos, está sujeta al estado de desarrollo sexual del animal. En la 

tilapia, se observa un aumento de los niveles de expresión de βFSH a concentraciones 

de 350 y 700 nM en animales adultos tanto al comienzo como al final de su ciclo sexual 

(Huggard-Nelson et al., 2002). En el pez cebra, la adición de 17β-estradiol 1 nM 

produce un aumento de la expresión βFSH en animales maduros de ambos sexos. Sin 

embargo, dicho aumento se mantiene constante a dosis de 10 y 100 nM (Lin y Ge, 

2009). Los niveles de expresión de la subunidad anterior en hembras de tilapia durante 

su fase de vitelogénesis no experimentan ninguna variación significativa tras la adición 

de 17β-estradiol a dosis comprendidas en un rango de 10 nM y 150 µM (Levavi-Sivan 

et al., 2006). 

La similitud de efectos encontrada in vivo e in vitro en la lubina sugiere que la 

acción del 17β-estradiol sobre la producción de FSH se ejerce en parte, de manera 

directa sobre los gonadotropos. Sin embargo, se desconoce si los efectos observados in 

vitro, se dan a dosis fisiológicas. En la tilapia, la acción estimulante observada in vitro 

por 17β-estradiol en la expresión de βFSH se produce a dosis farmacológicas, pero no a 

dosis fisiológicas, como si ocurre in vivo, sugiriendo que dicho efecto podría deberse a 

una acción indirecta de los estrógenos, más que a una directa (Huggard-Nelson et al., 

2002). Será necesaria la realización de más experimentos en las diferentes fases del 

ciclo reproductivo, así como, ensayos de dosis respuesta para esclarecer el nivel de 

actuación y la direccionalidad de las retroalimentaciones por esteroides gonadales sobre 

el control de las gonadotropinas en la lubina. 

 

3) BASES MOLECULARES DEL CONTROL ESTROGÉNICO DE LA 

REPRODUCCIÓN 

Estudios previos llevados a cabo en el hígado de la lubina han permitido 

caracterizar tres isoformas del Esr1 (Halm et al., 2004). Las tres, difieren en la región 5´ 

del gen, dando como resultado diferencias en el tamaño del dominio A/B de la región 

N-terminal, la cual contiene la función de transactivación independiente de ligando 

(AF1). La isoforma larga difiere de la corta en 261 pb adicionales con un codón de 

inicio de la traducción dentro de la pauta o marco de lectura abierta. La isoforma 

intermedia contiene un codón putativo de inicio de la traducción al comienzo del intrón 

I (Halm et al., 2004). A pesar de que no se realizaron ensayos de protección para 
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ribonucleasa, los resultados obtenidos en la clonación del Esr1 para su posterior 

caracterización farmacológica sugieren que solo la isoforma corta se expresa en el eje 

neuroendocrino de la lubina. Estudios en peces, establecen la presencia y expresión 

diferencial de las isoformas del Esr1 (Pakdel et al., 2000, Patiño et al., 2000, Menuet et 

al., 2001). Sin embargo, a diferencia de lo detectado en la lubina, tanto la isoforma corta 

como la larga se expresan en el cerebro de la trucha arcoíris. Por el contrario, solo la 

corta, es específica del hígado (Menuet et al., 2001). En dichos estudios se sugiere que 

la isoforma larga, es la forma activa en el cerebro de la especie anterior. 

La caracterización farmacológica del Esr1 de lubina se llevó a cabo mediante 

experimentos de transfección estable en la línea celular HEK 293, la cual no produce 

ERs de manera endógena (Kuiper et al., 1998, Kahlert et al., 2000). Los resultados de la 

transfección demuestran la capacidad de la isoforma corta del Esr1 de la lubina para 

producir una proteína funcional. Las propiedades de transactivación de dicho receptor se 

estudiaron mediante transfección transitoria de la construcción ERE-TK-LUC. De 

manera similar a lo detectado en el pez cebra y en la trucha (Menuet et al., 2002, Pakdel 

et al., 2000), el Esr1 de lubina estimula la actividad luciferasa en presencia de 17β-

estradiol o metabolitos de este, como la estrona o el estriol. Cabe destacar que 

concentraciones elevadas de testosterona (10-5 M), inducen la actividad transcripcional 

del gen luciferasa, pero no así, concentraciones similares del andrógeno no aromatizable 

11-cetotestosterona. La línea celular HEK 293 no metaboliza la testosterona en grado 

alguno detectable durante seis o más horas de cultivo, ni exhibe actividad aromatasa 

(Corbin et al., 1999). Experimentos realizados con una línea celular transgénica de 

Saccharomyces cerevisiae para evaluar la actividad estrogénica de dietas de peces, 

demuestran que dosis elevadas de testosterona también activan el Esr1 de humano 

(Routledge y Sumpter, 1996, Matsumoto et al., 2004). Sin embargo, a diferencia de lo 

observado con el Esr1 de lubina, dosis similares de 11-cetotestosterona inducen también 

la activación de dicho subtipo. De manera similar, la administración de testosterona a 

bajas concentraciones es incapaz de activar la transcripción génica dependiente del Esr1 

en el pez cebra (Menuet et al., 2002) y en la trucha (Pakdel et al., 2000). 

 Los resultados demuestran que la isoforma corta del Esr1 de la lubina puede 

mediar en los efectos producidos por los estrógenos sobre la transcripción génica, 

sugiriendo que concentraciones elevadas de testosterona pueden inducir efectos 

similares a los estrógenos, sin necesidad de aromatización, en células que expresen el 

Esr1. 
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El análisis de la región promotora del gen βFSH de la lubina revela que éste, al 

igual que muchos otros genes eucariotas, contiene en su región proximal una caja 

TATA (-42 pb) de reconocimiento para el ensamblaje de la RNA polimerasa. La 

presencia de una caja TATA en la zona proximal coincide con la encontrada en otros 

promotores de genes βFSH de mamíferos (Jameson et al., 1988, Guzman et al., 1991, 

Kumar et al., 1995) y peces (Sohn et al., 1998b, Vischer et al., 2003). Sin embargo, en 

la tilapia (Rosenfeld et al., 2001) la caja TATA se sitúa en una posición más distal (-97 

pb), lo que podría causar una inhibición de la formación del complejo de inicio de la 

transcripción. Alternativamente, se ha sugerido, que la presencia del elemento de 

respuesta al factor de transcripción SP1 y la caja GC podrían actuar como secuencias 

iniciadoras de la transcripción, como se demuestra en promotores que carecen de caja 

TATA (Faber et al., 1993). Asimismo, se han identificado varios CRE. Las rutas de 

transducción de señales dependientes de AMPc son importantes en diversas funciones 

neuroendocrinas, actuando sobre la expresión génica a través de la activación de 

factores de transcripción dependientes de este nucleótido (CREB/CREM). Las rutas de 

transducción de señales mediadas por AMPc, van en muchos casos, asociadas a 

receptores de membrana acoplados a proteína G. Diversas hormonas, entre las que se 

encuentra la GnRH, utilizan este mecanismo para poder ejercer sus acciones. La 

activación de CREB/CREM desempeña un papel clave en el desarrollo y fisiología del 

eje CPG. La unión de la proteína CREB al CRE, activa la transcripción mientras que la 

unión del represor ICER, una isoforma de CREM, la inhibe (Sassone-Corsi, 1998, 

Kirshner et al., 2000, Don y Stelzer, 2002). 

Estudios in vitro con construcciones plasmídicas portadoras del promotor del 

gen βFSH de pez cebra y tilapia, junto con el gen luciferasa, demuestran que la GnRH 

induce la actividad transcripcional de dicho gen (Rosenfeld et al., 2001, Chen et al., 

2010). La caracterización del promotor de la subunidad βFSH en el pez dorado, pone de 

manifiesto la presencia de varios elementos de respuesta específicos a GnRH (GnRH-

RE, Sohn et al., 2001). Estas secuencias serían reconocidas por factores de transcripción 

no dependientes de AMPc, sino activados por la proteína quinasa C como respuesta 

específica a la presencia de GnRH (Schoderbek et al., 1993). A diferencia del pez 

dorado, en la lubina y tilapia no se encuentran GnRH-RE, pero sí varios sitios de unión 

para AP-1. Estudios in vitro con construcciones plasmídicas delecionadas de la región 

promotora del gen βFSH de ovino, han permitido demostrar que la GnRH activa la 

transcripción de la subunidad βFSH a través de AP-1 (Strahl et al., 1998). Por otro lado, 
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en la rata, la frecuencia con que se producen los pulsos de liberación de GnRH durante 

el ciclo ovulatorio puede modificar la tasa de secreción de las gonadotropinas, 

prevaleciendo la presencia de una sobre la otra en función de la fase de dicho ciclo 

(Marshall et al., 1991). Recientemente, estudios in vitro con construcciones portadoras 

del promotor del gen βFSH de rata y el gen luciferasa, han determinado que una elevada 

frecuencia pulsátil de GnRH inhibe la transcripción de dicha subunidad, mientras que 

una frecuencia menor la estimula. Los efectos opuestos observados en la actividad 

transcripcional en función de la frecuencia pulsatil de la GnRH estarían mediados por el 

CRE. Cuando la frecuencia del pulso es baja, se activa CREB, el cual tras su unión a 

CRE induce la transcripción. Por el contrario, cuando la frecuencia del pulso es elevada, 

la activación de ICER impide la unión de CREB, inhibiéndose en última instancia la 

expresión génica (Ciccone et al., 2010). 

Al igual que en tilapia y pez dorado, se ha encontrado un elemento GSE en el 

promotor de la subunidad βFSH de la lubina. Dicho elemento de respuesta es 

reconocido por el factor esteroidogénico 1 (SF-1, Drean et al., 1996). El SF-1 

desempeña un papel esencial en la reproducción regulando la expresión de varios genes 

a todos los niveles del eje CPG (Parker et al., 2002). En la pituitaria, SF-1 regula la 

expresión de genes específicos de células gonadotropas como las gonadotropinas y el 

receptor de GnRH (Zhao et al., 2001). Estudios llevados a cabo en el ratón que carecen 

del gen SF-1 demuestran una disminución severa de la expresión de ambas 

gonadotropinas (Ingraham et al., 1994, Zhao et al., 2001). Estudios de transactivación 

desarrollados en el salmón indican que existe un efecto sinérgico entre SF-1 y ER en la 

inducción de la expresión de la βLH (Drean et al., 1996). El aumento de expresión de 

dicha subunidad por la acción combinada del SF1-GSE y ER-ERE, es muy superior al 

promovido únicamente por el SF-1-GSE. 

Respecto al control transcripcional por andrógenos, la presencia de medias 

secuencias de ARE en el promotor de la βFSH de la lubina coincide con la hallada en el 

pez dorado (Sohn et al., 1998b) y en el pez gato (Vischer et al., 2003). Al igual que en el 

pez dorado (Sohn et al., 1998a) la administración in vivo de testosterona inhibie la 

expresión de la βFSH en la lubina (Mateos et al., 2002). Cabe mencionar también que se 

han encontrado varios PRE en el promotor de la βFSH de la lubina. Debido a la 

proximidad filogenética existente entre AR y PR se sabe que el AR puede reconocer y 

unirse a PRE (Nelson et al., 1999). 
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Como ya se ha mencionado, la regulación transcripcional por estrógenos no se 

circunscribe únicamente a la interacción de los ERs con los EREs. En relación a lo 

anterior, se ha encontrado un elemento de respuesta para los heterodímeros formados 

por el PXR/RXR y CAR/RXR en el promotor del gen βFSH de la lubina. Los tres, PXR, 

CAR y RXR, pertenecen a una familia que incluye también a los REs (Moore et al., 

2000, Jacobs et al., 2003). El 9-cis-ácido retinoico, es el ligando natural del RXR 

(Heyman et al., 1992). Su unión provoca la dimerización característica de los RNs, 

actuando como un homodímero. Sin embargo, el RXR también regula la expresión 

génica a través de la formación de heterodímeros con otros factores de transcripción 

(Gampe et al., 2000). El CAR y el PXR son RNs huérfanos de xenobióticos que median, 

tanto en respuestas fisiológicas celulares moduladas por hormonas esteroideas 

endógenas, como por compuestos químicos exógenos. La activación de dichos 

receptores implica la formación de dímeros, principalmente con el RXR (Handschin y 

Meyer, 2003, Tolson y Wang, 2010). Diversos estudios demuestran la existencia de una 

regulación cruzada entre los ERs y estos receptores de xenobióticos, en la cual los ERs 

modularían, a través de diversos mecanismos moleculares, la actividad transcripcional 

mediada por CAR y PXR (Min et al., 2002, Min, 2010). 

La caracterización de la actividad basal del promotor βFSH de la lubina, se llevó 

a cabo en las líneas celulares LβT2 y HEK 293. Tanto en mamíferos como en peces el 

control transcripcional del gen βFSH se ha determinado mediante el uso de cultivos 

primarios de pituitaria, animales transgénicos y líneas celulares heterólogas (Miller y 

Miller, 1996, Huang et al., 2001, Rosendfeld et al., 2001, Chen et al., 2010). 

Experimentos llevados a cabo con cultivos primarios de pituitaria de ovino y las líneas 

celulares creadas a partir de ovario (CHO), riñón (COS-7, CV-1), cérvix (HeLa), 

placenta (JAR) y mama (T47-D, BeWo) de mamífero demuestran que dichas células 

expresan una construcción plasmídica portadora del gen luciferasa bajo el control del 

promotor βFSH de ovino (Webster et al., 1995, Miller y Miller, 1996). Los resultados 

obtenidos llevan a sugerir a los autores que la transcripción basal del gen βFSH de 

ovino, no requiere de un ambiente y factores celulares específicos (Miller y Miller, 

1996). Con posterioridad, Pernasetti y coautores, resaltan la importancia de realizar la 

determinación de la regulación transcripcional de la subunidad βFSH en una línea 

celular (LβT2) creada a partir de gonadotropos diferenciados (Pernasetti et al., 2001). 

Los autores señalan que la expresión del promotor βFSH de ovino en LβT2 es 

especialmente sensible frente a otras líneas celulares homólogas y heterólogas.  
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La pituitaria contiene una variedad amplia de tipos celulares con funciones 

endocrinas diferentes (Cerdá-Reverter y Canosa, 2009). Los gonadotropos comprenden 

solo un 5-10% de las células hipofisiarias, lo que dificulta detectar respuestas celulares 

específicas en experimentos in vitro con cultivos primarios. Por otro lado, el uso de 

líneas celulares heterólogas puede suponer una falta de respuesta por la ausencia del 

ambiente celular adecuado (Pernasetti et al., 2001). 

Para verificar si el promotor βFSH de la lubina requiere de un contexto celular 

específico para su regulación, las construcciones portadoras de las deleciones de dicha 

región se transfectaron en LβT2 y en una línea celular heteróloga creada a partir de 

células renales de embrión humano (HEK 293). Las células LβT2 contienen las 

características de los gonadotropos maduros tales como, receptor de GnRH, SF-1, PR, 

ER y las subunidades α y β de las hormonas gonadotrópicas (Alarid et al., 1996). Los 

resultados indican que el promotor βFSH de la lubina requiere de factores celulares 

específicos para su activación. Las transfecciones llevadas a cabo en LβT2, reproducen 

una respuesta diferencial significativa de la actividad transcripcional en función de la 

construcción transfectada. Estos resultados corroboran los obtenidos por Ge y Lau, en 

cuanto a la viabilidad del uso de la línea LβT2 para el estudio del control transcripcional 

de la FSH de peces. Los experimentos llevados a cabo por los autores anteriores para 

dilucidar el papel de las proteínas Smad sobre la expresión de la βFSH del pez dorado, 

demuestran que el promotor βFSH de la especie anterior es funcional en LβT2 (Ge te 

al., 2003, Lau y Ge, 2005). Por el contrario, las transfecciones realizadas en HEK 293 

no permiten detectar una actividad transcripcional significativa en ninguna de las 

construcciones. Los resultados observados en HEK 293, están en contraposición con los 

estudios de Miller, en los que el promotor βFSH de ovino se expresa en líneas celulares 

heterólogas (Miller y Miller, 1996). Sin embargo, la expresión de dicho promotor es 

más intensa en LβT2 que en otras líneas celulares (Pernasetti et al., 2001), lo que lleva a 

sugerir la existencia de señales específicas en las células gonadotropas que permiten una 

óptima producción de las gonadotropinas. Si bien, los estudios de Miller indican que la 

expresión del promotor βFSH de ovino se expresa de manera independiente con 

respecto al tipo celular en el que se encuentre, también corroboran la existencia de 

dichas señales específicas. Por lo tanto, no se puede excluir la posibilidad de que la 

expresión del promotor βFSH de lubina en HEK 293 se produzca a un nivel insuficiente 

para detectar diferencias significativas de actividad luciferasa.  
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La expresión de los promotores génicos no solo depende del ambiente celular 

donde se expresan, sino también de las secuencias que estos contienen (Huang et al., 

2001). Los estudios de Miller, Pernasetti y Huang, se realizan con una construcción que 

contiene 4.7 Kb del promotor βFSH. Los resultados obtenidos sugieren que dicho 

fragmento contiene las secuencias necesarias para una expresión tanto de manera 

específica en células gonadotropas como, de manera inespecífica, en células 

heterólogas. La determinación de la actividad basal del promotor βFSH de la lubina se 

llevó a cabo a partir de una construcción que contiene 3.5 Kb. Cabe la posibilidad de 

qué la ausencia de actividad transcripcional en HEK 293 sea debido a que dicho 

fragmento de promotor solo contenga las secuencias que permitan una expresión 

específica en células gonadotropas. 

Para la caracterización de la actividad basal del promotor, se realizaron 

transfecciones con construcciones delecionadas de 3.5, 2.4, 1.0, 0.5 y 0.15 Kb en el 

vector pTATA LUC+. La cuantificación de la actividad luciferasa permite determinar 

que regiones activan o reprimen la actividad transcripcional del gen βFSH de la lubina. 

Los resultados señalan, que solo las construcciones portadoras de las 0,5 y 0.15 Kb más 

próximas al inicio del gen estimulan la actividad luciferasa de manera significativa. 

Estos resultados sugieren la presencia de elementos silenciadores de la transcripción en 

la región comprendida entre 1.0 y 0.5 Kb. Por el contrario, la disminución significativa 

de actividad luciferasa observada en todas las transfecciones realizadas con la 

construcción pTATA 1.0 sugiere la presencia de elementos potenciadores de la 

actividad transcripcional en la región comprendida entre 2.4 y 1.0 Kb. 

Experimentos llevados a cabo con cultivos primarios de pituitaria de tilapia, han 

permitido determinar la actividad basal de la región promotora del gen βFSH de esta 

especie (Rosendfeld et al., 2001). En dichos experimentos, se realizaron transfecciones 

con deleciones a partir de las primeras 1,7 Kb de región promotora. A diferencia de las 

secuencias génicas, las regiones promotoras están poco conservadas entre las especies. 

Sin embargo, y a pesar de las diferencias en la región de promotor estudiada, al igual 

que en la lubina, en la tilapia se encuentra un patrón similar de actividad basal, con la 

presencia de una región silenciadora y una activadora, respectivamente. El análisis in 

silico de la región promotora de la subunidad βFSH de la lubina muestra diferentes 

elementos putativos de respuesta, pero no confirma sean funcionales en dicho promotor. 

No es posible identificar qué secuencias son las causantes de la estimulación e 

inhibición de la actividad basal encontradas en las regiones comprendidas entre 2.4 y 
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1.0 Kb y entre 1.0 y 0.5 Kb. En los estudios de Rosenfeld se sugiere que la estimulación 

e inhibición de la actividad basal podría estar propiciada por la presencia de un CRE 

que regularía la expresión de la βFSH en ambas direcciones (Rosendfeld et al., 2001). 

De manera similar, se han identificado varios elementos de respuesta dependientes de 

AMPc en las regiones situadas entre 2.4 y 0.5 Kb del promotor βFSH de la lubina. 

El factor de transcripción AP-1 es un dímero formado por las familias de 

proteínas Fos y Jun. En función de los componentes del complejo AP-1 y del contexto 

celular, dicho factor de transcripción puede activar o reprimir la actividad 

transcripcional (Hess et al., 2004, Milde-Langosch, 2005). Estudios 

inmunohistoquímicos revelan la presencia de proteínas Fos-Jun en las células 

gonadotropas de mamíferos (Strahl et al., 1997). En las 4.7 Kb de región promotora 

βFSH de ovino, utilizada en los estudios de Miller, se identifican cuatro sitios putativos 

para AP-1 que difieren en mayor o menor medida de su secuencia consenso y cuya 

funcionalidad puede depender en función de los tipos de proteínas Fos-Jun presentes 

(Strahl et al., 1997). Experimentos de transfección simultánea de dicho promotor y 

proteínas Fos-Jun indican que los dos elementos de respuesta a AP-1, más próximos al 

inicio del gen (-120, -83 pb), son los causantes del aumento de la actividad basal de la 

βFSH (Miller et al., 1996, Strahl et al., 1997). De manera similar, en la lubina, se han 

identificado varios sitios putativos de reconocimiento para AP-1, con mayor o menor 

grado de desviación de su secuencia consenso. Estos elementos de respuesta abarcan la 

totalidad de las 3.5 Kb de región promotora, permitiendo sugerir un grado diferente de 

actividad basal en función de la construcción transfectada. Al igual que en ovinos, se 

han identificado en el promotor proximal de la lubina dos sitios putativos AP-1. Por lo 

tanto, el aumento de actividad luciferasa observado en las construcciones de 0.5 y 0.15 

Kb podría deberse a un efecto positivo provocado por AP-1 en dichas regiones. Cabe 

también la posibilidad, que este aumento de actividad sea debido a la ausencia de 

elementos de respuesta a AP-1 o a otros factores en posiciones más distales, que 

estarían actuando como silenciadores, como también se sugiere para el promotor βFSH 

de ovino (Strahl et al., 1997). 

Será necesaria la realización de experimentos adicionales con geles de retardo, 

nuevas construcciones plasmídicas y análisis de mutagénesis dirigida para esclarecer la 

funcionalidad de los elementos de respuesta hallados en el promotor βFSH de la lubina, 

así como su implicación en el control transcripcional de dicho gen. 
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Previo a la evaluación de la sensibilidad del promotor βFSH de la lubina a los 

estrógenos, se realizaron experimentos para determinar si el clon de células LβT2 

utilizado en la caracterización de dicha región promotora presenta respuesta a los 

mismos. Para ello, se realizaron transfecciones de la construcción ERE-TK-LUC con y 

sin la construcción Esr1-pcDNA.3, tras lo cual, se incubaron las células con 17β-

estradiol durante 72 horas. Los resultados señalan una ausencia de respuesta a los 

estrógenos del subclón de células LβT2 utilizado. La transfección del ERE-TK-LUC, 

junto con el Esr1, produce diferencias significativas de actividad luciferasa tras la 

incubación con 17β-estradiol. Por el contrario, no existe una respuesta significativa tras 

la transfección de ERE-TK-LUC.  

Los estudios de Miller, llevados a cabo para determinar la regulación por 

estrógenos de la actividad transcripcional de la βFSH de ovino, tanto en cultivo 

primario de pituitaria como en líneas celulares heterólogas, demuestran la necesidad de 

realizar transfecciones simultáneas del promotor βFSH con el ER de humano, para 

poder observar diferencias promovidas por el 17β-estradiol (Miller y Miller, 1996). En 

dichos estudios se sugiere diversas posibilidades que expliquen la necesidad de 

transfectar el ER. Si bien hasta un 40% de las células de la pituitaria (gonadotropos y 

lactotropos) expresan ERs in vivo, solo los gonadotropos de ovino parecen contener ERs 

funcionales in vitro, dada la ausencia de efectos mediados por el 17β-estradiol en la 

producción de prolactina in vitro (Miller y Miller, 1996). La realización de 

transfecciones transitorias con la GFP para determinar qué células son las transfectadas 

en cultivos primarios de células de pituitaria de ovino, demuestran la ausencia de 

expresión de dicha proteína en las células gonadotropas algo previsible dado el bajo 

porcentaje de gonadotropos presente en la pituitaria (Miller y Miller, 1996). Por lo 

tanto, las células que sí incorporan la construcción portadora del promotor βFSH de 

ovino, serían células que no contuviesen ERs, como los fibroblastos, no implicados en 

las funciones secretoras. Alternativamente, podría tratarse de células que presentando 

ERs, bien no sean funcionales in vitro o bien sean funcionales, pero a unos niveles 

insuficientes, para poder regular de manera perceptible la actividad transcripcional de 

un gran número de copias de la construcción portadora del promotor βFSH (Miller y 

Miller, 1996).  

Si bien, las células LβT2 producen ERs (Alarid et al., 1996), éstos podrían no ser 

suficientes para activar la transcripción del vector ERE-TK-LUC utilizado para evaluar 

su funcionalidad en dichas células. Por otro lado, estudios recientes señalan que la 



Discusión 
 

161 
 

actividad transcripcional mediada por RNs es funcional en las células LβT2. Tanto el 

AR, como el GR, median en la expresión génica de la línea celular anterior. Sin 

embargo, esta línea celular podría no ser adecuada para el estudio in vitro de los efectos 

de los estrógenos sobre los gonadotropos, debido a la falta de funcionalidad de los ERs 

expresados en ella (Eertmans et al., 2007). En el estudio anterior se demuestra, mediante 

“Western blot”, la ausencia de proteína para el ER en el subclón LβT2 utilizado. Por el 

contrario, los resultados obtenidos por otro laboratorio señalan la presencia intensa tanto 

de RNAm como de proteína del ER en LβT2, así como la funcionalidad de dicho 

receptor (Schreihofer et al., 2000). Para dilucidar, si la falta de respuesta de las células 

LβT2 a los estrógenos es debida a la ausencia del ER, Eertmans y colaboradores, 

transfectaron el ERE-TK-LUC junto el Esr1 de humano. De manera similar a los 

resultados obtenidos transfectando únicamente el ERE-TK-LUC, no se detecta actividad 

luciferasa significativa tras la incubación con 17β-estradiol, pese a haberse encontrado 

niveles suficientes de proteína Esr1. Debido a ello, los autores sugieren que la falta de 

respuesta a los estrógenos encontrada en LβT2 podría estar causada por una alteración 

de la transducción de la señal mediada por los ERs en dicha línea celular (Eertmans et 

al., 2007). 

  Los sucesivos pases llevados a cabo con las líneas celulares durante la 

experimentación, pueden dar lugar a la pérdida de funcionalidad de determinados 

factores celulares. Este hecho queda demostrado en los estudios llevados a cabo con una 

línea celular de hepatocitos (Kim et al., 2000), la cual se creó con los mismos factores 

oncogénicos utilizados para obtener la línea LβT2 (Alarid et al., 1996). Los resultados 

obtenidos para determinar si el subclón LβT2, utilizado para evaluar la regulación por 

estrógenos de la subunidad βFSH de lubina, presenta respuesta a los mismos indican la 

ausencia de ERs en dicho subclón, pero no problemas en la transducción de la señal 

mediada por éstos. 

La regulación por estrógenos de la actividad del promotor βFSH de lubina se 

determinó transfectando aquellas construcciones que contienen posibles elementos de 

respuesta a los estrógenos (pTATA 3.5, pTATA 1.0, pTATA 0.15). A pesar de no 

haberse detectado EREs putativos en las 150 pb más próximas al inicio del gen, se 

evaluó la sensibilidad a los estrógenos de dicha región por la presencia de un posible 

elemento de respuesta para PXR, CAR/RXR. Como ya se ha mencionado, se ha 

demostrado la implicación de dichos elementos en la regulación por estrógenos de 

determinados promotores génicos. La actividad luciferasa se cuantificó transcurridas 72 
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horas de la incubación con 17β-estradiol a una concentración de 10-6 M. Ninguna de las 

construcciones transfectadas presentó diferencias significativas de dicha actividad con 

respecto al control. 

Experimentos desarrollados en mamíferos, han demostrado que los estrógenos 

pueden mediar sus efectos sobre las células gonadotropas, bien a través de la unión de 

los ERs a EREs en los promotores de las gonadotropinas (Shupnik y Rosenzweig, 1991) 

o bien mediante su unión a otros factores transcripcionales que controlan la expresión 

de las mismas (Miller y Miller, 1996, Klinge, 2001, Melamed et al., 2006). Los ERs 

forman complejos de unión con AP-1, los cuales se unen a los sitios de reconocimiento 

para dicha proteína activando, en última instancia, la expresión génica (Björnström y 

Sjöberg, 2005). En el promotor βFSH de ovino se identifican elementos de respuesta a 

AP-1 alrededor del ERE (Miller y Miller, 1996). De manera análoga, se identifica un 

sitio putativo de reconocimiento para AP-1 adyacente al medio ERE situado en posición 

-2402 pb del promotor βFSH de la lubina.  

Estudios en peces indican la presencia de EREs o medias secuencias de ERE en 

los promotores de los genes de la βFSH y βLH (Xiong et al., 1994, Liu et al., 1995, 

Sohn et al., 1998b, Rosendfeld et al., 2001, Vischer et al., 2003). Pese a no haberse 

encontrado la secuencia consenso para el ERE, sí se detecta la presencia de dos medias 

secuencias de ERE en el promotor del gen βFSH de la lubina. Se ha demostrado que es 

suficiente la presencia de la mitad de la secuencia consenso del ERE para el 

reconocimiento y unión de los ERs (O´Lone et al., 2004). La presencia de medias 

secuencias de ERE en el promotor de la βFSH de la lubina da soporte a una acción 

directa de los estrógenos sobre el control de las gonadotropinas en la especie anterior. 

Sin embargo, a pesar de identificarse dos medias secuencias de ERE en el promotor 

βFSH de la lubina, no se aprecia una regulación por 17β-estradiol en ninguna de las 

construcciones transfectadas. Se ha demostrado que secuencias no consenso de ERE, así 

como el medio ERE, actúan en la regulación transcripcional mediada por estrógenos 

(Gruber et al., 2004, Björnström y Sjöberg, 2005, Vega et al., 2006). Sin embargo, las 

medias secuencias de ERE suelen ser funcionales cuando aparecen dos o más 

repeticiones de las mismas, separadas por secuencias cortas de nucleótidos del orden de 

decenas o pocas centenas (Kato et al., 1995, Gruber et al., 2004). Ejemplo de lo anterior 

son las seis medias secuencias de ERE encontradas en la región promotora del salmón, 

separadas todas ellas por tan solo varias decenas de nucleótidos (Higa et al., 1997). Por 

el contrario, los dos medios ERE detectados en el promotor βFSH de la lubina están 
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separados por 1.4 Kb, sugiriendo que dicha distancia podría ser excesiva para una 

actuación sinérgica de ambos, y por lo tanto, no serían funcionales.  

Alternativamente, los estudios de Eertmans y colaboradores, sugieren que la 

falta de respuesta a los estrógenos encontrada en LβT2 podría deberse a 

incompatibilidades interespecie, dado que el Esr1 transfectado es de humano y LβT2 

procede de gonadotropos de ratón. Por el contrario, experimentos similares con el 

mismo ER sobre una línea creada a partir de células de Sertoli de ratón sí produce un 

incremento de actividad transcripcional del ERE-TK-LUC (Eertmans et al., 2007). Las 

respuestas génicas dependen en última instancia de la localización e interacción de 

numerosos factores de transcripción y proteínas reguladoras, los cuales pueden variar 

considerablemente entre las especies. La distancia evolutiva entre peces y mamíferos es 

muy superior a la existente entre el ratón y el humano, por lo que no es descartable que 

la falta de respuesta en la regulación del promotor βFSH de lubina mediada por 17β-

estradiol, encontrada en LβT2, sea debida a diferencias interespecie en los mecanismos 

de transducción de señales y factores reguladores. Sin embargo, los resultados 

demuestran que tanto el Esr1 de lubina como su región promotora βFSH son 

funcionales en LβT2. 

Dada la funcionalidad del Esr1 y la región promotora βFSH de lubina en LβT2, 

cabe sugerir la posibilidad de que la región de dicho promotor, sujeta a una regulación 

por estrógenos, se encuentre fuera de las 3.5 Kb analizadas, o bien, que la regulación 

por 17β-estradiol observada in vitro con cultivos primarios de pituitaria de lubina sobre 

la expresión de la βFSH, no se deba a una acción directa de dicho esteroide sobre el 

promotor, sino a través de proteínas reguladoras que sí presenten elementos de respuesta 

al ER (Miller y Miller, 1996) y que estén ausentes en LβT2. 

 

4) BASES ANATÓMICAS DEL CONTROL ESTROGÉNICO DE LA INGESTA 

Las conductas alimenticias y por extensión los niveles de ingesta están 

controlados por el SNC, donde los circuitos neuronales hipotalámicos integran la 

información visceral y sensorial regulando en última instancia la ingesta. En mamíferos, 

se ha demostrado que los estrógenos promueven cambios en la sinaptología del núcleo 

arcuato hipotalámico, área clave en el control de la ingesta y metabolismo energético 

(Hung et al., 2003). La hiperestrogenemia se usa en ratas como modelo reversible de 

anorexia, produciendo una disminución de la ingesta considerable (Mystkowski et al., 

2000). El uso de agonistas selectivos de los ERs en ratas ovarioctemizadas parece 
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indicar que los efectos atenuantes de los estrógenos sobre la ingesta y el aumento de 

peso están mediados por el Esr1 y no por el Esr2 (Roesch, 2006). De manera similar, el 

uso de antagonistas del Esr1 y no de los del Esr2 previenen la disminución de la ingesta 

promovida por los estrógenos, concluyendo que la activación del Esr1 es necesaria para 

la anorexia producida por el 17β-estradiol (Santollo et al., 2010). Al igual que en la rata, 

experimentos desarrollados en el ratón demuestran que la supresión del Esr1 en el SNC 

produce hiperfagia y disminución del gasto energético. Estos estudios señalan que los 

efectos anorexigénicos producidos por los estrógenos se localizan en neuronas POMC 

del núcleo arcuato que expresan el Esr1, dado que la eliminación exclusiva del Esr1 de 

estas neuronas desencadena la hiperfagia (Xu et al., 2011). En el humano, los 

estrógenos están asociados a la anorexia nerviosa mediante la activación del Esr1 

(Versini et al., 2010). 

 Como ya se ha mencionado (ver introducción), los esteroides sexuales influyen 

en la conducta alimenticia de peces. Estudios desarrollados en varias especies 

demuestran que los estrógenos incorporados en la dieta o por implantación, disminuyen 

las tasas de crecimiento como consecuencia de una inhibición en la ingesta (Hendry et 

al., 2003, Davis y Ludwig, 2004, Mandiki et al., 2004). Ensayos realizados en lubina 

para determinar la eficiencia en la tasa de liberación de implantes silásticos de 

testosterona, 11-cetotestosterona y 17β-estradiol permitieron observar que aquellos 

animales implantados con este último esteroide ingerían menor cantidad de alimento. A 

partir de estas observaciones, se llevaron a cabo experimentos para confirmar la 

hipótesis de una posible acción de los esteroides gonadales en la ingesta de la lubina. 

Para ello se realizaron implantaciones de 11-cetoandrostenediona, precursor de la 11-

cetotestosterona, testosterona y 17β-estradiol en una población mixta de animales 

adultos de lubina en época de reposo sexual. Los resultados demuestran que tanto la 

testosterona como el 17β-estradiol, producen una disminución de la ingesta dependiente 

de la dosis, así como, de la eficiencia en la conversión del alimento y de la tasa de 

crecimiento (Leal et al., 2009). Por el contrario, no se observan diferencias 

significativas entre los animales implantados con 11-cetoandrostenediona y los animales 

control, sugiriendo que los efectos causados por la testosterona sobre la ingesta de la 

lubina estarían mediados por su aromatización a 17β-estradiol. El severo descenso en la 

demanda de alimento parece ser la causa responsable del retraso observado en el 

crecimiento de los individuos tratados con las dosis más elevadas de 17β-estradiol (Leal 

et al., 2009).  
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A pesar de la dificultad para establecer homologías entre los diferentes núcleos 

hipotalámicos de vertebrados, se cree que el NLT corresponde al núcleo arcuato de 

mamíferos (Peng et al., 1994). En peces, no se conoce en profundidad los circuitos 

neuronales implicados en las conductas relacionadas con la ingesta. De manera general, 

se acepta que el lóbulo inferior hipotalámico, en particular las áreas próximas al receso 

lateral, así como el hipotálamo ventroposterior están implicados en dichas conductas 

(Wullimann y Mueller, 2004, Volkoff et al., 2005). Sin embargo, experimentos de 

ayuno y estimulación eléctrica, parecen indicar que el telencéfalo ventral, área preóptica 

y techo óptico también están incluidos en los circuitos neuronales implicados en las 

conductas alimenticias (Demski y Knigge, 1971, Silverstein et al., 1998).  

Experimentos de hibridación in situ para el NPY en la lubina corroboran la 

influencia de las áreas cerebrales anteriores en el control de la ingesta en peces (Cerdá-

Reverter et al., 2000c). Se detectan transcritos para este neuropéptido en el telencéfalo 

ventral (Vd, Vc y Vv), área preóptica (NPOpc, NPOav, NAPv, NPPv y NSC), 

hipotálamo tuberal (NLT, NRL, NAT, NRP y NDLl) y techo óptico (PGZ). Por otro 

lado, el receptor de melanocortinas tipo 4 (MC4R) se expresa principalmente en el SNC 

de vertebrados y su activación produce una inhibición de la ingesta (Cone, 2006). La 

AgRP y el POMC actúan como antagonista y agonista de MC4R, respectivamente 

(Schiöth et al., 2005). A pesar de no disponerse de la distribución cerebral en la lubina 

de los neuropéptidos anteriores, experimentos de hibridación in situ han permitido 

dilucidar la distribución neuroanatómica del MC4R (Sánchez et al., 2009). Los 

resultados obtenidos en la lubina para este receptor coinciden con los obtenidos en 

varias especies de peces para fibras inmunoreactivas AgRP y POMC (Olivereau y 

Olivereau, 1990, Amano et al., 2005, Forlano y Cone, 2007). Atendiendo a las rutas 

principales relacionadas con la ingesta, su expresión se detecta en el telencéfalo ventral 

(Vd, Vv), área preóptica (NPOpc, NAPv, PM y NSC), hipotálamo tuberal (NLT, NRL y 

NDLl) y techo óptico (PGZ, Sánchez et al., 2009). En el pez cebra (Forlano y Cone, 

2007) y en el pez dorado (Cerdá-Reverter et al., 2003b,c) la expresión de AgRP y 

POMC se sitúa en el NLT. Al igual que lo ocurrido en mamíferos, la expresión de 

manera más patente del subtipo Esr1 en el NLT y de manera exclusiva en el lóbulo 

inferior hipotalámico de la lubina, permite sugerir un papel principal para este subtipo 

en el control de la ingesta de la especie anterior. 

La conducta ingestiva no solo se circunscribe a la regulación de los circuitos 

neuronales que controlan el apetito. El TLa, junto con el lóbulo inferior hipotalámico, 
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NGT y el VLo rombencefálico están integrados en la topografía de los circuitos 

gustativos en peces (Rink y Wullimann, 1998). El VLo corresponde a la porción 

gustativa vagal del núcleo del tracto solitario en mamíferos. En la lubina se detectan 

transcritos del NPY y PYY en los núcleos y áreas anteriores (Cerdá-Reverter et al., 

2000b,c), así como expresión del MC4R en el TLa y lóbulo inferior hipotalámico 

(Sánchez et al., 2009). La presencia de expresión del Esr1 y Esr2a en los mismos, 

permite especular con un efecto de los estrógenos sobre la modulación sensorial de la 

ingesta en la lubina. 

La presencia de los tres subtipos de ERs en los núcleos y áreas cerebrales en los 

que se expresan los principales neuropéptidos orexigénicos y anorexigénicos y/o sus 

receptores sugiere una implicación de los estrógenos en la regulación del control de la 

ingesta en la lubina. Los experimentos de Leal y colaboradores no permiten discernir si 

el efecto inhibitorio observado en los animales implantados con 17β-estradiol está 

mediado por los ERs. Sin embargo, el tiempo transcurrido entre el tratamiento y la 

respuesta sugiere que esta acción inhibitoria, está promovida por una actuación de los 

ERs clásicos a través de rutas genómicas. Además, los niveles de ingesta de los 

animales implantados con 17β-estradiol, continúan siendo inferiores aun cuando sus 

niveles de este esteroide en plasma retornan a niveles similares a los de los animales 

control (Leal et al., 2009). La persistencia en la inhibición de la ingesta podría sugerir 

un daño temporal o permanente en las rutas neuronales que controlan este 

comportamiento en la lubina. La presencia de ERs en las áreas cerebrales que controlan 

la conducta alimenticia en peces, corroboran el efecto inhibitorio prolongado producido 

por el 17β-estradiol en la lubina.  

En vertebrados existe una relación clara entre el balance energético y la 

reproducción. Como regla general, la disponibilidad de alimento abundante favorece la 

reproducción, mientras que su escasez inhibe el proceso reproductivo. Por lo tanto, es 

difícil entender la fisiología del balance energético sin comprender su relación con el 

proceso reproductivo. Los mecanismos centrales que controlan el sistema reproductivo 

son inhibidos por la falta de alimento, mientras que cuando la disponibilidad de este es 

suficiente y las demandas energéticas son bajas, los circuitos centrales que inhiben la 

ingesta tienden a facilitar la reproducción (Wade et al., 1996, Schneider et al., 2002). 

 Experimentos en mamíferos, ponen de manifiesto una acción coordinada de la 

GnRH y el NPY en la regulación de las interacciones entre el proceso reproductivo y el 

estado energético (Li et al., 1999). Como ya se ha mencionado, experimentos en varias 
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especies de peces demuestran que el NPY estimula la secreción gonadotrópica de LH 

(Kah et al., 1989, Breton et al., 1991, Peng et al., 1993, Cerdá-Reverter et al., 1999). En 

la lubina, se detecta un aumento del GnRH-R en el telencéfalo ventral, área preóptica e 

hipotálamo tuberal al final de su ciclo reproductor y comienzo del periodo de reposo 

sexual, cuando la ingesta se estimula tras el ayuno acontecido durante la fase final de 

maduración y puesta (González-Martínez et al., 2004). De manera similar, en 

Plecoglossus altivelis se observa una correlación en la variación estacional de los 

niveles de NPY del NLT y pituitaria (Chiba et al., 1996). La presencia de los ERs en 

aquellas áreas donde se detecta una expresión solapada de NPY y GnRH-I, sugiere, que 

la variación en los niveles de estrógenos a lo largo del ciclo reproductor de la lubina 

modularía el balance de los estados energético y sexual de esta especie. 

 

5) COMPONENTES ESTROGÉNICOS EN PIENSOS DE ACUICULTURA: 

IMPLICACIONES EN EL CULTIVO DE PECES 

El estudio de los contaminantes ambientales ha adquirido gran importancia en 

los últimos años como consecuencia de su capacidad para desencadenar disrupciones 

endocrinas en los animales, incluidos los humanos (Sumpter y Johnson, 2008). Este 

fenómeno está principalmente asociado a alteraciones en la fisiología de la reproducción 

(Brian et al., 2005). Muchas de las sustancias químicas identificadas como disruptores 

endocrinos ejercen sus efectos a través de la activación de los ERs (Payne et al., 2000). 

Muchos de los compuestos identificados son estrógenos naturales como el 17β-estradiol 

y la estrona, o sintéticos como el 17α-etinilestradiol. Sin embargo, también se han 

identificado compuestos estrogénicos no esteroideos como los alquilfenoles y los 

fitoestrógenos (Brian et al., 2005, Sumpter y Johnson, 2008). Los peces de agua dulce 

son los más afectados por las disrupciones endocrinas dado que la fuente principal de 

sustancias con actividad disruptora se encuentra en las aguas de los ríos próximos a 

zonas de actividad industrial. Las anomalías observadas en este grupo de vertebrados 

como consecuencia de una sobreexposición a compuestos estrogénicos son: diferentes 

grados de feminización, regresión de las gónadas masculinas, mayor desarrollo de las 

femeninas, intersexualidad y vitelogénesis (Sumpter y Johnson, 2008). 

 En la última década se han realizado esfuerzos para encontrar fuentes proteicas y 

oleicas alternativas. La inclusión de soja en la formulación ha provocado la 

incorporación de fitoestrógenos, siendo las isoflavonas, como la genisteína, las más 

abundantes. Los fitoestrógenos son moléculas de origen vegetal estructuralmente 
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relacionadas con los estrógenos animales. Su relación estructural les permite su unión y 

activación de los ERs, provocando efectos agonistas o antagonistas dependiendo de la 

estructura química del fitoestrógeno, los niveles endógenos de estrógenos, el tiempo de 

exposición y el tipo de tejido y célula en el que actúe (Moutsatsou, 2007).  

Numerosos estudios en los últimos años han puesto de manifiesto los efectos 

beneficiosos de los fitoestrógenos para la salud humana, en particular, como 

tratamientos preventivos para diferentes tipos de cáncer, enfermedades 

cardiovasculares, osteoporosis, efectos adversos derivados de la menopausia y 

neurodegeneración (Pilsakova et al., 2010). Sin embargo, diversos trabajos indican que 

al tratarse de disruptores endocrinos, los fitoestrógenos pueden producir efectos nocivos 

para la salud (Moutsatsou, 2007, Patisaul y Jefferson, 2010).  

Como ya se ha mencionado, experimentos en peces han demostrado que la 

presencia de compuestos estrogénicos incluidos los fitoestrógenos pueden inducir 

cambios fisiológicos, morfológicos y comportamentales. La sustitución de proteínas de 

origen animal por las de origen vegetal ha incrementado dramáticamente la presencia de 

sustancias estrogénicas no esteroideas, principalmente fitoestrógenos, en las dietas 

comerciales para peces (Miyahara et al., 2003, Matsumoto et al., 2004, Davis et al., 

2009). Estas sustancias actúan como factores antinutricionales (Francis et al., 2001). Al 

igual que en mamíferos (Barnes et al., 2000), en peces, las disrupciones endocrinas 

causadas por los fitoestrógenos están mediadas por los ERs (Tollefsen et al., 2003, 

Sassi-Messai et al., 2009, Cosnefroy et al., 2009). Sin embargo, los efectos fisiológicos 

de los fitoestrógenos no están exclusivamente mediados por dichos receptores. En 

salmónidos, isoflavonas como la genisteína y daidzeína inhiben el metabolismo del 17β-

estradiol. Estos efectos se producen mediante una actuación de los compuestos 

anteriores como inhibidores competitivos o alostéricos de aquellos enzimas hepáticos y 

renales que metabolizan el 17β-estradiol en formas más solubles para su detoxificación 

y excreción, facilitando de esta manera una mayor actividad estrogénica causada por 

una mayor disponibilidad de estradiol (Ng et al., 2005). 

Experimentos llevados a cabo en mamíferos demuestran que la genisteína inhibe 

la ingesta y peso corporal (Kim et al., 2006, Cave et al., 2007, Al-Nakkash et al., 2010) 

e induce cambios en varias hormonas metabólicas, como la insulina, leptina, hormona 

tiroidea y cortisol (Szkudelska y Nogowski, 2007). En peces, diversos trabajos 

demuestran el efecto de los fitoestrógenos, particularmente la genisteína, sobre la 

reproducción y diferenciación sexual, el comportamiento, la regulación del ciclo celular, 
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el metabolismo y síntesis de vitelogenina (Pollack et al., 2003, Inudo et al., 2004, 

Kausch et al., 2008, Green y Kelly, 2009). Sin embargo, son escasos los estudios 

relativos al efecto que tienen los fitoestrógenos sobre el control de la ingesta. La 

genisteína inhibe, al igual que el 17β-estradiol, el aumento de peso corporal en la perca 

amarilla (Ko et al., 1999) pero no en la anguila (Tzchori et al., 2004). En el medaka, no 

se encuentran diferencias de peso y longitud en animales alimentados con dietas ricas en 

fitoestrógenos o sin ellos (Inudo et al., 2004). La variabilidad de los efectos observados 

sobre la ingesta y peso corporal, puede deberse, en parte, a diferencias en la actividad 

estrogénica presente entre las especies (Kawai et al., 2003). 

El sistema desarrollado mediante el uso de líneas celulares transfectadas de 

manera estable con el Esr1 de la lubina y el gen luciferasa permite detectar de manera 

sensible la presencia de componentes estrógenicos en los piensos comerciales utilizados 

para el crecimiento de lubinas y doradas. Los niveles detectados de dichos compuestos 

son incluso superiores a los encontrados en los piensos de animales herbívoros. Los 

resultados obtenidos con los piensos utilizados coinciden con los encontrados en los 

experimentos in vitro realizados por Inudo y Matsumoto en los que se detecta también 

un contenido alto de componentes estrogénicos, principalmente fitoestrógenos, en dietas 

para peces (Matsumoto et al., 2004, Inudo et al., 2004). De manera similar, los trabajos 

desarrollados por Pelissero indican la presencia de 17β-estradiol y estrona en las dietas 

comerciales usadas para el crecimiento de peces (Pelissero et al., 1989).  

Respecto a la relevancia que podrían tener estos niveles elevados de 

componentes estrogénicos en las dietas comerciales para peces, si bien los autores 

anteriores, señalan una actuación como disruptores endocrinos, los experimentos con 

implantes de estrógenos desarrollados en la lubina sugieren que la presencia de 

componentes estrogénicos esteroideos y no esteroideos en sus dietas, podrían tener un 

efecto negativo sobre la ingesta y crecimiento de las lubinas de talla comercial.  
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PRIMERA. Los experimentos de hibridación in situ demuestran que los tres subtipos 

de ERs caracterizados en peces teleósteos, se expresan en el cerebro de la lubina. 

 

SEGUNDA. La amplia variedad de núcleos y áreas cerebrales en la que los ERs 

aparecen expresados, así como, su localización conjunta en algunas de las anteriores 

sugiere que éstos desarrollan tanto funciones diferenciales como redundantes.  

 
TERCERA. La presencia de los tres subtipos de ERs en las áreas principales de control 

hipofisiotrópico sugiere que los tres están implicados en la regulación, a través de los 

sistemas de retroalimentación largos, de la síntesis y secreción de las gonadotropinas. 

Asimismo, la expresión diferencial de los tres subtipos en núcleos neuronales de las 

áreas anteriores sugiere una funcionalidad no redundante de los mismos en dicha 

regulación. 

 
CUARTA. Los estudios de localización conjunta de los ERs con los gonadotropos de 

FSH y LH, suministran una base neuroanatómica para una regulación, a través de los 

sistemas de retroalimentación cortos, de la síntesis y secreción de las gonadotropinas. 

QUINTA. La inhibición producida por 17β-estradiol sobre la expresión del gen βFSH 

en cultivos primarios de células de pituitaria de lubina demuestra que la acción de este 

esteroide sobre la expresión de la subunidad βFSH, in vivo, podría ejercerse de manera 

directa sobre la pituiaria misma. 

SEXTA. Los experimentos de transfección con un vector de expresión portador del 

Esr1 de lubina demuestran que éste se expresa y es funcional en las líneas celulares de 

riñón humano embrionario (HEK 293) y de gonadotropos de ratón (LβT2). 

SEPTIMA. La caracterización farmacológica del Esr1 de la lubina señala que éste es 

activado por 17β-estradiol, tanto a dosis fisiológicas como farmacológicas, demostrando 

que puede mediar en el control por estrógenos de la expresión génica de la especie 

anterior, in vivo. Dosis elevadas de testosterona son capaces de inducir efectos celulares 

similares a los causados por los estrógenos sin mediación de la aromatización. 
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OCTAVA. La detección significativa de actividad luciferasa observada a partir de 

experimentos de transfección con construcciones plasmídicas de la región promotora del 

gen βFSH de la lubina en LβT2, así como la ausencia de la misma en HEK 293, 

demuestra que este gen requiere factores celulares específicos para su expresión. 

NOVENA. La caracterización de la actividad basal de la región promotora del gen 

βFSH pone de manifiesto que las primeras 3.5 Kb de promotor contienen, al menos, una 

región silenciadora y una potenciadora de la actividad transcripcional. 

DÉCIMA. Los experimentos realizados para determinar el control transcripcional por 

estrógenos de la subunidad βFSH de la lubina sugieren que los ERs no reconocen 

elementos de respuesta dentro de las 3.5 Kb de región promotora analizada, o bien, que 

necesitan de la interacción con factores celulares específicos de gonadotropos de peces. 

DÉCIMOPRIMERA. La presencia de los ERs en las áreas principales de control del 

comportamiento alimenticio en peces, como son el núcleo lateral tuberal y lóbulo 

inferior hipotalámico, dan soporte al efecto anorexigénico que los estrógenos ejercen en 

la lubina. 

DÉCIMOSEGUNDA. La obtención de una línea celular expresando de manera estable 

el Esr1 de lubina y el gen luciferasa, bajo el control de un promotor portador de 

elementos de respuesta a los estrógenos, ha permitido desarrollar un sistema sensible 

para la detección y cuantificación de sustancias estrogénicas. El sistema revela la 

presencia de componentes estrogénicos en los piensos comerciales utilizados para el 

crecimiento de lubinas y doradas.  

La presencia de componentes estrogénicos en dietas para peces de cultivo podría causar 

disrupciones en su función reproductora y comportamiento alimenticio a través de la 

activación de los ERs. 
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Nomenclatura de núcleos cerebrales de la lubina (Cerdá-Reverter et al., 2001a, b, 
2008) 
 
A  Núcleo talámico anterior 

AON  Núcleo octavo anterior 

C  Núcleo octavo caudal 

CC  Cresta cerebelar 

CCe  Cuerpo cerebelar 

CM  Cuerpo mamilar 

CP  Núcleo central posterior talámico 

CZ  Zona central del techo óptico 

DAO  Núcleo óptico accesorio dorsal 

Dc1  Parte central del telencéfalo dorsal, subdivisión 1 

Dc2  Parte central del telencéfalo dorsal, subdivisión 2 

Dd  Parte dorsal del telencéfalo dorsal 

Dld  División dorsal de la parte lateral del telencéfalo dorsal 

Dlp  División posterior de la parte lateral del telencéfalo dorsal 

Dlv2  División ventral de la parte lateral del telencéfalo dorsal 

Dm2  Parte medial del telencéfalo dorsal, subdivisión 2 

Dm3  Parte medial del telencéfalo dorsal, subdivisión 3 

Dm4  Parte medial del telencéfalo dorsal, subdivisión 4 

DMON Decusación del área octavolateral 

DON  Núcleo octavo descendiente 

DP  Núcleo talámico posterior dorsal 

DT  Núcleo tegmental dorsal 

DWZ  Zona blanca profunda del techo óptico 

E  Núcleo entopeduncular 

EG  Eminencia granular 

EW  Núcleo Edinger-Westphal 

FR  Fascículo retroflexo 

G  Estrato granular del cerebelo 

HCo  Comisura horizontal 

I  Núcleo talámico intermedio 

IO  Oliva inferior 

IP  Núcleo interpeduncular 

IR  Núcleo del raphe inferior 

LFB  Haz nervioso lateral del cerebro anterior 

LT  Núcleo talámico lateral 

M  Estrato molecular del cerebelo 

MAG  Núcleo octavo magnocelular 

MON  Núcleo octavolateral media 

 



 

 
 

Nomenclatura de núcleos cerebrales (continuación) 

 

NAPv  Núcleo periventricular anterior 

NAT  Núcleo tuberal anterior 

NC  Núcleo cortical 

NCLl  Núcleo central del lóbulo inferior 

NDLlc  Parte caudal del núcleo difuso del lóbulo inferior 

NDLll  Parte lateral del núcleo difuso del lóbulo inferior 

NDLlm Parte medial del núcleo difuso del lóbulo inferior 

NGa  Parte anterior del núcleo glomerular 

NGp  Parte posterior del núcleo glomerular 

NGS  Núcleo gustativo secundario 

NGT  Núcleo gustativo terciario 

NI  Núcleo isthmi 

nIII  Núcleo oculomotor 

nIV  Núcleo troclear 

nIXm  Núcleo motor glosofaríngeo 

NLTd  Parte dorsal del núcleo tuberal lateral 

NLTi  Parte inferior del núcleo tuberal lateral 

NLTl  Parte lateral del núcleo tuberal lateral 

NLTm  Parte medial del núcleo tuberal lateral 

NLTv  Parte ventral del núcleo tuberal lateral 

NLVa  Parte anterior del núcleo lateral de la válvula 

NLVc  Parte central del núcleo lateral de la válvula 

NLVp  Parte posterior del núcleo lateral de la válvula 

nMLF  Núcleo del fascículo longitudinal medial 

NMLl  Núcleo medial del lóbulo inferior 

NP  Núcleo paracomisural 

NPC  Núcleo pretectal central 

NPGa  Parte anterior del núcleo preglomerular 

NPGc  Parte comisural del núcleo preglomerular 

NPGl  Parte lateral del núcleo preglomerular 

NPGm  Parte medial del núcleo preglomerular 

NPOav Parte anteroventral del núcleo preóptico parvocelular 

NPOpc Parte parvocelular del núcleo preóptico parvocelular 

NPPv  Núcleo periventricular posterior 

NPT  Núcleo tuberal posterior 

nPVO  Núcleo del órgano paraventricular 

NRLd  Parte dorsal del núcleo del receso lateral 

NRLv  Parte ventral del núcleo del receso lateral 

 



 

 
 

Nomenclatura de núcleos cerebrales (continuación) 

 

NRLl  Parte lateral del núcleo del receso lateral 

NRP  Núcleo del receso posterior 

NSV  Núcleo del saco vasculoso 

NT  Núcleo taenia 

NTe  Núcleo de la eminencia talámica 

nTPI  Núcleo del tracto pretecto-isthmico 

nVlc  Parte caudal del núcleo del nervio abducens 

nVlr  Parte rostral del núcleo del nervio abducens 

OT  Techo óptico 

OC  Quiasma óptico 

P  Pituitaria 

PCo  Comisura posterior 

PG  Lóbulo vestíbulolateral 

pgd  Núcleo periglomerular dorsal 

PGZ  Zona gris periventricular del techo óptico 

PI  Pars intermedia 

PLl  Parte lateral del núcleo perilemniscular 

PLm  Parte medial del núcleo perilemniscular 

PMgc  Parte gigantocelular del núcleo preóptico magnocelular 

PMmc  Parte magnocelular del núcleo preóptico magnocelular 

PMpc  Parte parvocelular del núcleo preóptico magnocelular 

PO  Núcleo octavo posterior 

PPD  Pars distalis proximal 

PPd  Núcleo pretectal periventricular dorsal 

PPv  Núcleo pretectal periventricular ventral 

PSi  Núcleo pretectal superficial intermedio 

PSm  Núcleo pretectal superficial magnocelular 

PSp  Núcleo pretectal superficial parvocelular 

PT  Núcleo talámico posterior 

PVO  Órgano paraventricular 

RI  Núcleo reticular inferior 

RL  Núcleo reticular lateral 

RM  Núcleo reticular medial 

RPP  Pars distalis rostral 

RS  Núcleo reticular superior 

S  Raíz sensorial del nervio facial 

SCO  Órgano subcomisural 

SR  Núcleo del rafe superior 

SV  Saco vasculoso 



 

 
 

Nomenclatura de núcleos cerebrales (continuación) 

 

SWGZ Zona gris y blanca superficial del techo óptico 

TEG  Tegmento 

TEL  Telencéfalo 

TLo  Toro longitudinal 

TLa  Núcleo del toro lateral 

TPp  Núcleo periventricular del tubérculo posterior 

TSc  Parte central del toro semicircular 

TSl  Parte lateral del toro semicircular 

TSv  Parte ventral del toro semicircular 

V  Nervio trigémino 

Vc  Núcleo central del telencéfalo ventral 

Vd  Núcleo dorsal del telencéfalo ventral 

VI  Núcleo lateral del telencéfalo ventral 

Vp  Núcleo postcomisural del telencéfalo ventral 

Vs  Núcleo supracomisural del telencéfalo ventral 

Vv  Núcleo ventral del telencéfalo ventral 

VCe  Válvula del cerebelo 

VIIm  Núcleo motor facial 

VL  Núcleo talámico ventrolateral 

VLo  Lóbulo vagal 

VM  Núcleo talámico ventromedial 

Vm  Núcleo motor trigeminal 

VOT  Tracto óptico ventral 

VT  Núcleo tegmental ventral 

Xm  Núcleo motor vagal 

 



 

 
 

Comparación de la distribución neuroanatómica de los ERs en peces 

                              Lubina      Cíclido africano       Pez guardiamarina       Corvina del Atlántico       Trucha arcoíris       Pez cebra    Pez zoárcido 

Subtipo                   1  2a  2b            1  2a  2b                     1  2a  2b                       1  2a  2b                        1  2a  2b            1  2a  2b        1  2a  2b 

Área cerebral 

Telencéfalo 

DC                          +     -    -            +    +    +                      +    ?     ?                          -     -     -                           -     ?     ?                -    -    -             -    ?     ? 

Vd                           +    +    -            +    +    +                      +    ?     ?                          -     -     -                           -      ?    ?                -    -     -            -     ?    ? 

Vv                           +    +    -            +    +    +                      +    ?     ?                           -     -     -                          -      ?    ?                -    -    -             -     ?    ? 

Vc                           +     -    -            +     +    +                      -    ?     ?                           -     -     -                           -      ?    ?               -    -    -              -     ?    ? 

Vp                           +     -    -            +     -      -                     +    ?     ?                           -      -    -                          -      ?    ?                -    -     -             -     ?    ? 

Diencéfalo 

Área preóptica 

NPOpc                     +   +     +           +    +     +                     +   ?     ?                           +   +    +                            +    ?    ?               +   +     +            +    ?    ? 

NPOav                    +    +     +           +    +     +                     -    ?     ?                           +   +   +                             +    ?    ?               +    +    +             -   ?     ? 

PM                          +    +     -            +    +     +                     +   ?     ?                           +   +   +                              -    ?    ?               -     -     -             -    ?     ? 

NAPv                      +    +    -             -     -      -                      -    ?    ?                           +   -    -                               -     ?    ?               -     -     -             -    ?    ? 

NPPv                      +     -     -            -      -     -                       -    ?    ?                            -   -    -                              -     ?    ?                -     -     -             -   ?     ? 



 

 
 

Comparación de la distribución neuroanatómica de los ERs en peces 

                                Lubina      Cíclido africano       Pez guardiamarina       Corvina del Atlántico       Trucha arcoíris       Pez cebra    Pez zoárcido 

Subtipo                   1  2a  2b            1  2a  2b                     1  2a  2b                       1  2a  2b                        1  2a  2b            1  2a  2b        1  2a  2b 

Área cerebral 

Diencéfalo 

Área preótpica (cont.) 

NSC                         +    +    -              -    -     -                       -    ?     ?                           +   +    -                            -     ?     ?                -    -     -          -    ?    ? 

Tálamo                   

VM                          +    +    -              +   +    +                      -     ?     ?                          -     -    -                            -     ?     ?                -     -    -           -    ?    ? 

VL                           +     -    -              -     -      -                     -     ?     ?                          -     -    -                            -     ?     ?                -    -     -           -    ?    ? 

I                               +     -    -               -     -     -                     -     ?     ?                          -     -    -                            -     ?     ?                -    -    -            -    ?    ? 

A                             +     -     -               -     -    -                      -    ?     ?                          -     -     -                            -     ?     ?               -    -    -             -    ?    ? 

DP                           +     -     -               -     -    -                     -     ?     ?                          -     -     -                            -     ?     ?               -    -    -              -   ?    ? 

CP                           +     -     -               -     -    -                      -    ?     ?                           -    -     -                            -     ?     ?               -    -    -              -   ?    ? 

NTe                         -     +     -               -     -    -                      -    ?     ?                           -    -     -                            -    ?     ?              -     -     -              -   ?   ? 

Hipotálamo 

NLT                        +    +    +              +    +    +                      +   ?     ?                          +   +    +                            +    ?     ?              +    +    -              +   ?   ? 



 

 
 

Comparación de la distribución neuroanatómica de los ERs en peces 

                                Lubina      Cíclido africano       Pez guardiamarina       Corvina del Atlántico       Trucha arcoíris       Pez cebra    Pez zoárcido 

Subtipo                   1  2a  2b            1  2a  2b                     1  2a  2b                       1  2a  2b                        1  2a  2b            1  2a  2b        1  2a  2b 

Área cerebral 

Diencéfalo 

Hipotálamo (cont.) 

NAT                        +    -    -              +   +    +                       +    ?      ?                         +    +    +                          -     ?     ?               -     -      -          -    ?     ? 

NRL                        +   +    +              -    -     -                        -    ?      ?                         +     -    +                          -     ?     ?               +    +     -          -     ?     ? 

NRP                        +   +    +              -    -     -                        -    ?      ?                          +    -     -                          -     ?     ?               +    +     -          -     ?     ? 

NSV                        +   +    -               -    -    -                         -    ?      ?                          -     -    -                           -     ?     ?               -     -     -           -     ?    ? 

NDLl                      +    -     -              +   +    +                        -    ?     ?                           -     -    -                           -     ?     ?              -      -    -            -     ?    ? 

NCLl                      +    -     -              +   +    +                        -    ?     ?                            -    -     -                           -     ?    ?               -     -    -            -     ?     ?     

Tubérculo posterior                   

TPp                        -     +     -             +    -     -                         +   ?     ?                           -     -     -                          -      ?    ?               -    -     -             -     ?   ? 

NPG                       +     -     -             +   +    +                         -    ?     ?                           -     -     -                          -      ?    ?               -    -     -             -     ?   ? 

NG                         +     -     -             +   +    +                         -    ?     ?                          -     -      -                          -      ?    ?               -    -     -              -    ?   ? 

NGT                      +      -     -              -    -    -                          -    ?     ?                          -      -      -                         -      ?    ?              -     -     -             -    ?    ? 



 

 
 

Comparación de la distribución neuroanatómica de los ERs en peces 

                                Lubina      Cíclido africano       Pez guardiamarina       Corvina del Atlántico       Trucha arcoíris       Pez cebra    Pez zoárcido 

Subtipo                   1  2a  2b            1  2a  2b                     1  2a  2b                       1  2a  2b                        1  2a  2b            1  2a  2b        1  2a  2b 

Área cerebral 

Diencéfalo 

Tubérculo posterior (cont.) 

PT                            +    -    -              -     -     -                        -    ?     ?                           -    -     -                           -     ?      ?             -     -     -           -    ?     ? 

LT                            +    -    -              -     -     -                        -    ?     ?                           -     -    -                           -     ?      ?              -    -     -           -    ?     ? 

TLa                          -    +    -              +    +    +                        -   ?     ?                           -     -    -                           -     ?      ?             -     -     -           -     ?    ? 

CM                          +    +    -             +    +     +                        -   ?     ?                           -     -     -                          -     ?     ?              -     -     -          -     ?    ? 

Área pretectal 

NPC                        +    -    -                -     -     -                        -   ?    ?                            -    -     -                           -     ?      ?              -     -     -          -     ?    ? 

NC                          +    -    -                -     -     -                         -   ?    ?                           -    -     -                            -    ?      ?              -     -     -          -     ?    ? 

PSm                        +    -    -                -     -     -                         -   ?    ?                           -    -     -                            -     ?     ?             -     -     -            -    ?    ? 

Psi                           +    -   -                 -     -    -                          -   ?    ?                           -    -     -                            -     ?     ?             -     -     -            -    ?    ? 

Sinencéfalo 

PP                           +    -    -                +   +    +                          -   ?    ?                          -     -     -                             -    ?    ?              -    -     -              -    ?   ? 



 

 
 

Comparación de la distribución neuroanatómica de los ERs en peces 

                                Lubina      Cíclido africano       Pez guardiamarina       Corvina del Atlántico       Trucha arcoíris       Pez cebra    Pez zoárcido 

Subtipo                   1  2a  2b            1  2a  2b                     1  2a  2b                       1  2a  2b                        1  2a  2b            1  2a  2b        1  2a  2b 

Área cerebral 

Sinencéfalo (cont.) 

NP                           +    -     -              -    -    -                         -    ?     ?                          -     -     -                           -      ?      ?             -     -      -          -    ?     ? 

nMLF                      +    -     -              -    -    -                         +   ?     ?                          -     -     -                           -      ?      ?             -     -      -          -    ?     ? 

SCO                        +    -     -              -    -     -                         -   ?     ?                           -     -     -                           -      ?     ?             -     -      -           -    ?     ? 

Mesencéfalo 

Techo óptico 

PGZ                         +    +    -            +    +    +                         +   ?     ?                          -     -     -                           -      ?      ?             -     -      -           -    ?     ? 

Tegmento 

DT                           +     -    -             -     -     -                          -   ?     ?                          -     -     -                           -      ?      ?             -     -      -          -    ?     ? 

NLV                        +     +    -            +    +    +                          -   ?     ?                          -     -     -                          -       ?      ?             -     -      -          -    ?     ? 

NI                            +      -    -            -     -      -                          -   ?     ?                          -     -    -                           -       ?      ?             -     -      -          -    ?     ? 

TS                           +     +     -           +    +     +                         +   ?     ?                          -     -    -                           -       ?      ?            -      -      -          -    ?     ? 

 



 

 
 

Comparación de la distribución neuroanatómica de los ERs en peces 

                                Lubina      Cíclido africano       Pez guardiamarina       Corvina del Atlántico       Trucha arcoíris       Pez cebra    Pez zoárcido 

Subtipo                   1  2a  2b            1  2a  2b                     1  2a  2b                       1  2a  2b                        1  2a  2b            1  2a  2b        1  2a  2b 

Área cerebral 

Rombencéfalo 

Cerebelo 

Vce                          -    +    -               -   -    -                         -      ?     ?                           -    -    +                           -    ?     ?               -     -     -          -     ?    ? 

SR                           +    -     -              -    -    -                         -     ?      ?                            -    -    -                           -    ?    ?               -     -     -           -     ?    ? 

Formación reticular 

RS                           +    -     -              -    -    -                         -     ?      ?                            -    -    -                           -    ?    ?               -     -     -           -    ?    ? 

RM                          +    -     -              -    -    -                         -     ?      ?                            -    -    -                           -    ?    ?               -     -     -           -    ?    ? 

RI                            +    -     -              -    -    -                          -    ?      ?                            -    -    -                           -     ?    ?               -    -     -            -    ?   ? 

RL                           +    -     -              -    -    -                          -    ?      ?                            -    -    -                           -     ?    ?               -    -     -            -    ?   ? 

Área octavolateral  

AON                       +     -     -              -    -    -                          -    ?     ?                            -    -    -                           -     ?    ?               -     -     -           -    ?   ? 

MAG                      +     -     -              -    -    -                           -    ?    ?                            -    -    -                           -      ?    ?               -    -     -           -    ?    ? 

MON                      +     -      -             -    -    -                            -   ?     ?                            -    -    -                          -      ?    ?               -    -      -           -   ?    ? 



 

 
 

Comparación de la distribución neuroanatómica de los ERs en peces 

                                Lubina      Cíclido africano       Pez guardiamarina       Corvina del Atlántico       Trucha arcoíris       Pez cebra    Pez zoárcido 

Subtipo                   1  2a  2b            1  2a  2b                     1  2a  2b                       1  2a  2b                        1  2a  2b            1  2a  2b        1  2a  2b 

Área cerebral 

Rombencéfalo (cont.) 

Núcleos somatomotores 

nIII                          +    -     -              -    -    -                         -    ?     ?                           -    -    -                            -    ?      ?                -    -     -         -    ?     ? 

nIV                         +     -     -              -    -    -                         -   ?     ?                            -    -    -                            -    ?      ?                -    -     -         -    ?     ? 

nVl                         +     -     -              -    -    -                         -    ?    ?                            -    -    -                            -     ?     ?               -    -     -         -    ?     ? 

Núcleos visceromotores 

Vm                         +     -     -              -    -    -                          -   ?     ?                            -    -    -                          -      ?      ?             -      -     -          -    ?    ? 

VIIm                      +     -     -              -    -    -                          -   ?     ?                            -    -    -                          -      ?      ?              -     -      -          -    ?   ? 

IX                          +     -     -              -    -    -                           -   ?     ?                            -    -    -                          -      ?      ?             -      -     -          -    ?    ? 

Xm                        +     -     -              -    -    -                           -   ?     ?                            -    -    -                          -      ?      ?             -      -     -          -    ?    ? 

 

VLo                       +     -      -             -    -    -                           -   ?    ?                             -    -    -                          -      ?      ?             -      -     -          -    ?    ? 

(+) presencia; (-) ausencia; (?) sin estudio



 

 
 

 


