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Resumen

Respuesta del eje hormona de crecimiento (GH)/factor de crecimiento tipo
insulina-1 (IGF-1) a alteraciones en la ingesta en el pez ciclido Cichlasoma

dimerus.

El eje hormona de crecimiento (GH)/ factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1) es clave
en la regulacidon del crecimiento somatico en los vertebrados. Existen dos tipos de
receptores para GH (GHR1 y GHR2), aunque actualmente no hay consenso sobre su
especificidad. Cichlasoma dimerus en un pez ciclido social capaz de crecer a una tasa
elevada en condiciones de laboratorio, pero la regulacidon de su crecimiento aun no ha
sido estudiada. Esta Tesis se propone evaluar el crecimiento somatico y su relacion con el
eje GH/IGF-1 bajo condiciones de ayuno y realimentacion. Para ello en una primera etapa
se caracterizd a GHR2, ya que en esta especie no estaba descripto. Se obtuvo una
secuencia parcial que incluye parte de la region extracelular, el dominio transmembranay
parte de la regidn intracelular. Cuatro semanas de ayuno resultaron en un arresto del
crecimiento somatico, un incremento de la expresién de GHR2 en higado y musculo y una
disminucion de IGF-1 muscular, sin variaciones en GHR1 ni en IGF-2 en ambos tejidos. Tres
semanas de realimentacién restituyeron completamente el estado nutricional y
condujeron a un estado de “crecimiento acelerado” asociado a un incremento en la
eficiencia de conversion alimentaria (FCE) sin observarse hiperfagia. Ademas, se
restablecieron los niveles de expresion de GHR2 e IGF-1 a valores controles.
Interesantemente la expresion de GH se incrementé a los 3 dias de realimentacidn. Estos
resultados muestran que no sélo hay una recuperacion rapida del estado nutricional
debido a la realimentacién tras el ayuno prolongado, sino que se verifica una fase de
crecimiento compensatorio asociado a cambios en el eje GH/IGF-1. Esto resultados nos
permiten tener un conocimiento a nivel molecular de los cambios asociados al ayuno-
realimentaciéon que puede tener implicancias al momento de disefiar estrategias de

crecimiento en acuicultura.

Palabras clave: Crecimiento, Hormona de Crecimiento, Factor de Crecimiento Tipo
Insulina 1y 2, Teledsteos, Crecimiento Compensatorio, GHR1, GHR2



Abstract

Response of growth hormone (GH)/ insulin like growth factor | (IGF-I) axis
to alterations in feed intake of the cichlid fish Cichlasoma dimerus

Growth hormone (GH)/insulin-like growth factor 1 (IGF-1) axis is the key regulator of
somatic growth in vertebrates. Two types of growth hormone receptors have been
described in teleost fish (GHR1 and GHR2) although its specificity is under debate.
Cichlasoma dimerus is a social cichlid fish capable of growing at high rates under
laboratory conditions, but knowledge on somatic growth regulation is still unclear. The
aim of this study was to evaluate the somatic growth and changes in the GH/IGF-I axis
after 4 weeks of food deprivation and refeeding in C. dimerus. As a first step, we obtained
a partial sequence of GHR2, consisting of a fragment of the extracellular domain, the
transmembrane domain and a region of the intracellular domain. Fasting impaired body
growth and increased liver and muscle GHR2 expression along with a reduction in muscle
IGF-1 mRNA levels. Additionally, no changes were observed in liver IGF-1, muscle and liver
GHR1 and IGF-2 expression. Three weeks of refeeding completely restored nutritional
status of fish and led to a fast growing period during the first week associated with higher
feed conversion efficiency values but surprisingly, with no hyperphagia. In addition,
expression of GHR2 and IGF-1 was recovered to control levels after three days of
refeeding. Interestingly, GH mRNA levels were increased at day 3 of refeeding. These
results not only show a complete recovery of nutritional status of fish with refeeding but
also demonstrate a compensatory growth period associated with alterations on the
GH/IGF-1 axis. Taken together, these results allow us to get knowledge on molecular
aspects related to fasting-refeeding in fish that may have implications on feeding

manipulation in aquaculture.

Keywords: Growth, Growth Hormone, Insulin-Like Growth Factor 1 and 2, Teleost,
Compensatory Growth, GHR1, GHR2
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-Introduccion-

(Qué es el crecimiento?

El crecimiento en los organismos vivos puede ser definido como el cambio en el tamafio
corporal que ocurre en un cierto periodo de tiempo (Beckman, 2011), el cual resultara
ademads en un cambio en la masa corporal del mismo. Asi, tamafio y masa corporal estan
relacionados y en peces teledsteos esta relacidn suele ser descripta mediante la siguiente

ecuacion (Bagenal & Tesch, 1978):
peso(g) = CF(g/cm®)*largo(cm)’

donde CF (condition factor, por sus siglas en inglés) es también denominadoindice de
Fulton o simplemente factor de condicidn y se define como la relacidon entre el peso y el
largo al cubo. Esta expresidon puede estar dada en forma de porcentaje (%) o por mil (%eo).
De esta manera el CF hace referencia a la forma del organismo, donde valores altos del
mismo se pueden interpretar, en un sentido coloquial, como un pez mas “gordo” y valores
bajos como un pez mas “delgado”. Se puede advertir que un incremento en peso no
necesariamente implica un incremento en el largo del animal. Este caso puede darse en
eventos de engorde, aumento del tamario de las visceras como por ejemplo el higado o las
gonadas en época reproductiva, la masa muscular o el tejido adiposo. Por otra parte, el
incremento en el largo del pez no siempre implica un aumento de peso porque es posible
una disminucion en el valor del CF en simultdneo. Asi, en esencia, el crecimiento
longitudinal y el crecimiento en peso pueden ser considerados dos procesos diferentes
(Beckman, 2011) y ambos eventos deben ser tenidos en cuenta en los estudios de

crecimiento (Ali y col., 2003; Beckman, 2011).

El patron de crecimiento en los peces teledsteos puede ser considerado basicamente

diferente al que presentan otros vertebrados tales como los mamiferos y las aves. Estos



ultimos muestran una tasa de crecimiento y tamafio en la adultez que son caracteristicos
en cada especie y que usualmente coincide con la madurez sexual (Asdell, 1946; Talbot,
1993). En tanto, el crecimiento somatico en los peces es un fendmeno plastico, ya que es
afectado por una multiplicidad de factores del medio ambiente como por ejemplo la
temperatura y la disponibilidad de alimento (Talbot, 1993). La mayoria de los peces
presenta lo que se denomina crecimiento indeterminado, por cuanto no es posible
determinar un tamafio maximo caracteristico para una especie en particular y donde el
crecimiento continua durante lo que dura la vida del organismo. Sin embargo, la
intensidad a la cual crecen disminuye con la edad. Se han propuesto varios modelos
matemadticos para evaluar el crecimiento, uno de los cuales es la tasa especifica de
crecimiento (SGR de specific growth rate, por sus siglas en inglés), el cual supone
crecimiento exponencial entre dos puntos que delimitan un intervalo temporal dado (en

dias) y es:
SGR(peso) = Ln(peso final/peso inicial)/tiempo
SGR(largo) = Ln(largo final/largo inicial)/tiempo

Este modelo es el mas ampliamente utilizado en la literatura de acuicultura y fisiologia de
peces (Talbot, 1993), aunque también hay modelos mds generales derivados de otros
supuestos tedricos tales como el modelo de crecimiento de von Bertalanffy u otros que
contemplan distintas funciones polindmicas (Chen y col., 1992). Jobling (1993) postulé un
decrecimiento del SGR con el tamafio corporal en varias especies de peces segun una

relacion alométrica dada por:
SGR = a*pesoID

Donde b para varias especies de salmdnidos es -0.35 y a es la tasa de crecimiento para un

pez de 1g de peso corporal (Jobling, 1993).



Hormona de crecimiento

En vertebrados, la hormona de crecimiento (GH) es la principal hormona involucrada en el
crecimiento somatico y la diferenciacion (Chang y Wong, 2009; Fox y col., 2006; Reinecke
y col.,, 2005). Se sintetiza principalmente en los somatotréopos que se encuentran
bordeando la neurohipdfisis a nivel de la pars distalis proximal (PDP) de la adenohipdfisis
(Kawauchi & Sower, 2006; Bernier y col, 2009; Pandolfi y col., 2009). Su expresidn no solo
se restringe a los somatotropos, sino que también hay varios tejidos extra hipofisarios en
los que se detectd su expresion, como por ejemplo en el cerebro, células del sistema
inmune y gonadas, lo cual sugiere una accion autocrina/paracrina en dichos sitios (Biga y
col., 2004; Li y col., 2005; Sciara y col., 2006; Canosa y col., 2007). En peces, GH no sélo
estd involucrada en el crecimiento somatico, sino que ademds se relaciona con una
multiplicidad de funciones bioldgicas como el metabolismo energético (Albalat y col.,
2005; Leung & Woo, 2010; Mommsen, 2001), la reproduccién (Gomez y col., 1998), la
alimentacion (Johansson y col., 2005), la osmoregulacién (Mancera y col., 2002; Sakamoto
& McCormick, 2006), el comportamiento (Jonsson y col., 2003) y funciones inmunoldgicas
(Shved y col., 2011). Por este motivo GH es considerada una hormona pleiotrépica o

pluripotente (Chang y Wong, 2009; Reinecke y col., 2005).

GH es una hormona polipeptidica simple cadena de entre 21-23 kDa en peces teledsteos y
al igual que en tetrdpodos, posee 2 puentes disulfuro intramoleculares altamente
conservados, que son importantes para su actividad biolégica, y un sitio de N-glicosilacién
(Cavari y col, 1994; Martinez-Barberd y col., 1994; Kopchick & Chen, 1999). La estructura
génica de GH en peces es variable, presentado en algunos grupos 5 exones y 4 intrones,
tal como en tetrapodos, o 6 exones y 5 intrones, donde se estima que los exones 5y 6 son
producto de la insercién de un intrén en el ultimo exén (Chang y Wong, 2009). GH
pertenece a una familia de péptidos estructural y evolutivamente relacionados, de la cual
también forman parte otras hormonas hipofisarias como prolactina (PRL) y somatolactina
(SL), esta ultima exclusiva de peces y ausente en tetrapodos, y otras extrahipofisarias
como el lactégeno placentario (PL) y otras citoquinas (Forsyth & Wallis, 2002; Kawauchi &
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Sower, 2006; Chang y Wong, 2009). GH en C. dimerus, de 25,5kDa ha sido caracterizada
por Pérez Sirkin y col. (2012). El péptido consta de 204 aminodacidos con 4 residuos de

cisteina y un probable sitio de glicosilacion en posicion N-terminal.

La secrecion de GH por parte de los somatotropos se encuentra regulada por varios
factores hipotalamicos. En mamiferos, esta regulacidon esta dada principalmente, aunque
no exclusivamente, por el factor inhibitorio somatostatina (SS-14), y por el estimulatorio
GHRH (de growth hormone releasing hormone, por sus siglas en inglés), en lo que se
denomina clasicamente como el ejemplo paradigmatico de un sistema de “control dual”
de la secrecion de hormonas hipofisarias (Gahete y col, 2009). Este tipo de regulacién
resulta en un patréon de secrecion pulsatil de GH, que al igual que en mamiferos, ha sido
documentado en peces (Chang & Wong, 2009; Gahete y col, 2009). Por otra parte, la
regulacion de la secrecién de GH en peces ha demostrado ser mas compleja que en
mamiferos, pues es multifactorial (Rousseau & Dufour, 2004). En este grupo, la secrecién
de GH estd bajo inhibicién tonica dada por SS-14, y el principal factor estimulante seria
PACAP (de pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide, por sus siglas en inglés) y no
GHRH. Ademds, toman relevancia otros factores estimulatorios tales como el factor
liberador de gonadotrofinas (GnRH, por sus siglas en inglés), el factor liberador de
tirotrofina (TRH, por sus siglas en inglés), el neuropéptido Y (NPY), la hormona liberadora
de corticotrofina (CRH, por sus siglas en inglés), dopamina y colecistoquinina (CCK), entre

otros (Canosa y col. 2007; Gahete y col, 2009; Chang & Wong, 2009).

Receptor para la hormona de crecimiento

Los receptores tipo citoquina clase 1 son receptores involucrados en una multiplicidad de
procesos fisioldgicos como son el crecimiento postnatal, la eritropoyesis, mielopoyesis,
lactacion y metabolismo (Brooks y col., 2014). El receptor de la hormona de crecimiento,
GHR (growth hormone receptor, por sus siglas en inglés), pertenece a este grupo junto con

otros receptores tales como los de PRL, eritropoyetina y leptina (Bazan, 1990). Son
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receptores de un paso de membrana, con una region extracelular ECD (extra cellular
domain, por sus siglas en inglés) de unidn al ligando en el extremo N-terminal, una region
transmembrana TMD (trans membrane domain, por sus siglas en inglés) y una region
intracelular ICD (intra cellular domain, por sus siglas en inglés) de longitud variable hacia el
extremo C-terminal (Bazan, 1990; Cunningham y col.,, 1991; de Vos y col., 1992;
Moutoussamy y col., 1998). Esta clase de receptores ademds, se caracterizan por
presentar en el ECD 2 dominios tipo fibronectina Ill de aproximadamente 100
aminoacidos, formados por 7 hebras B que conforman una lamina B en forma de barril, 4
cisteinas conservadas y un motivo WSXWS (triptéfano-serina-cualquier aminoacido-
triptofano-serina) cercano a la membrana plasmatica (Bazan, 1990; de Vos y col., 1992;
Moutoussamy y col., 1998). El TMD forma una estructura de a-hélice de entre 22 a 28
aminodcidos, seguido por le ICD que contiene dos regiones bien conservadas a través de
los distintos tipos de receptores y especies: un motivo rico en prolina denominado Box 1,
gue se ubica cercano a la membrana plasmatica y otro mas hacia el extremo C-terminal
llamado Box2 (Bazan, 1990; Moutoussamy y col., 1998). Estos motivos estdn involucrados
en la transduccién de sefiales luego de la activacion del receptor tras la unién del ligando
(Brooks y col., 2008, 2014; Deng y col., 2012). Ademas, el ICD presenta una serie de
residuos tirosina luego de la Box 2, que son susceptibles a fosforilacion por tironsin-

kinasas (Carter-Su y col., 1996).

GHR estd asociado a la via de sefializacidon intracelular JAK2 (janus kinasa 2)/STATS (signal
transducer and activator of transcription 5, por sus siglas en inglés) (Argetsinger y col.
1993; Carter-Su y col., 1989, 1996). La activacién del GHR por la unién de GH al ECD
conduce a la activaciéon de la tirosin kinasa JAK2 que posteriormente fosforila y activa al
factor de transcripcién STATS5, el cual se transloca al nucleo y se une al ADN en sitios
especificos alterando la expresidn de genes target, como por ejemplo el gen de IGF-1. El
mecanismo de accidon de GHR ha sido estudiado ampliamente en mamiferos (Carter-Su y
col., 1996; Deng y col., 2012; Brooks y col., 2008, 2014). GHR en ausencia de GH estd
presente en la membrana plasmatica como homodimero. La unién de GH a uno de los

receptores facilita la interacciéon de la hormona con el otro receptor del homodimero,



dando asi una relacidon estequiométrica 1:2 GH/GHR (de Vos y col., 1992). Esta union
resulta en un cambio conformacional y en la rotacidn relativa de cada cadena del dimero
gue deriva en una separacion de sus dominios intracelulares, alejando espacialmente a los
Box1 de cada receptor del homodimero. Este desplazamiento conduce a la activacion por
fosforilacion de JAK2 que a su vez fosforila los residuos tirosina del ICD. STAT5 mediante el
dominio SH2 (Src homology 2, por sus siglas en inglés) reconoce e interacciona con estos
sitios y resulta fosforilado entonces por JAK2. Es importante destacar que la tirosin kinasa
JAK2 estd constitutivamente asociada al Box1 pero inactiva. Su sitio catalitico esta inhibido
por el dominio pseudoquinasa del JAK2 asociado al Boxl del otro receptor del
homodimero. La activaciéon del receptor por GH conlleva la separacidon de los Box1,
desplazando al dominio pseudoquinasa del sitio activo de JAK2, lo cual resulta en la

fosforilacion mutua de las tirosin kinasas JAK2 (Brooks y col., 2014).

Dominio do
dimerizacion

Dominko extraceiular

(ECD) -

Espacio extracelutar

NG '/'—

E Membrana plasmatica

—
Doménio transmembrans
(THD)

-
-—— box:
- - o

Dominio Intraceiular
( ICD) i . ‘

Espacio Intracedular

Figura 1: Esquema del receptor para GH. El receptor funcional es un homodimero compuesto
dos por cadenas polipeptidicas idénticas de un paso de membrana. En la region extracelular se
observa el dominio tipo fibronectina Ill (en violeta) y la region de dimerizacion. Obsérvese la
configuracion en a-hélice del TMD. En el ICD se ubican los motivos Box 1 y Box2, representados
en rojo, cerca de la membrana plasmatica. Adaptado de Brooks y col. (2014).



GHR en peces

El receptor para la hormona de crecimiento en peces fue identificado por primera vez en
Scophthalmus maximus (Pleuronectifomes) (Calduch-Giner y col., 2001) y en Carassius
auratus (Cypriniformes) (Lee y col.,, 2001) a partir de la secuenciacion del ADN copia
(cDNA) mediante la transcripcién reversa del ARN mensajero (ARNm) y posterior reaccién
en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Las secuencias aminoacidicas inferidas a partir del
cDNA mostraron que el receptor obtenido tenia las caracteristicas tipicas de los
receptores tipo citoquina de clase 1, es decir, un ECD de unidn al ligando con dos dominios
tipo fibronectina Il y un nuimero conservado de cisteinas, una regién hidrofdbica
transmembrana y un ICD con los motivos Box1l y Box 2 y hasta 9 residuos tirosina.
Ademas, la comparacién con los GHRs de mamiferos y aves dieron cuenta de una similitud
de entre 32 al 40%. A pesar de la baja similitud en la secuencia, ciertas regiones se
mostraron muy conservadas: el motivo FGEFS en el ECD (que en los receptores para GH
reemplaza al motivo WSXWS encontrado en los otros receptores de la familia), que es
idéntico al presente en aves y Xenopus laevis, pero distinto al de mamiferos que es YGEFS;
un total de 7 residuos cisteina en el ECD, 6 de los cuales estan involucrados en puentes
disulfuro y son importantes en el reconocimiento del ligando y 9 residuos tirosina en el
ICD. Una caracteristica distintiva, por otra parte, es la ubicacidn de uno de los 7 residuos
tirosina en el ECD: en aves y mamiferos este residuo se localiza hacia el extremo C-
terminal del ECD, cercano a la membrana plasmatica y posterior al motivo YGEFS y es
importante en la dimerizacion del receptor; sin embargo, en las secuencias obtenidas en
peces, esta cisteina se localiza antes de motivo FGEFS, a unos 30 aminoacidos de la
membrana plasmatica. La conservacion de los motivos Box1 y Box2, junto a los residuos
tirosina en el ICD, sugieren que los mecanismos de transduccidén de sefiales estan muy

conservados en los vertebrados (Calduch-Giner y col., 2001; Lee y col., 2001).

Si bien la caracterizacién de GHR en peces por comparacion de la secuencia con la
mamiferos y aves mostraron un alto grado de conservacién de motivos clave para el

reconocimiento del ligando, dimerizacién y transduccién de sefiales, Lee y col. (2001)
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realizaron ensayos para determinar si el receptor caracterizado en C. guratus respondia a
GH humana (hGH). En una primera instancia los ensayos en células transfectadas CHO-K1
expresando el receptor dieron cuenta de una curva dosis-respuesta en forma de campana
asimétrica, concordante con el modelo de dimerizaciéon del receptor y un solo ligando,
mientras que PRL no pudo evocar esta respuesta. Luego, mediante ensayos de genes
reporteros en células CHO-K1 se demostré que hGH producia un aumento en la expresidon
del gen reportero bajo el promotor Spi2.1 (serin protein inhibitor 2.1, por sus siglas en
inglés), que se sabe contiene elementos en cis que unen STATS5. A partir de estos
resultados, Lee y col. (2001) concluyeron que el receptor clonado y secuenciado de C.
auratus era el receptor para la hormona de crecimiento. Tse y col. (2003) obtuvieron
resultados similares en Acanthopagrus schlegeli (Perciformes) pero esta vez con GH

especifico.

Estudios posteriores caracterizaron GHR en varias especies de peces teledsteos (Ozaki y
col., 2002; Calduch-Giner y col. 2003; Tse y col., 2003; Fukada y col., 2004; Kajimura y col.,
2004; Nakao y col., 2004), obteniendo resultados muy similares en cuanto a la estructuray
secuencia, en los que se destacan siete residuos cisteina en el ECD, tres involucrados en
uniones disulfuro intracatenario y uno en la dimerizacion del receptor rio arriba del
motivo FGEFS; y 9 residuos tirosina en el ICD. La estructura génica de GHR fue
caracterizada por primera en peces teledsteos en base a la secuencia de un
Pleunectiforme S. maximus y un Perciforme Sparus aurata, mostrando una estructura muy
similar entre ellos (Pérez-Sanchez y col., 2002) y dieron cuenta de un intrén Unico de
peces entre los exones 10/10A, el cual en algunas especies se conserva en el transcripto
maduro sin cambiar el marco de lectura y da lugar a un GHR de mayor longitud (Tse y col.,
2003). Por otra parte, Nakao y col. (2004), a partir de la secuencia del cDNA y génica de
GHR de otro Pleunectiforme Paralichthys olivaceus, mostraron que el gen de GHR estd
conformado por 10 exones. De acuerdo a su nomenclatura, el exdn 1 contiene a la regién
5’-UTR; los exones 2, 3, 4,5y 6 el ECD; el exdn 7 el TMD vy los exones 8 a 10 el ICD mas el
3’-UTR. Es importante notar que en el GHR humano el TMD es codificado por el exén 8 y el

Box 1 por el exdn 9, mientras que en P. olivaceus el TMD estd codificado por el exén 7 y el



Box 1 por el exdon 8. De todos modos, en P. olivaceus también se encuentra el intrén

10/10A, aunque los autores denominan 9 y 10 a los exones flanqueantes a dicho intron.

Dos tipos de GHR en peces: GHR1 y GHR2

Discrepancia entre las secuencias de GHR de peces

Al haberse obtenido la secuencia de GHR en un nimero cada vez mayor de especies de
peces teledsteos, se hizo evidente la aparicion de diferencias caracteristicas entre las
mismas. Por un lado, el grupo de GHR de peces no salménidos con las caracteristicas
previamente descriptas: 7 residuos cisteinas en el ECD y 9 residuos tirosina conservados
en el ICD; por otro, las secuencias obtenidas en el grupo de los salmdnidos, que si bien no
habian sido publicas hasta el momento, si habian sido cargadas en base de datos publicas
(GENBANK). Este ultimo grupo mostraba en el ECD sélo cinco residuos cisteina y 6
residuos tirosina en el ICD en posiciones conservadas. De alli que algunos autores hayan
explicado esta diferencia postulando la presencia de dos linajes diferenciados de GHR, uno
caracteristico de salmdnidos y otro caracteristico de no salménidos, cada grupo
expresando sélo uno de los dos tipos de receptores (Tse y col., 2003; Jiao y col., 2006).
Ademas, y mediante ensayos de binding por afinidad y competencia, Fukada y col. (2004)
demostraron por primera en un salménido, Oncorhynchus masou (Salmoniformes), que
GHR unia especificamente GH pero no PRL ni SL. De modo que se postulé a GHR de
salmdnidos también como un auténtico receptor para GH. De manera interesante, los
mismos autores al momento de clonar y secuenciar GHR obtuvieron otra secuencia
relacionada (Fukada y col.,, 2005). Sorprendentemente, la misma conservaba las
caracteristicas de los GHR de los no salménidos. Al realizar los ensayos de binding de
afinidad y competencia estos autores llegaron a la conclusiéon de que este GHR era en

realidad el receptor para la hormona SL, denominandolo SLR (Fukada y col., 2005).



Figura 2: Arbol filogenético de las secuencias de los receptores para la hormona de crecimiento
de peces teledsteos y otros vertebrados. En purpura se muestran agrupadas las secuencias de
GHR2 y en violeta las de GHR1. Extraido de Ellens y col. (2013)

10



Coexistencia de GHR1 y GHR2

La hipotesis de los receptores tipo salmdénido y no salménido fue puesta en duda al
descubrirse que la trucha arcoiris Oncorhychus mykiss (Salmoniformes) presentaba el
receptor del tipo de los no salmdnidos (Gémez-Requeni y col., 2005). Esta observacién
sugirié que posiblemente coexistieran en una misma especie ambos tipos de receptores y
qgue los mismos fueron conservados evolutivamente en todas las especies de peces
teledsteos (Saera-Vila y col., 2005). Los estudios llevados a cabo por Saera-Vila y col.,
(2005) vy Jiao y col., (2006) demostraron que efectivamente ambos tipos de receptores
coexisten en una variedad de especies de teledsteos. El alineamiento y anlisis
filogenético de estas secuencias dio como resultado la formacidon de dos clados bien
diferenciados, uno que se correspondian con los receptores denominados previamente
como no salmdnido, y otro clado con los receptores tipo salménido (Figura 2). Los autores
designaron a estos clados como GHR tipo 1 y GHR tipo 2, o GHR1 y GHR2,
respectivamente. Estos dos tipos de receptores se diferencian principalmente en la
cantidad de residuos cisteina en el ECD vy los residuos tirosina en el ICD. Mientras que
GHRL1 tiene entre 6 y 7 cisteinas, GHR2 presenta 4 a 5 (Jiao y col., 2006). El ICD de GHR1
conserva 9 residuos tirosina, pero GHR2 sélo presenta 6. Ademds, GHR1 tiene un intrén
extra entre los exones 10 y 10A, que es una caracteristica sélo observada en peces
teledsteos; sin embargo, GHR2 no tiene este intrén extra. Luego, ambos tipo de

receptores conservan las caracteristicas tipicas de los receptores para GH.

¢Cudl es el receptor para GH?

Las primeras caracterizaciones funcionales del receptor fueron realizadas para GHRI1.
Mediante ensayos de binding, proliferacién y de genes reporteros con GH heterdlogo y

especifico se determind que GH efectivamente podia activar a GHR1 y conducir a una
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respuesta biolégica (Lee y col.,, 2001; Tse y col., 2003). Otros ensayos de binding
competitivo realizados en Oreochromis mossambicus (Perciformes) demostraron que GH
se une especificamente a GHR1 (EDs0=0.85ng), pero no PRL (EDso=333.3ng). En cuanto a
GHR2, se demostré en el salménido O. masou que este receptor también responde
especificamente a GH especifico, pero no a SL ni PRL (Fukada y col., 2004). En paralelo, los
ensayos realizados para GHR1 en la misma especie mostraron que este receptor respondia
a GH sdlo a concentraciones muy elevadas (EDsp=124ng/ml), no respondia a PRL, pero si a
SL (EDsp=15.6ng/ml) (Fukada y col.,, 2005). En base a estos ultimos resultados en
salménidos y al analisis gendmico de Oryzias latipes (Beloniformes), se propuso que GHR1
es en realidad el receptor para SLy GHR2 el de GH (Fukada y col., 2004, 2005; Fukamachiy
col., 2005; Fukamachi & Mayer, 2007). Ademas, se propuso que GHR1 y GHR2 son el
producto de una duplicacién gendmica especifica de teledsteos (Saera-Vila y col., 2005;
Jiao y col., 2006; Fukamachi & Meyer, 2007). Segun esta propuesta, los receptores del tipo
1 para GH en realidad serian los receptores para SL, y los del tipo 2 los receptores para
GH. Esta hipdtesis es netamente filogenética y se basa en que dado que GHR1 de O.
masou une especificamente a SL y GHR2 a GH, todos los otros GHR del clado de GHR1
deberian ser los receptores para SL, o SLR; mientras que los GHR que se agrupan en el
clado de GHR2 deberian ser los receptores para GH. Sin embargo, esta clasificacidon ha sido
ampliamente cuestionada (Chen y col., 2011; Ellens y col., 2013; Reindl & Sheridan, 2012).
Un exhaustivo estudio realizado en Danio rerio (Cyprinifomres) demostré categdricamente
gue GHR1 no es el receptor para SL, al menos en esa especie, pero que tanto GHR1 y
GHR2 si responden a GH (Chen y col., 2011). Estos autores demostraron ademadas que
GHR1 puede activar la expresién de los genes Spi2.0, c-fos y B-caseina, mientras que GHR2

es incapaz de activar c-fos (Chen y col., 2011; Jiao y col., 2006).

GHRs en C. dimerus

Una de las caracteristicas que se le atribuyen a la hormona SL es la regulacién de la

pigmentacion (Fukamachi y col., 2004). En el pez medaka O. /atipes, una mutacién en el
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gen de SL conduce a una linea de peces denominados ci (color interfere, por sus siglas en
inglés) que son fenotipicamente mas pdlidos que la linea salvaje (Fukamachi y col., 2004).
En este sentido, el receptor de tipo 1 para GH, GHR1/SLR, ya ha sido secuenciado en C.
dimerus (Canepa y col.,, 2012). Estos autores han demostrado que los niveles del
transcripto de GHR1 estdn asociados a los cambios de pigmentaciéon en relacién a la
adaptacion a la coloracién del entorno. En ambientes oscuros, tanto la hormona SL como
el GHR1 aumentan su expresién comparados a la expresion de los mismos en entornos
claros. En base a estos resultados los autores propusieron que en C. dimerus GHR1 seria el
receptor para SL, denomindndolo SLR (Cédnepa y col., 2012), en concordancia con lo
propuesto por Fukada y col. (2005), Fukamachi y col. (2005) y Fukamachi & Mayer (2007).
Sin embargo, queda el interrogante de si este receptor conserva las caracteristicas
funcionales de receptor para la hormona de crecimiento, como es la regulacién del
crecimiento. Por otra parte, GHR2 aun no ha sido secuenciado en esta especie. En estas
circunstancias, seria de suma relevancia evaluar la expresion de ambos tipos de
receptores bajo condiciones que arresten el crecimiento somatico, como por ejemplo los

protocolos de restriccién alimentaria.

Isoformas del receptor

Los receptores pertenecientes de la superfamilia de receptores clase 1 de citoquinas
presentan muchas caracteristicas similares en cuanto a su estructura, principalmente en el
dominio extracelular y regiones especificas del dominio intracelular (Bazan, 1990).
Muchos de estos receptores, ademds de su forma funcional completa anclada a la
membrana plasmatica, presentan isoformas mas cortas producto de procesamientos
postranscripcionales y/o postraduccionales (Rose-John & Heinrich, 1994; Edens &
Talamantes, 1998). Estas isoformas comprenden a las proteinas de unién al ligando o
binding proteins (BPs, por sus siglas en inglés), a las formas truncadas del receptor pero

ancladas a membrana, y otras formas que difieren en el extremo 5 UTR. Las BPs son las
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formas solubles del receptor y se corresponden esencialmente con la regién extracelular
del mismo, aunque esto depende de la forma en la cual se genere la BP. Uno de los
mecanismos consiste en la protedlisis limitada de la region extracelular del receptor,
proceso denominado shedding, por medio del cual una metaloproteasa cliva la regién
extracelular del receptor cerca del dominio transmembrana, dejando un producto soluble
que conserva los dominios de unién al ligando y es exactamente igual a la secuencia
aminoacidica de la region extracelular del receptor (Sotiropoulos y col., 1993; Saito y col.,
1995; Alele y col., 1998; Zhang y col., 2000). La enzima que cataliza esta reaccién ha sido
caracterizada para GHR en mamiferos y corresponde a la metaloproteasa TACE/ADAM-17
(Zhang y col., 2000), que ademas estd involucrada en el clivaje de otras moléculas de
membrana (Black y col., 1997; Moss y col., 1997; Peschon y col., 1998). Por otra parte, la
BP puede ser generada como producto del procesamiento diferencial de ARNm del
receptor, por medio del cual se pierden las regiones transmembrana e intracelular del
mismo. La BP asi formada difiere de la region extracelular hacia su extremo C-terminal,
donde presenta una serie de aminoacidos distintos a la misma regién del receptor
completo y conforma una region C-terminal hidrofilica (Edens & Talamantes, 1998;
Calduch-Giner y col., 2001). Se han atribuido efectos agonisticos y antagdnicos para las BP
en mamiferos, tanto en estudios in vitro como in vivo (Rose-John & Heinrich, 1994;
Baumann, 2002), donde por un lado las BP actuan como un reservorio de ligando
aumentando la vida media de la misma en circulacidn y su biodisponibilidad, y por otro,
compitiendo por la unién al ligando con el receptor anclado a membrana, formando
dimeros no funcionales con el receptor completo, o por disminucién en la abundancia de
receptores funcionales por clivaje de los mismos o “decapitacion” del receptor (Baumann,
2002). El procesamiento del transcripto primario del receptor también puede dar lugar a
otras isoformas mas alla de la BP, y se producen por el truncamiento de gran parte de la
region intracelular del receptor (Edens & Talamantes, 1998). Estas isoformas ancladas a
membrana conservan la region extracelular de unién al ligando, la regién transmembrana
y un fragmento de la regién intracelular. Caracteristicamente carecen de los motivos Box 1

y Box 2, perdiendo asi la capacidad de transduccién de senales propias del receptor
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funcional (Edens & Talamantes, 1998). Se ha demostrado para GHR en mamiferos que
estas isoformas pueden actuar como dominantes negativos al formar heterodimeros con
el receptor completo, y a la vez son mds susceptibles que el receptor completo para la
formacién de GHBP por protedlisis (Ross y col., 1997; Dastot y col., 1996, 1998; Edens &
Talamantes, 1998; lida y col., 1999, 2003).

En peces se ha determinado la presencia de GHBP en varias especies, como en la trucha
arcoiris O. mykiss (Sohm y col., 1998), S. aurata (Zhang & Marchant, 1999) y Acipenser
sinensis (Liao & Zhu, 2004; Liao y col., 2009), aunque todavia no se conoce si GHBP es
generada por protedlisis o es una variante del ARNm de GHR. Al respecto, Calduch-Ginery
col. (2001) han hipotetizado que el mecanismo seria por protedlisis, pues han observado
en S. maximus la presencia de una forma truncada del receptor anclado a membrana,
argumentando que en estudios realizados en mamiferos estas formas son mas

susceptibles a producir GHBP que el receptor completo.

Factor de crecimiento tipo insulina 1

El factor de crecimiento tipo insulina 1 o IGF-1 (insulin-like growth factor 1, por sus siglas
en inglés) es una hormona polipeptidica de entre 68 a 70 aminodcidos sintetizada y
liberada a circulacién principalmente por el higado y cuyas funciones bioldgicas abarcan
procesos metabdlicos y anabdlicos (Wood y col., 2005). Originalmente esta hormona fue
descripta como “factor de sulfatacién”, pues estudios in vivo e in vitro llevados a cabo en
mamiferos a mediados del siglo XX mostraron que la incorporacién de sulfato al cartilago
en crecimiento estimulado por la hormona de crecimiento era mediado por un factor
presente en suero (Denko & Bergenstal, 1955; Salmon & Daughaday, 1957). El analisis y
caracterizacion de dicho suero condujo a la identificacion de tres factores en el mismo,
denominados somatomedina A, B y C (Hall & Uthne, 1971; Van Wyk y col., 1974), tal
nombre debido a su rol mediador de los efectos bioldgicos de GH (Daughaday y col.,

1972). En otra serie de estudios independientes sobre adipocitos encontraron un factor en
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suero con efectos bioldgicos caracteristicos de insulina, pero que sin embargo no podian
ser suprimidos cuando el suero era tratado con un anticuerpo contra insulina. A esta
actividad remanente se la denomind “actividad tipo insulina no suprimible, o NSILA (non
suppresible insuline-like activity, por sus siglas en inglés), cuyo efecto es el aumento en la
entrada de glucosa a la célula (Froesch y col., 1963). A su vez, se describié en suero un
factor cuyo efecto bioldgico era la estimulacion de la proliferacion celular y sintesis de
ADN, denominado MSA (multiplication-stimulating activity, por sus siglas en inglés) y que
tampoco podia ser suprimido con anticuerpos contra insulina (Pierson & Temin, 1972). La
secuenciacion de NSILA dio como resultado la identificacidon y descripcion de NSILA-1 y
NSILA-2 (Rinderknecht & Humbel, 1978a,b), los cuales fueron renombrados como IGF-1 e
IGF-2 respectivamente por su similitud estructural con proinsulina. Asi mismo, se pudo
saber que la somatomedina C es IGF-1, mientras que MSA es IGF-2 (Klapper y col., 1983;
Marquardt y col., 1981). Por su parte, somatomedia A es la somatomedina C deaminada
mientras somatomedina B dejd de ser considerada una somatomedina y fue caracterizada

como EGF (epidermal growth factor, por sus siglas en inglés).

Estructura

Tanto IGF-1 como IGF-2 son hormonas polipeptidicas muy conservadas evolutivamente en
los vertebrados y estdn relacionadas estructural y funcionalmente a insulina. IGF-1 es
sintetizada como preprohormona, y luego de la escisidn del péptido senal, la prohormona
gueda constituida por 5 dominios bien diferenciables, denominados B-C-A-D-E desde el
extremo N- al C- terminal respectivamente. La maduracién postraduccional final implica la
eliminacion del dominio E y a diferencia de insulina, la cual no posee este dominio, IGF-1

conserva el dominio D (Duan, 1997; Wood y col., 2005; Duan y col., 2010).

IGF-1 es sintetizado principalmente por el higado, hecho que se desprende de estudios
realizados en ratones transgénicos con el sistema de knock out (KO) condicional Cre-loxP,

donde la delecién de IGF-1 dirigida a higado redujo en un 75% la concentracion de IGF-1
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circulante en comparacion con la linea de ratones salvaje (Yakar y col., 1999; Sjorgren y
col., 1999). No obstante, la expresion de IGF-1 no se restringe al higado, pues se expresa
en una amplia variedad de tejidos extra hepaticos (Daughaday & Rotweir, 1989; Jones &

Clemmons, 1995).

Efectos biologicos de IGF-1

Los efectos bioldgicos descriptos en mamiferos para IGF-1 incluyen la estimulacion de la
entrada glucosa a la célula, lipogénesis, sintesis de glucdgeno y la incorporacidon de
aminodcidos, presumiblemente actuando a través de los receptores de insulina (Binoux,
1995). Ademas estimula la proliferacion celular, la sintesis de proteinas, de ADN y ARN,
disminuye la degradacién de proteinas, esta involucrada el crecimiento celular y migracién
celular, en la inhibicion de la apoptosis y modulacién de la sintesis de hormonas

esteroideas y citoquinas (Le Roith y col., 2001; Wood y col., 2005).

Los ensayos biolégicos midiendo la incorporacion de sulfato al cartilago permitieron
mostrar un rol fundamental de IGF-1 en el crecimiento y fueron fundamentales para el
establecimiento de la hipdtesis inicial de las somatomedinas por cuanto IGF-1 actuaba
como mediador de los efectos biolégicos de GH en el crecimiento (Le Roith y col., 2001). El
desarrollo de ratones KO para IGF-1, IGF-2 y para ambas IGFs mostraron asimismo un rol
fundamental de los IGFs en el crecimiento pre y posnatal. En ratones KO para IGF-1 o para
IGF-2 el peso al nacer es sélo el 60% de la linea salvaje, mientras que en ratones KO para
ambas IGFs el peso al nacer es del 30% de los valores normales, muriendo al poco tiempo
(Baker y col., 1993; De Chiara y col., 1990; Liu y col., 1993). Esto constituye una fuerte
evidencia de los efectos de los IGFs en el crecimiento pre y posnatal. Ademas, se ha
documentado en humanos que una delecién en IGF-1 estd asociada al enanismo severo

(Woods y col., 1996).
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Receptores de IGFs

El sistema de IGFs esta constituido por los ligando, IGF-1 e IGF-2, sus receptores y las
proteinas de unidn a IGFs denominadas IGFBPs (IGF binding proteins, por sus siglas en
inglés) (Duan, 1997; Le Roith y col., 2001; Wood y col., 2005). Los receptores de IGFs son
dos receptores de membranas diferentes, denominados IGF-1R e IGF-2R. IGF-1R es un
receptor de un paso de membrana con actividad tirosin kinasa que muestra una alta
similitud de secuencia y estructural con el receptor de insulina. IGF-1R presenta una alta
afinidad por IGF-1, pero también interacciona con IGF-2 y con mucha menor afinidad con
insulina. Es un receptor tetramérico conformado por una subunidad a ubicada en la
region extracelular y que interacciona con el ligando, unida a una subunidad B mediante
puentes disulfuro, de ubicacién intracelular, con actividad tirosin kinasa y que ademads
posee el dominio transmembrana. Cada hemireceptor a une otro igual mediante uniones
disulfuro constituyendo el receptor tetramérico funcional de tipo a,B, (Le Roith y col.,
1995). La importancia de IGF-1R en el desarrollo queda reflejada por el hecho de que en
ratones KO para IGF-1R el peso al nacer es un 45% del peso de la linea salvaje y luego
mueren a poco de nacer (Baker y col., 1993; Liu y col., 1993), y que el desarrollo de los
huesos se ve afectado en ratones KO condicional especifico de osteoblastos (Zhang y col.,
2002). Por otra parte, el receptor tipo 2, o IGF-2R, es estructuralmente diferente a IGF-1R,
y en mamiferos muestra una afinidad 100 veces mayor por IGF-2 que por IGF-1. Es una
receptor monomérico caracterizado como el receptor de manosa-6 fosfato y estd

involucrado en la degradacién lisosomal de IGF-2 (Kornfeld, 1992).

IGFBPs: proteinas de union a IGFs

Las IGFBPs son proteinas de secrecion que se encuentran en el medio extracelular,
particularmente en circulacidén y poseen una alta afinidad por IGF-1 e IGF-2 que es igual o

incluso mayor que la de sus respectivos receptores. Estas proteinas funcionan como
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proteinas transportadoras en circulacion, regulan el recambio de IGF-1 e IGF-2 y sus vidas
medias (Jones & Clemmons, 1995). Hay descriptas seis IGFBPs en mamiferos numeradas
de 1 ala 6. De éstas, IGFBP3 es la mdas abundante en circulacién, y se encuentra formando
un complejo ternario con el ligando, IGF-1 o IGF-2, y con otra proteina denominada ALS
(acid labile subunit, por sus siglas en inglés). Este complejo compromete al 80% de IGF-1
en circulacién en rata y prolonga la vida media de la misma de 10 minutos a 12-15 horas
(Hodgkinson y col., 1987; Guler y col., 1989). Estructuralmente las IGFBPs mantienen una
organizacién comun, con un dominio N-terminal y C-terminal ricos en cisteinas, entre los
cuales se establecen uniones disulfuro, y que intervienen en el reconocimiento a las IGFs
(Brinkman y col., 1991; Forbes y col., 1998; Hobba y col., 1998; Neumann & Bach, 1999;
Chelius y col., 2001; Clemmons, 2001). Ademas, se ha postulado un rol modulador para las
IGFBPs en la interaccidon entre los IGFs y sus receptores como asi también un rol protector
por cuanto evitaria la degradacién proteolitica de los IGFs en circulacion (Clemmons,
2001; Duan, 2002; Firth & Baxter, 2002). Por otra parte, también se han descripto efectos
biolégicos de IGFBPs independientes de IGFs (Andress & Birnbaum, 1992; Jones y col.,
1993; Oh y col., 1993; Clemmons, 2001; Firth & Baxter, 2002).

IGFs en peces

La mayoria de los estudios de IGF-1 en peces se ha centrado en la identificacidon de IGF, en
el desarrollo de ensayos para medir los niveles plasmaticos y de ARNm de diversos tejidos
en respuesta a una variedad de condiciones nutricionales y de estaciones climaticas, y
evaluando el control de la sintesis y liberacién de IGF-1 por parte de GH vy otros factores
como la hormona tiroidea (TH) o estrégenos. IGF-1 presenta una alta similitud entre peces
y mamiferos en cuanto a su estructura, regulacién y funcion (Reinecke & Collet, 1998). En
muchas especies de peces, los niveles plasmaticos de IGF-1 o la expresién de su
mensajero, correlacionan con la cantidad de alimento ingerido, su contenido proteico y
con la tasa de crecimiento (Duan, 1998; Beckman y col.,, 2004). Se ha descripto un
incremento de IGF-1 con la temperatura (Beckman y col., 1998) y la duracién del dia
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(McCormick y col., 2000). Ademas, McCormick y col. (1992) demostraron mediante el uso

de implantes que IGF-1 estimula el crecimiento en Oncorhynchus kisutch (Salmoniformes).

En peces teledsteos no sélo se ha detectado el transcripto de IGF-1, sino también el de
IGF-2, en higado y en numerosos érganos tales como el cerebro, ojos, branquias, tracto
gastrointestinal, pancreas, rifién, muisculo esquelético, bazo y génadas (Reinecke y col.,
2005). Por otra parte, se ha demostrado que IGF-2 regula el metabolismo en células
musculares de la trucha (Codina y col., 2004), indicando que IGF-2, al igual que IGF-1,
podria actuar no sélo como factor de crecimiento sino también como una hormona
metabdlica. Ademas existe cierta evidencia que indica que IGF-2 e IGF-1 activan
potencialmente la proliferacién celular y la sintesis de ADN en el pez zebra D. rerio (Pozios
y col., 2001). Tanto IGF-1 como IGF-2 estarian regulados por GH en todos los drganos, lo
cual convierte a los peces teledsteos Unicos en relacidén a otros vertebrados, en cuanto a

gue GH regularia principalmente a IGF-1 (Reinecke y Collet, 1998).

IGF-1 fue identificada por primera vez en teledsteos en el salmén O. kisutch (Cao y col.,
1989) y subsecuentemente en varias especies mas (Duan, 1997; Wood y col., 2005). La
estructura y secuencia de IGF-1 se encuentra altamente conservada en teledsteos como
asi también en relacidn a otros vertebrados (Duan, 1997), donde por ejemplo la similitud
global respecto de IGF-1 en humanos es de entre el 72 y 80% (Duan, 1997; Wood y col.,
2005). Los cDNA obtenidos a partir de los ARNm de estas especies de peces teledsteos
muestran que el mismo da lugar a una preprohormona de entre 159 a 193 aminoacidos
dependiendo la especie, y que luego de la escision del péptido senal, la prohormona
gueda conformada por los dominio D-B-A-D-E, tal como ocurre en mamiferos. A su vez, el
dominio E es clivado para dar lugar a la hormona madura conformada por 68 a 70

aminodacidos de longitud, nuevamente dependiendo de la especie (Wood et al, 2005).
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Crecimiento compensatorio

Se observa frecuentemente que luego de un periodo de retardo en el crecimiento debido
a condiciones de entorno desfavorables hay un crecimiento acelerado (Ali y col., 2003).
Este fendmeno se denomina crecimiento compensatorio y fue descripto inicialmente en
mamiferos y en otros animales domésticos endotermos (Wilson & Osbourn, 1960),
aunque también ha sido estudiado en varios grupos de peces teledsteos (Ali y col., 2003).
Entre las condiciones desfavorables que provocan este retraso en el crecimiento vy
posterior crecimiento compensatorio al ser aquellas revertidas, se encuentran la
disminucion en la temperatura del agua (Mortensen & Damsgard, 1993; Nicieza &
Metcalfe, 1997; Purchase & Brown, 2001), las interacciones sociales (Jobling & Koskela.,
1996) y la restriccidn alimentaria (Miglavs & Jobling., 1989; Wang y col., 2000; Picha y col.,
2008). Sin embargo, pocos trabajos se han focalizado en el estudio de la expresion de los
componentes del eje GH/IGF-1 en esos casos (Gabillard y col., 2006; Picha y col., 2008; Fox
y col., 2010; Fuentes y col., 2011).

Uno de los efectos que produce el crecimiento compensatorio a nivel poblacional es la
disminucion en la variabilidad de los tamafios corporales de los individuos que la
conforman, pues las curvas de crecimiento de los peces que han sufrido un periodo de
restriccion alimentaria, tras restablecerse el alimento, tienden a converger con la de los
gue no han pasado por el mismo estado de escasez de alimento. Por otra parte, es
importante notar que el crecimiento compensatorio ha sido observado en una variedad
de especies, condiciones de laboratorio y manipulacidon experimental. Por ejemplo, dicho
fenédmeno fue documentado en peces que han sido mantenidos durante el transcurso de
los experimentos en peceras comunitarias, es decir, donde la cantidad de peces por
peceras era mayor a uno (Ali y col.,, 2003). Asi mismo, también se ha observado
crecimiento compensatorio en disefios experimentales donde los peces son mantenidos
aislados en peceras individuales bajo condiciones de ayuno y realimentacién (Miglavs &

Jobling, 1989; Rusell & Wootton, 1992; Xie y col., 2001; Zhu y col., 2001).
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El crecimiento compensatorio puede ser parcial, completo e incluso puede haber
sobrecompensacion (Figura 3), aunque este ultimo caso sélo se ha observado bajo un
régimen de alimentacién-ayuno ciclico (Hayward y col. 1997). En experimentos con peces
mantenidos individualmente se ha visto que el crecimiento compensatorio se debe en
parte a un periodo de hiperfagia registrado inmediatamente después del ayuno (Won &
Borski, 2013). Ademas se ha observado que la magnitud del ayuno incrementa este
periodo de hiperfagia (Won & Borski, 2013). Muchos estudios ademas han demostrado
que la eficiencia de conversidén alimentaria, que es la relacidon entre el peso corporal
ganado y la cantidad de alimento ingerido en un tiempo dado, es mayor durante el
crecimiento compensatorio (Picha y col. 2008; Won & Borski, 2013). A pesar de que varios
neuropéptidos, como por ejemplo el NPY, estan involucrados en la ingesta, todavia no es
clara la relevancia de otras hormonas como IGF-1 y GH durante el crecimiento

compensatorio.
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Figura 3: Perfiles tedricos de crecimiento compensatorio (extraido de Ali y col., 2003)

El higado en peces

En los vertebrados el higado es una glandula digestiva muy irrigada que surge en el
desarrollo como una evaginacion del intestino anterior que crece hacia el mesénquima
qgue lo rodea. El mesénquima induce al endodermo a proliferar, ramificarse y a formar el
epitelio glandular del higado. Una porcién del diverticulo hepatico, la regién préxima al
tubo digestivo, continda funcionando como un conducto de drenaje y una rama desde
este conducto se diferencia en vesicula biliar (Gilbert, 2005). En muchas especies de peces

teledsteos, el andlisis morfoldgico del higado revela tres lI6bulos rodeados por una capa
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delgada de tejido conectivo (Souza y col., 2001). Sin embargo, en algunas especies de
teledsteos no se reconoce ninguna lobulacién (Bruslé & Anaddn., 1996). El parénquima
contiene los hepatocitos, y el estroma contiene los vasos sanguineos, los macréfagos y las
fibras de tejido conectivo que mantienen la estructura y funcién del érgano. La vena
portal llega al higado con la sangre que viene desde los drganos gastrointestinales y el
bazo, ramificAndose en capilares sinusoides. Asociados a éstos se encuentran los
hepatocitos, formando cordones hepaticos poco definidos, que no forman lobulillos y que
estan intimamente asociados a la secrecion biliar. Los hepatocitos tienen forma poliédrica
y un nucleo central esférico con un nucléolo bien definido. La membrana plasmatica es
levemente basoéfila mientras que el citoplasma es levemente acidéfilo y puede contener
estructuras vacuolares (Hibiya, 1982; Souza y col., 2001) que se deben a la acumulacién de
glucégeno vy lipidos. En algunos teledsteos, el higado es invadido por tejido pancreatico
exocrino intimamente asociado a las ramificaciones de la vena portal, cuya funcién es
secretar enzimas digestivas (Hibiya, 1982). Muchos autores denominan a esta estructura
hepatopdncreas. Es comun ver en este organo la presencia de centros

melanomacrofagicos estrechamente relacionados a los vasos de mayor calibre.

El contenido de reservas energéticas en forma de lipidos y glucdgeno en el citoplasma de
los hepatocitos esta relacionado con la funcién metabdlica normal del higado de los
vertebrados. El agotamiento del glucdgeno de los hepatocitos generalmente ocurre en
peces frente a una situacién de estrés o de mal nutricién (Hinton & Lauren, 1990; Wilhelm
Filho y col., 2001), actuando el glucégeno como reserva de glucosa frente a una mayor
demanda energética en esas situaciones (Panepucci y col.,, 2001). Segun Camargo &
Martinez (2007) el higado es el érgano mas afectado por los factores estresantes a los que

los peces son sometidos.

Muchas especies de peces teledsteos enfrentan largos periodos de restriccidn alimentaria
gue se dan naturalmente durante una etapa del afio (Larsson & Lewander, 1973; Loughna
& Goldspink, 1984; Machado y col., 1988). Durante estos periodos, la tasa de crecimiento
se reduce y la energia es redirigida al mantenimiento del metabolismo (MacKenzie y col.,
1998). La dindmica de utilizacion de la energia enddgena se puede estudiar,
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indirectamente, mediante el indice hepatosomatico (IHS) (Jensen, 1979), el cual refleja
cambios morfoldgicos que se producen como resultado de la movilizacién y la utilizacién
de lipidos, proteinas y glucégeno enddégeno. En Pollachius virens (Gadiformes), el patron
de deposicidon y movilizaciéon de lipidos, proteinas y glucégeno en el higado refleja los
cambios observados en el IHS en respuesta a los cambios en la disponibilidad de alimentos

(Jensen, 1979).

Collins & Anderson (1995) observaron que la inanicion en Macquaria ambigua
(Perciformes) induce una reduccién significativa e inmediata en el IHS, lo que indica que
las reservas de energia dentro del higado se movilizan rdpidamente en respuesta a la
privacion de alimentos. En varios trabajos se ha demostrado una disminucidn significativa
en el IHS en respuesta a la restriccion alimentaria. Los lipidos y proteinas que se
mantienen en el higado luego del hambreado son presumiblemente la cantidad minima
esencial necesaria para mantener la funcién y la integridad celular (Collins & Anderson,

1995).

El tejido hepatico parece proporcionar los sustratos de energia sélo durante las etapas
iniciales de privaciéon de alimentos. Si bien el propio tejido permanece activo
metabodlicamente, los sustratos energéticos subsecuentes son suministrados por otros
tejidos durante periodos de ayuno prolongados. La rapida regeneracién de las reservas
hepaticas frente a una realimentacion, indica su importancia durante cortos periodos de
privacién de alimentos. Por lo tanto, el higado es el tejido metabdlicamente mas activo y

sus reservas de energia parecen ser de facil acceso (Collins & Anderson, 1995).

En peces como el pacu Piaractus mesopotamicus (Charasiformes) o el lenguado
Paralichthys dentatus (Pleuronectiformes) la restriccién alimentaria al cabo de 60 dias
conduce a una disminucién del area y el volumen de los hepatocitos, la acumulacién de
particulas de hierro, cambios en la forma y la posicion del nucleo, la reduccién de los
espacios intercelulares y desorganizacién celular. El nlcleo se torna picndtico y las
reservas de glucogeno vy lipidos disminuyen (Bisbal & Bengtson, 1995; Souza y col., 1995).

Interesantemente, se ha observado una respuesta hepdtica diferencial en el peso del
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higado entre machos y hembras del bacalao Gadus morhua (Gadiformes) frente a un
ayuno (Karlsen y col., 1995) en periodo reproductivo. La mayor reduccién en hembras
sugiere que las mismas estarian agotando los lipidos del higado a una mayor tasa de lo
que lo hacen los machos. Esto es posiblemente, porque las hembras contindan la

vitelogénesis durante el desove (Kjesbu & col, 1991).

Modelo biologico

Cichlasoma dimerus (Ovalentariae: Cichlidae, nombre comun “chanchita”) es un pez
ciclido sudamericano que se encuentra principalmente asociado a cuerpos de aguas
quietas y poco profundas. Habita en lagos y lagunas de las cuencas de los rios Parand y
Paraguay, desde Brasil hasta el norte de la provincia de Buenos Aires, como por ejemplo
en los esteros y bafados de la provincia de Corrientes (Kullander, 1983). En un principio
esta especie estaba incluida dentro del orden Perciformes, pero en el afio 2013 fue
reclasificada por Betancur y col. (2013) en el orden Cichliformes (Figura 4). Esta

reclasificacion se basé en que el orden Perciformes no era un grupo monofilético.

Ubicacién taxondmica de C. dimerus, segin Betancur y col. (2013):

Chordata
Craniata
Vertebrata
Gnathostomata
Teleostomi
Euteleostomi
Actinopterygii

Teleostei
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Neoteleostei
Acanthomorphata
Percomorphaceae
Ovalentariae
Cichliformes
Cichlidae

Cichlasoma dimerus (Heckel, 1840)
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Figura 4: Arbol filogenético de los peces teledsteos, adaptado de Betancur y col. (2013) donde
aparece el orden al que pertenece C. dimerus, resaltado en negro.
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Los ejemplares adultos de C. dimerus son de talla mediana, llegando a tener un largo
estandar de aproximadamente 12cm, con un cuerpo redondeado comprimido
lateralmente. Presenta un patrén de pigmentacion tipico del género Cichlasoma dado por
una serie de bandas verticales oscuras a ambos lados del cuerpo (Figura 5). Esta especie se
caracteriza por mostrar variabilidad en el patrén de coloraciéon durante situaciones de
estrés, formacién de parejas y cambios ambientales. Son animales territoriales que
poseen un sofisticado comportamiento social, donde se destaca la presencia de una
pareja dominante, que sera la que se reproduzca, e individuos subordinados. C. dimerus
constituye un interesante modelo bioldgico debido a que se adapta facilmente al
cautiverio, tolera un amplio rango de temperatura y posee alta tasas de supervivencia y
reproduccidon (Pandolfi y col., 2009). Ademas, bajo condiciones de laboratorio, los
ejemplares adultos de talla pequena presentan altas tasas de crecimiento, por lo cual este
pez constituye un excelente modelo para llevar a cabo los estudios planteados en esta

Tesis Doctoral.

Figura 5: Ejemplares adultos de C. dimerus. Nétese el patrén de coloracién en bandas verticales
oscuras
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-Hipotesis y Objetivos-

Objetivo general
Estudiar la relacion entre el crecimiento somatico y la expresion génica en el eje GH/IGF-1.

Los periodos de restriccidn alimentaria y realimentacion son eventos frecuentes en el ciclo
de vida de muchos peces teledsteos, los cuales muestran una gran capacidad de
adaptacion fisioldgica frente a los mismos. En este sentido, la especie en estudio en la
presente Tesis es C. dimerus, un pez ciclido sudamericano que habita en aguas quietas y
poco profundas del litoral argentino y cuyo ambiente puede variar significativamente en
relacion a la época del ano. En este contexto, los periodos de restriccion alimentaria

pueden ser eventos habituales. Por lo tanto, los objetivos especificos planteados son:

1) Restriccion alimentaria: determinar los efectos del ayuno prolongado sobre el

crecimiento somdtico y sobre la expresion génica de los componentes del eje GH/IGF-1:

GH, GHR1, GHR2, IGF-1 e IGF-2.

2) Realimentacion: determinar la presencia o ausencia de crecimiento

compensatorio en animales realimentados, su relacién con hiperfagia, con la eficiencia de

conversion alimentaria y evaluar la expresion génica del eje GH/IGF-1.

Las hipdtesis relacionadas con estos objetivos son los siguientes:

Hipétesis 1: “Los individuos sometidos a un ayuno prolongado disminuyen su tasa de

crecimiento como consecuencia de alteraciones en el eje GH/IGF-I a distintos niveles”
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Hipotesis 2: “En Cichlasoma dimerus se observa crecimiento compensatorio como
consecuencia de la realimentacion posterior a un periodo de ayuno. En este crecimiento

compensatorio esta involucrado el eje GH /IGF-1”

Como se menciond en la Introduccién, los peces teledsteos poseen dos tipos receptores
para la hormona de crecimiento, GHR1 y GHR2, de estructuras muy similares pero con
diferentes caracteristicas, que habrian sido el resultado de una duplicacién génica
ocurrida durante la radiacién temprana del grupo de los teledsteos. Por otra parte, los
peces tienen SL, una hormona relacionada a PRLy GH que no esta presente en tetrdpodos,
a la cual se le atribuyen efectos bioldgicos varios relacionados con la coloracién vy el
metabolismo de lipidos. En ese sentido, estudios previos en salmdénidos, han propuesto a
GHR1 como el receptor para SL y a GHR2 para la GH. Sin embargo, otros estudios
muestran que esto no seria una condicion generalizada en todas las especies de peces y
gue ambos receptores son en realidad verdaderos receptores para GH. En C. dimerus,
estudios previos proveyeron evidencias que sugieren que GHR1 seria el receptor de SL
aunque hasta la realizacion de esta Tesis no se habia caracterizado al receptor GHR2.

Tomando en cuenta estos antecedentes, se propone el siguiente objetivo especifico:
3) Secuenciar GHR2 y determinar su distribucion.

La hipdtesis relacionada a este objetivo es:

Hipétesis 3: “Cichlasoma dimerus presenta ambos tipos de receptores, GHR1 y GHR2,
siendo GHR2 y no GHR1 el receptor para GH. Por lo tanto, se espera que el arresto en el
crecimiento debido a periodo de restriccion alimentaria afecte la expresion de GHR2 y

no de GHR1”
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-Materiales y Métodos-

Animales

Los animales estudiados en esta tesis fueron ejemplares adultos de C. dimerus, capturados
en los Esteros del Riachuelo Corrientes, Argentina (27°12’50”’S, 58°11'50”W) vy
transferidos a acuarios de 400L donde fueron aclimatados bajo condiciones de
temperatura (25 * 2 °C) y fotoperiodo (14 luz:10 oscuridad) constante. Los peces fueron

alimentados diariamente entre las 12 y 14 hs al 1.5% del peso corporal con alimento
comercial (Tetra Pond Variety Blend, Tetra®) hasta que fueron trasladados al dispositivo

experimental. Periddicamente las peceras fueron limpiadas quitando un 20% de su

volumen para mantener el agua en condiciones éptimas.

Secuenciacion del receptor de la hormona de crecimiento e
IGF-2

Como ocurre en muchos modelos de animales no tradiciones cuyo genoma no estd
secuenciado, es necesario en primera instancia secuenciar los genes de interés para luego
realizar los estudios pertinentes. Para el desarrollo de esta Tesis algunos de los genes ya
habian sido secuenciados previamente y puestos a disposicién en GENBANK: GHR1
(ndmero de acceso: FJ208943.1), GH (numero de acceso: HQ660075.1), IGF-1 (numero de
acceso: KM005102).

Extraccion de ARN, sintesis del ADN copia y amplificacion mediante
PCR
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Se extrajo ARN total a partir del higado de 5 ejemplares adultos de C. dimerus, los cuales
fueron anestesiados en benzocaina 0.1% y posteriormente fueron sometidos a eutanasia
por decapitacién. Luego de la homogeneizacidn de 50mg de higado en 500ul de TRIzol
(Invitrogen) se procedid a la extraccion de ARN segun las especificaciones del fabricante.
Se agregaron 100ul de CHCl; al homogenato y luego de incubar por 5min a 30°C las
muestras fueron centrifugadas 15min a 12000xG a 4°C. Se tom¢ la fase acuosa a la cual se
le agregd 250ul de alcohol isopropilico para precipitar el ARN, se incubd durante 5min a
30°C y se centrifugd 10min a 12000xG a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se lavd el
pellet con 500ul de alcohol etilico al 70%v/v, 5min a 7500xG. El sobrenadante fue
descartado y el pellet resuspendido en 100ul agua destilada esterilizada. Las muestras se
incubaron 10min a 50°C para disolver completamente el ARN. En algunos casos fue
necesario adicionar de 10ul a 50ul de agua para lograr la disolucion completa. El ARN total
obtenido fue cuantificado en un espectrofotémetro UV. La calidad de la purificacion se
evalué mediante la relacidon Ayeo/As0. Cuando fue posible, la cuantificacion se hizo en
Nanodrop 2000. Para eliminar posibles restos de ADN gendmico, las muestras fueron
tratadas con ADNasa | (Sigma) durante 30min a 40°C, seguidos de 15min a 90°C con 1ul de
stop solution para finalizar la reaccidn. La sintesis de la primera hebra de ADN copia se
realizé utilizando la enzima M-MLV (Promega) a partir de 2ug de ARN. Las condiciones de
retrotranscripcién fueron: 50min a 42°C seguidos de 10min a 70°C utilizando oligo (dT)s
(Sigma) como primer en 10 pl de volumen final de reaccién. El producto de reaccién fue
diluido 1/10 y posteriormente amplificado por PCR. Para ello se disefiaron 2 pares de
primers degenerados (degGHR2fw2/rv2 y degGHR2fw4/rv4) obtenidos a partir de la
comparacion y alineamiento de secuencias de peces teledsteos filogenéticamente
relacionados sobre regiones conservadas (Tabla 1). El par degGHR2fw1/rv1 fue disefiado
para amplificar un sector de la regién extracelular del receptor mientras que el par
degGHR2fw2/rv2 para amplificar parte de la region intracelular (Tabla 1). Las condiciones
de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial 5min a 95°C seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion por 30seg a 95°C, annealing por 30seg a 56°C y elongacion por 30seg a

72°C seguidos de un ciclo adicional de elongacidn final de 10min a 72°C. Los productos de
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PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa 1% y las bandas
obtenidas purificadas utilizando el Accuprep Gel Purificarion Kit (Bioneer). Los fragmentos
obtenidos fueron secuenciados (Unidad Gendmica-Instituto de Biotecnologia, CICVyA,
INTA, Argentina y Servicio de Secuenciacion y Genotipificado, EGE, FCEN-UBA, Argentina)
y comparados con secuencias disponibles en bases de datos utilizando el software BLASTN

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi/).

Tabla 1: secuencia de los primers degenerados utilizados en la etapa de secuenciaciéon de GHR2.

Primer Secuencia 5’-3’

degGHR2 fw2 MCATYGTSCAACCRGAYCCTC
degGHR2 rv2 CCGVACMCGRAYCTCRTG
degGHR2 fw4 CCTGGGTGGAATTCATCG
degGHR2rv4 GTAGCCGYCTGGTGTYGG
degGHR2 fw6 GCACACACTGCTCCCTTTACGG
degGHR2 rv6 TGGAGAGCAGTTGGACGAG

Una vez secuenciadas estas dos regiones no superpuestas del receptor, se procedid a
secuenciar la regién intermedia. Para ello se disefié un par de primers cuyo forward
(degGHR2fwe6) esta ubicado sobre la region extracelular, y cuyo reverse (degGHR2rv6) esta
ubicado sobre la regién intracelular. El protocolo de PCR fue 10min a 95°C de
desnaturalizacion inicial, y 40 ciclos de 30seg a 95°C, 30seg a 56°C y 60seg a 72°C, seguidos
de un ultimo ciclo de elongacién a 72°C por 10min. El producto de PCR fue visualizado en
un gel de agarosa 1%, la banda obtenida purificada (Bioneer) y finalmente secuenciado.
Mediante el programa BLASTN se compard la secuencia con la de otras especies
disponibles en base de datos publicas y se confirmd la identidad de la secuencia,

correspondiente al receptor tipo 2 de GH (GHR2).

De la misma manera se procedié para secuenciar IGF-2. Se disendé un par de primers

degenerados sobre regiones del gen conservadas en relacién a otras especies de peces
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teledsteos filogenéticamente relacionadas. El producto de amplificacion una vez
purificado segln se especifica en el parrafo anterior fue secuenciado y comparado en la

base de datos mediante el software BLASTN.

Analisis de distribucion de los receptores de GH (GHR1 y
GHR2) y de IGF-1

Se extrajo ARN total de varios tejidos (TRIzol Reagent, Invitrogen) y se evalud la presencia
de ARNm mensajero de GHR1, GHR2 e IGF-1 mediante RT-PCR utilizando primers
especificos. Como control positivo se utilizé ARP (acidic ribosomal phosphoprotein PO, por
sus siglas en inglés). Los productos de PCR fueron resueltos en geles de agarosa 2% y

fotografiados.

Disefo experimental

El desarrollo de los experimentos descriptos en esta Tesis esta sujeto a un control estricto
de la ingesta de alimento y de la homogeneidad en la calidad del agua. Contemplando
estas premisas, se decidid construir un sistema cerrado de flujo continuo de agua. El
control de la ingesta se puede realizar con exactitud al asignar un pez por pecera, de
manera que la cantidad de alimento es medida directamente al momento de la
alimentacion. La homogeneidad en la calidad del agua resulta de la recoleccién del agua
de las peceras que luego de pasar por un filtro es nuevamente redistribuida entre las
mismas. De esta manera, el agua de las peceras bajo los distintos tratamientos es

renovada con el agua filtrada comun.
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Disefio y construccion del sistema de peceras cerrado y de flujo
continuo

Disenio del sistema

El sistema cuenta con un total de 12 peceras de 16L, en medidas 40cmx20cmx20cm (largo,
ancho y alto). Estan dispuestas en dos filas, una superior y otra inferior (Figura 6 y 7). En la
parte posterior de cada pecera se realizd un orificio, cuyo limite inferior, a 20cm de la
base, determina el nivel del agua en la pecera. A este orificio se le enrosca una unién
tanque de % ", el cual recoleta el agua hacia un sistema de caferias de PVC que
desembocan en una canaleta colectora en medidas 130x10x20cm. En esta canaleta se
colecta el agua de todas peceras. En el extremo derecho de la misma se colocé una bomba
ATMAN 103, que toma el agua de la canaleta y la impulsa hacia el filtro colocado 150 cm
hacia arriba, por sobre la fila superior de peceras. La conexién entre la bomba vy el filtro se
hizo con un cafio de PCV de % . El extremo del caifio toma forma de L, y anexada a la
misma una conexion T orientada hacia abajo con 3 orificio de 0.5 cm de didmetro para
provocar una lluvia de agua que incida directamente en la parte superior del filtro. El agua
gue pasa por el filtro es recolectada en la parte inferior del mismo y sale por un cafio de
PVC de %". El mismo luego se bifurca, una rama hacia la fila superior de peceras y otro
hacia la fila inferior. Cada una de estas ramificaciones tiene 6 canillas plasticas en serie
distribuidas una hacia cada pecera. El flujo de agua se regula mediante la apertura
diferencial de las mismas. De esta manera queda cerrado el circuito del agua. El flujo de
agua por pecera fue establecido en 1000L/Hora, y 83,33 L/Hora por pecera, lo que

representa un recambio de 5.2 veces el volumen de la pecera en la hora.

Sobre el techo de cada fila de peceras se colocaron dos tubos fluorescentes de 20W cada
uno, colocados en forma tal que la luz sea pareja para todas la peceras. Puesto que C.
dimerus es un pez que puede desplegar un comportamiento agresivo contra sus
coespecificos, las paredes de las peceras fueron recubiertas en su parte exterior con

[dminas de color celeste para evitar el contacto visual entre los mismos.
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1, filtro dry-wet; 2, pecera; 3, nivel del agua;4, sistema de distribucion del agua desde el filtro hacia las
peceras; 5, bomba en la canaleta; 6, cano ascendente que conduce el agua recoletada en la canaleta desde
la bomba hacia el filtro; 7, plataforma; 8.rueditas; 9, estante 1; 10, estante 2; 11, estante 3; 12, estante 4; 13,
canilla.

12

1"

13

10

g ] 0
Medidas: ancho, 1,40m; alto, 2,00m;entre estantes, 0,45m; entre plataforma y 9; 0,90m.

Pecera: largo, 40cm; alto, 25cm; ancho, 20cm.,

Altura del agua: 20cm(borde inferior del orificio posterior de la pecera.

Figura 6: Esquema general del sistema de recirculacidn cerrado disefiado para la realizacion de
los experimentos. En la figura se detallan sus componentes.
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1, canaleta; 2, tubo de luz; 3, cano descendente desde las peceras hacia la canaleta; 4 cano
ascendente desde la bomba en la canaleta hacia el filtro; 5, filtro dry-wet;6,unién del cafio al
orificio posterior de la pecera, determina el nivel del agua en 20cm ; 7, cano descendente desde
el filtro hacia el sstema de distribucion para las peceras;8, canilla reguladora del flujo de agua del
filtro hacia las peceras; 9, rueditas unidas a la plataforma.
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1.

: © @

Medidas: profundidad, 0,50m; alto, 2,00m.
Pecera: alto, 25cm; largo, 50cm; ancho, 20cm.

Altura del agua: 20cm(borde inferior del orificio posterior de la pecera.

Figura 7: Vista lateral del sistema de recirculacidn cerrado. Se puede ver la disposicion de loa
caferia en relacidon a las peceras y la bomba. Los detalles se marcan con nimeros en la figura.
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Filtro

El sistema cuenta con un filtro seco-mojado conocido popularmente como dry-wet. Es un
filtro mecanico y bioldgico y que a su vez oxigena el agua que pasa a su través. Es un filtro
mecdanico por cuanto las particulas grandes, restos de alimentos y excrementos
principalmente, son retenidas en mayor medida en las primeras fases del mismo, la regién
dry. Es un filtro biolégico pues permite el crecimiento de bacterias nitrificantes que actuan
produciendo nitratos y nitritos a partir del amonio producido por la metabolizacién de los
alimentos ingeridos por los peces. El filtro estd formado por 4 bandejas pldsticas en
medidas 8cmx30cmx30cm, ordenas de manera superpuesta. Las bandejas permiten el
flujo de agua desde arriba hacia abajo pues entre las mismas se ubican tapas plasticas
perforadas. En la parte inferior de cada bandeja, sobre la base plastica perforada, se
coloca una capa de wata (lana de perlén). La bandeja superior, con una tapa plastica
perforada sobre la cual cae el agua proveniente de la canaleta, esta rellena con wata. Esta
bandeja actia como principal filtro mecdnico. La bandeja inmediatamente inferior esta
rellena con material plastico tubular de 3 cm de largo y 1,5 cm de didmetro hechos a partir
de cafio corrugado blanco. Aunque también actua como filtro mecénico, tiene como
objetivo incrementar la superficie de contacto entre el agua y el aire para incrementar la
difusién de oxigeno (0O,) hacia el agua. Por debajo se ubica una bandeja con bioesferas, las
cuales son plasticas y con una gran superficie de contacto entre el agua y el aire. Debajo
de estas 3 bandejas se ubica la parte wet del filtro, una bandeja que tiene grava sumergida

en agua proveniente de la parte superior del filtro.

Recambio de agua

Si bien es un sistema cerrado, es necesario hacer cambios periédicos de agua, pues el
sistema es incapaz de eliminar el amonio completamente, como asi tampoco puede
eliminar los nitratos y nitritos. Estos compuestos nitrogenados son téxicos a partir de

cierta concentracion. De esta manera, dos recambios semanales del 20% del volumen de
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agua del sistema permiten mantener los niveles de estos compuestos por debajo de los
niveles toxicos. El recambio de agua se efectiia en cada pecera, hecho que permite retirar
los restos de excrementos que se depositaron el fondo y no fueron evacuados por el
orificio posterior de la pecera. La calidad del agua es evaluada constatando los niveles de

amonio, nitratos, nitritos y pH mediante un kit comercial (TETRA®).

Disefio experimental: restriccion alimentaria y realimentacion

Diserio experimental 1: restriccion alimentaria

Esta serie de experimentos consta de un periodo de aclimatacidon al dispositivo
experimental de 2 semanas seguido de un periodo de restriccidn alimentaria, o ayuno, de

4 semanas (Figura 8a).

Un total de 12 peces por experimento fueron pesados, medidos y colocados
individualmente al azar en peceras de 16L del dispositivo experimental de recirculacion, a
temperatura (25+2°C) y fotoperiodo (14 luz: 10 oscuridad) constante. La talla de los peces
fue establecida estrictamente entre 8cm y 9cm de largo total, siendo estos adultos de talla
pequefia. Los peces se dejaron aclimatar por un periodo de entre una y dos semana. Al
finalizar la aclimatacién los mismos fueron pesados y medidos y seguidamente se les
asignd al azar uno de los siguientes tratamientos: control, alimentado diariamente entre
las 14:00 y 15:00 horas al 1,5% del peso corporal durante 4 semanas y no alimentado,
definido por ausencia total de alimentacién durante el mismo periodo. Cada grupo
experimental constd de 6 peces. Transcurridas las 4 semanas de tratamiento los peces
fueron retirados de la pecera, pesados, medidos y se les extrajo sangre de la vena del
pedunculo caudal con jeringas 27G heparinizadas, en un lapso no mayor a 4 minutos,
durante el cual se les midié la concentracion de glucosa (ACCUCHEK kit). Posteriormente
los peces fueron anestesiados en benzocaina 0,1% y luego eutanizados por decapitacion.

Se les extrajeron varios érganos y tejido. El higado, las génadas y el bazo fueron pesados
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para calcular los indice organosomatico correspondientes (peso del drgano/peso corporal
total*100). Parte del higado fue fijado en liquido de Bouin para su posterior analisis
histolégico. Al mismo tiempo, 50mg de higado, musculo y la hipdfisis entera fueron

inmediatamente homogeneizados en 500ul de TRIzol (Invitrogen).

Diseiio experimental 2: realimentacion

Esta serie de experimentos consta de un periodo de aclimatacion de 2 semanas,
restriccion alimentaria de 4 semanas y un periodo variable de realimentacién. Los grupos
experimentales fueron 2: el grupo control fue alimentado durante el transcurso completo
del experimento, en tanto que el grupo tratado fue privado totalmente de alimento
durante 4 semanas, para luego ser realimentados por 3 semanas (experimento A) o 3 dias
(experimento B) (Figura 8b y 8c). Los animales fueron pesados y medidos al inicio de la
aclimatacidn, al inicio del ayuno y al inicio de la realimentacién. En el experimento A las
mediciones continuaron a la semana de realimentacién, a las 2 semanas y a la tercera
semana, que es el fin de la realimentacion y del experimento. Para el experimento B, las
mediciones se repitieron al tercer dia del comienzo de la realimentacién. Al finalizar el
periodo de realimentacion, los animales fueron procesados de la misma manera que en

los experimentos de restriccidn alimentaria.
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Figura 8: Esquema de los disefios experimentales utilizados en (a) los experimentos de ayuno;
(b) realimentacion por 3 semanas: experimento A; (c) realimentacion por 3 dias: experimento B.
En la parte superior se indica la escala temporal segun la siguiente nomenclatura: W-2,
comienzo de la aclimatacién por 2 semanas; WO, fin de la aclimatacién/comienzo del ayuno por
4 semanas; W4, fin del ayuno/inicio de la realimentacién; RD3, fin de la realimentaciéon por 3
dias; RW1, primera semana de realimentacion; RW2, segunda semana de realimentacion; RW3,
tercera y ultima semana de la realimentacion. En cada uno de los experimentos indicados el
grupo fue siempre alimentado al 1,5% del peso corporal.

Evaluacion de la ingesta

Para evaluar si los animales realimentados presentan una fase de hiperfagia, se cuantificé
la ingesta de alimento por pez. A cada pecera se asignd una cantidad fija de alimento,
1,5% del peso corporal, que corresponde a un total de 7 pellets de alimento. A partir del

momento de la entrega del alimento, tiempo inicial, se fue contando la cantidad de pellets
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remanentes en la pecera a los 5, 10, 30, 60 y 180 minutos. La cuantificacion de la ingesta

se realizo al horario habitual de alimentacion, todos los dias habiles de la semana.

Determinacion de la eficiencia de conversion alimentaria

Para cada uno de los intervalos de tiempo entre mediciones de peso durante el periodo
de realimentacion, se calcularon los valores de la eficiencia de conversion alimentaria o
FCE (feed conversion efficiency, por sus siglas en inglés). La misma representa la cantidad
de peso corporal ganado en relacion de la cantidad de alimento ingerido durante un
periodo de tiempo determinado, y se calcula como: FCE = (peso final-peso inicial)/peso

alimento ingerido.

Analisis de la expresion génica de GHR1, GHR2, IGF-1 e IGF-
2

Preparacion de las muestras: extraccion de ARN y sintesis de ADN
copia

Se homogeneizaron 50mg de tejido en 500ul de TRIzol (Invitrogen) en el caso del higado y
musculo, mientras que la hipdfisis fue homogeneizada entera en el mismo volumen de
TRIzol. Se siguieron las recomendaciones del fabricante para el proceso de extraccién de
ARN y es el mismo que se describié previamente. EIl ARN obtenido de higado y musculo
fue resuspendido en 100ul de agua destilada esterilizada y en 30ul para la hipdfisis. La
concentracion de ARN fue cuantificada por espectrofotémetro UV y la calidad de la

purificacion evaluada mediante la relacion Ago/Azs0.

Un total de 2ug de ARN por muestra fue tratado con ADNasa | (Sigma) para eliminar

posibles restos de ADN gendmico durante 30min a 40°C en un volumen de 10ul seguidos
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por 10min a 70°C con 1l de stop solution para detener la reaccion. La retrotranscripcion
(RT) de ARN mensajero a ADN copia se realizé con la enzima M-MLV (Promega) y random
primers (nonameros) a 37°C por 60min, seguidos de 10min a 95°C a partir de 6ul de ARN

tratado con ADNasa. El producto de sintesis fue conservado a -20°C hasta su uso.

PCR en tiempo real

Se disefiaron primers especificos sobre las regiones secuenciadas de los genes GHR1,
GHR2, GH, IGF-1 e IGF-2 (Tabla 2). Para GHR2 se disefiaron dos pares, uno sobre la region
extracelular y otro sobre la regidn intracelular, puesto que, como fue descripto en la
seccion Introduccion, se han identificado diferentes isoformas de GHR: una forma
completa anclada a membrana (receptor funcional), una forma truncada también en
membrana pero no funcional (carece de la mayor parte de la region intracelular), y otra
forma que carece de la regidén intracelular que es secretada y es la proteina
transportadora de GH, GHBP. De esta manera, determinado la relacion GHR2ext/GHR2int
entre el grupo control y tratado, podemos evaluar ambas poblaciones en caso de que en

esta especie GHBP y/o GHR2t se obtengan por splicing alternativo.

Tabla 2: Secuencia nucleotidica en sentido 5’ a 3’de los primers utilizados en los ensayos de PCR
en tiempo real.

Primer Secuencia 5’-3’

IGF-1 forward CTCCCAAGATTTCTCGCTCTG
IGF-1 reverse CCCTTCTCCGCTTTACTAACC

IGF-2 forward GTAGAGGAGTGTTGTTTCCGT
IGF-2 reverse CCTGTAGAGAGGTGGCTGAC

GH forward GTCAGTCGTGTGTGTTTGGGTGTC
GH reverse CGAGCAGGTGGAGGTGTTGG
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GHR1 forward CACCCAAAATCAAAGGCATCG

GHR1 reverse GGCTCATCTTGGTAGAAATCTGG
GHR2int forward ACTGCTCTCCACTCTCAATTG
GHR2int reverse AAAGGTGATGGTTCTGGGTC
GHR2ext forward TGCTGAATGTGAGTCTGACC
GHR2ext reverse ACACATTGGAGTTGCCGTC

ARP forward ACTGTGGGAGCAGACAATG

ARP reverse TCCAGTGCAGGATTGTTCTC

18S forward GGAGTATGGTTGCAAAGCTG
18S reverse TCTGTCAATCCTTTCCGTGTC

Como genes de referencia, necesarios para normalizar la expresion de los genes de
interés (GOI, por sus siglas en inglés gen of interest), se evalué al factor de elongacién 1a
(EF1a), B-actina (B-ACT), ARP (acidic ribosomal phosphoprotein PO, por sus siglas en
inglés), 18S (ARNr de la subunidad pequefia ribosomal) y ubiquitina (UBQ) en todos los
experimentos de restriccidon alimentaria de 4 semanas para higado, musculo e hip&fisis.
Para ello fue necesario realizar secuenciaciones parciales de estos genes con la suficiente
extensidn como para poder disefiar primers especificos a ser utilizados en las RT-qPCR. Por
tanto, se procedid de igual manera que en la secuenciacion de GHR2. Se realizaron PCRs
con primers degenerados obtenidos por comparacion y alineamiento con secuencias de
especies de peces teledsteos filogenéticamente relacionados. Los primers degenerados
fueron disefados sobre las regiones conservadas. Los productos de amplificacién fueron
separados mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, purificados (Bionner) vy
secuenciados. Las secuencias obtenidas fueron comparadas en GENBANK con la de otras
especies. UBQ y EFla fueron descartados porque no se ajustaron a los requerimientos de
calidad necesarios para ser cuantificados por RT-gPCR (se observé mds de un producto de

amplificacién en la curva de disociacion para ambos casos). El andlisis mediante el
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algoritmo del software NormFinder mostré a ARP como el mejor gen de referencia en

higado y musculo, mientras que 18S para hipofisis.

La longitud del amplicén en todos los casos no fue superior a 130pb y se constatd que los
mismos no formaran dimeros mediante el andlisis de la curva de disociacidon (melting

curve).

Las condiciones de reaccién para las RT-gPCR se ajustaron de tal manera para que sean
iguales para todos los genes. Esto permite medir en una misma placa de reaccién varios
genes, minimizando posibles variaciones entre placas. Las reacciones se realizaron en un
volumen final de 10ul, con 5ul de FastStar Universal SyBR green Master (Roche), 1.5ul de
una mezcla equimolar de primers (GHR2int: 250 nM; GHR2ext: 250 nM; GHR1:250 nM,
GH: 100 nM, IGF-1: 650 nM; IGF-2: 650nM), 2.5ul de cDNA (diluciones: higado y musculo
1/100, hipdfisis 1/50) y 1ul de agua destilada esterilizada. Luego de una desnaturalizacion
inicial de 10min a 95°C, se repitieron 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30seg,
annealing a 58°C por 15seg y elongacién a 72°C por 20seg seguidos por una curva de
disociacion (melting curve) para detectar posibles productos no especificos como por
ejemplo dimeros de primers. En cada reaccidn se llevaron a cabo controles negativos para

cada set de primers por omisién de ADN copia.

Histologia hepatica

Las muestras de higado fueron fijadas en solucion de Bouin por 20 horas a 4°C en
oscuridad, deshidratadas mediante graduacién creciente de alcohol etilico
(70°/90°/96°/100°) y previo pasaje por xilol por cinco minutos, incluidas en parafina por 6
horas. Luego, las muestras fueron cortadas a 7um y se procedid a realizar la coloracion
hematoxilina-eosina (H&E). Se fotografiaron 4 campos por preparado. Las imdagenes
obtenidas fueron analizadas con el programa ImagePro Plus, donde se midi6 el area de la

seccidn transversal de 5 hepatocitos por campo.
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Parametros de crecimiento

El crecimiento fue evaluado tomando varios parametros morfoldgicos. En primer lugar se
midié el largo total (LT), largo estandar (LS) y el peso corporal total. El largo total
comprende la distancia entre el extremo anterior de la cabeza y el inicio de la aleta caudal
del pez , mientras que el largo total es la distancia entre el extremo anterior de la cabeza 'y
el extremo posterior de la aleta caudal. Luego se calculé la tasa de crecimiento especifico,
0 SGR, para cada uno de esos parametros. El SGR se define como el Ln(Xf/Xi)*t'l*looo,
donde t es el intervalo de tiempo en dias en el cual se evalla el crecimiento, X; es el valor

del pardmetro al final del periodo y X; al inicio del mismo.

Analisis estadistico

Analisis general

El crecimiento somatico fue evaluado mediante ANCOVAs con Medidas Repetidas,
considerando el largo estandar y peso corporal como variables respuesta, Semanas como
factor “dentro”, Tratamiento (alimentado-no/alimentado) como factor “entre” y largo
estandar y peso corporal al inicio de la aclimatacidn como covariables. Adicionalmente, el
crecimiento fue evaluado mediante la comparacidn de los SGR del largo estandar y peso
corporal entre los tratamiento mediante ANOVA con Medidas Repetidas. Siempre que el
término de interaccion Semana*Tratamiento fue significativo, se realizaron efectos
simples para Tratamiento en cada nivel del factor Semana. Todas las otras variables
fueron analizadas mediante ANOVAs de un factor. Algunas de las variables fueron
transformadas al Ln(x) para satisfacer los supuestos de normalidad y homocedasticidad

del ANOVA. Los p-valores obtenidos fueron ajustados mediante el método FDR (false
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discovery rate, por sus siglas en inglés) dado que se realizaron multiples pruebas
estadisticas en un mismo experimento (Benjamini & Hochberg, 1995). Se considerd que el
tratamiento tuvo un efecto significativo sobre la variable respuesta cuando el p-valor

ajustado fue menor a 0,05.

Analisis de los datos obtenidos por PCR en tiempo real

La metodologia utilizada es la presentada por Ramakers y col. (2003) y actualizada por
Ruijter y col. (2009). Los datos de fluorescencia correspondientes a la unién de fluoréforo
SyBR con el ADN doble cadena en cada ciclo son relativizados a la fluorescencia
correspondiente al fluoréforo ROX, el cual no se une al ADN. Esta relacién es el dato crudo
(raw data) de la curva de amplificacién, la cual es procesada por el programa LinRegPCR.
Este programa arroja las eficiencias de la PCR por tubo de reaccién, de modo que es
posible determinar la eficiencia promedio por amplicén y por tejido. Tomando en cuenta
estas eficiencias, el programa calcula una magnitud inicial de fluorescencia (No) que es
proporcional a la cantidad de ADN copia presente en cada muestra antes de la
amplificacién. Por lo tanto, luego del procesamiento de los datos crudos, a cada unidad
experimental (pez) le corresponden un dato de Ny para cada gen y tejido. Posteriormente,
la expresién de un gen de interés (No®®') es normalizada a la expresién de un gen de
referencia (No*°), obteniéndose la expresién normalizada de dicho gen (Non°®'). Este valor
es la variable respuesta que fue utilizada en el analisis estadistico de la expresién génica.
Los Non°® fueron analizados mediante ANOVAs unifactoriales luego de constatar los

supuestos de normalidad y homocedasticidad.

Cada experimento fue repetido al menos dos veces. En los resultados se grafica la mediay

el error estandar de la media (S.E.M.) de un experimento representativo.

48



-Resultados-

Secuenciacion de GHR2

Se obtuvo una secuencia parcial de 1196 nucledtidos del transcripto maduro del receptor

GHR2, correspondiente a 398 aminoacidos (Figura 9). La misma abarca parte de la region

extracelular, el dominio transmembrana y parte de la regién intracelular. La secuencia

obtenida muestra un alto porcentaje de identidad nucleotidica con otros peces ciclidos,

siendo del 86% respecto de Oreochromis niloticus (Perciformes) (Figura 9).
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Figura 9: Secuencia aminoacidica 'y
nucleotidica parcial de GHR2 de C.
dimerus. En negro se muestra el
motivo FGEFS, que en C. dimerus
es FGAFS; en verde el TMD; en
marrén el Box1 y en rojo el Box2.
Las flechas indican los primers
utilizados en RT-qPCR, disefados
sobre el ECD (arriba) y sobre el ICD
(abajo).
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Figura 10: Alineamiento de la secuencia aminoacidica de GHR2 de C. dimerus con otros peces
teledsteos. Cada aminodacido se representa por cédigo de letras y colores. Delimitado en negro
se muestra el motivo FGEFS, que en C. dimerus es FGAFS; en verde el TMD; en marrén el Box1 y
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en rojo el Box2. La flecha indica el residuo cisteinas que en teledsteos se ubica hacia el extremo
5’ del motivo FGEFS y en mamifero hacia el 3’.

Analisis de distribucion de GHR1, GHR2 e IGF-1

Se detectd la expresion de los transcriptos maduros de GHR1, GHR2 e IGF-1 en todos los
tejidos analizados por RT-PCR (Figura 11a). En el caso de IGF-1 en hipdfisis, fue necesario
realizar una segunda PCR para confirmar su presencia en dicha glandula (Figura 11b). Los
tejidos en donde se detectd la expresidn de estos genes fueron bazo, rifidn, tubo digestivo

anterior y posterior, piel, cerebro, hipdfisis, ovarios, branquias, higado y musculo.
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Figura 11: Andlisis de distribucion de la expresion de GHR1, GHR2 e IGF-1 mediante RT-PCR
sobre a) los tejidos mostrados de izquierda a derecha en la parte superior de la imagen y b) en
hipdfisis. Los productos de PCR fueron resueltos en geles de agarosa 2% y visualizados con SYBR
Safe. T. Dig., tubo digestivo. NTC, control negativo sin molde; RT-, control negativo sin la enzima
transcriptasa reversa. ARP se utilizé como control positivo.
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Restriccion alimentaria: 4 semanas

Histologia hepatica y parametros de crecimiento

El indice hepatosomatico de los animales con 4 semanas de ayuno fue significativamente
menor que en los controles (p<0,001, Figura 12), siendo 0,81 + 0,06 y 1,80 + 0,10
respectivamente. Asi mismo, el drea de los hepatocitos fue significativamente menor en
los peces no alimentados (p<0,001; Figura 13 y 14). Por otra parte, los animales en ayuno

no mostraron niveles plasmaticos de glucosa diferente a los controles (p>0,05, Figura 15).
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Figura 12: indice hepatosomatico (IHS, peso del higado/peso corporal*100) en peces
alimentados (A) y no alimentados (¢) durante 4 semanas de tratamiento. Cada punto representa
un valor individual, la linea horizontal la media y las barras verticales el error estandar de la
media (S.E.M.). ***, p<0,001.

52



%)

% okek

Area hepatocitos (um
=
e

°
_ﬂﬁl_
50- ¢
0 v L 4
o o
@b \?b
& &
S &
O

Figura 13: Area en corte transversal a 7um de los hepatocitos de peces alimentados (A) y no
alimentados (). Barra horizontal, media; barras verticales, S.E.M. ***, p<0,001.
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Figura 14: Microfotografias representativas de hepatocitos de peces alimentados (izquierda) y

no alimentados (derecha) resaltados en borde color rojo. Coloracion: H&E. Secciones de 7um.
Barra = 10pum.
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Figura 15: Concentracion plasmatica de glucosa en peces alimentados (A) y no alimentados (e).

Al finalizar las 4 semanas, los peces controles aumentaron un 17,64 + 0,51 % en peso,
mientras que los no alimentados perdieron en promedio 5,09 + 0,68 %. Asimismo, el peso
corporal de los peces en ayuno fue significativamente menor que en los alimentados
(p=0,0012) sdlo al término del experimento, pues no hubo diferencias en peso al inicio de
la aclimatacién ni al comienzo del ayuno (Figura 16). Del mismo modo, el largo estandar
en el grupo control fue en promedio mayor que en el grupo no alimentado (p=0,0019,
Figura 17). Paralelamente, las tasas de crecimiento especifico para el peso (SGR Peso) y el
LS (SGR LS) fueron significativamente menores en los peces no alimentados (p<0,001,

Figura 18 y 19 respectivamente).
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Figura 16: Peso corporal de peces alimentados (A) y no alimentados (e) al inicio de la
aclimatacion (W-1), al comienzo de tratamiento (WO0) y al finalizar las 4 semanas ayuno (W4).
**%  p<0,001.
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Figura 17: Largo estandar (LS) en peces alimentados (A) y no alimentados (¢) al inicio de la
aclimatacion (W-1), al comienzo de tratamiento (WO0) y al finalizar las 4 semanas ayuno (W4). Se
muestras las medias sin ajustar por la covariable. ***, p<0,001
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Figura 18: SGR para el peso en peces alimentados (A) y no alimentados (¢) luego de 4 semanas
de ayuno. ***, p<0,001
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Figura 19: SGR para el largo estandar en peces alimentados (A) y no alimentados (*) luego de 4
semanas de ayuno. ***, p<0,001
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Expresion de GH, GHR1, GHR2, IGF-1 e IGF-2

La expresion de GH no fue afectada por el tratamiento de ayuno (p>0,05, Figura 20). Sin
embargo, los niveles de ARNm de GHR2 hepdticos utilizando primers disefiados tanto
sobre la regidn extracelular como en la intracelular, fueron mayores en los peces no
alimentados (Figura 21). En cambio, los niveles hepaticos de ARNm de GHR1 no fueron
afectados por el tratamiento (p>0,05, Figura 21). No hubo diferencias en la relaciéon
GHR2.,t/GHR2;,: entre tratamientos en higado (p=0,77). La expresion en higado de IGF-1 e
IGF-2 tampoco fue diferente entre los peces alimentados y no alimentados (p<0,05, Figura
22 y 23). A nivel muscular, se observé un incremento en la expresion de ARNm de GHR2.
y GHR2;,;, aunque sélo de manera significativa para GHR2;; (p<0,05, Figura 24), pero no
hubo un efecto significativo del ayuno sobre la expresién de GHR1 (p>0,05, Figura 24). En
musculo la relacion GHR2,:/GHR2;,: tampoco fue estadisticamente significativa (p = 0,15).
Por otra parte, los niveles del transcripto de IGF-1 en musculo fueron menores en los
peces no alimentados (p<0,01, Figura 25), pero no se observaron cambios en la expresiéon

de IGF-2 (p>0,05, Figura 26).
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Figura 20: Niveles del transcripto de GH relativos a 18S en hipdfisis de peces alimentados (®) y
no alimentados (“) luego 4 semanas de ayuno.
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Figura 21: Expresion en tejido hepatico de los receptores GHR1, GHR2;,, y GHR2,,; en peces
alimentados (®) y no alimentados (*). Los datos fueron normalizados a la expresion de ARP.
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Figura 22: Niveles del transcripto de IGF-1 en higado en peces alimentados () y no alimentados
(). ARP fue utilizado como gen de referencia.
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Figura 23: Niveles del trascripto de IGF-2 en higado en peces alimentados () y no alimentados
(). Valores relativos a ARP.
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Figura 24: Expresion en musculo de los receptores GHR1, GHR2;,, y GHR2,,, en peces alimentados
(®) y no alimentados (*). Los datos fueron normalizados a la expresion de ARP. *p<0.05
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Figura 25: Niveles del transcripto de IGF-1 en musculo en peces alimentados (¢) y no
alimentados (*). ARP fue utilizado como gen de referencia.**p<0,01
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Figura 26: Niveles del ARNm de IGF-2 relativos a ARP en peces controles (*) y no alimentados ()
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Realimentacion

Se realizaron dos experimentos de realimentacién: experimento A, de 4 semanas de
ayuno y 3 semanas de realimentacion; experimento B, de 4 semanas de ayuno y 3 dias de
realimentaciéon. En primer lugar se llevaron a cabo los experimentos de 3 semanas de
realimentacién, con el propdsito de obtener la curva de crecimiento general durante la
realimentacion. Posteriormente se desarrollaron los experimentos de realimentacion de 3
dias para estudiar a tiempos mas cortos la respuesta en el crecimiento vy

fundamentalmente a nivel de la expresion en el eje GH/IGF-1.

A continuacién se presentan en primer lugar los resultados de la histologia hepatica y
crecimiento para los experimentos A y B de realimentacién. Luego se muestran de manera

conjunta los resultados de expresidn génica del eje GH/IGF-1.

Histologia hepatica y parametros de crecimiento

Experimento A: tres semanas de realimentacion

No se detectaron diferencias en el indice hepatosomatico ni en el area de los hepatocitos

entre los animales alimentados y realimentados (p>0,05, Figura 27 y 28).
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Figura 27: indice hepatosomatico en animales alimentados (A) y realimentados (¢) por 3
semanas. Se muestran la media y S.E.M.
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Figura 28: Area de la seccion transversal de los hepatocitos correspondientes en cortes de 7um
en peces alimentados (A) y realimentados por 3 semanas (¢) del experimento A. Se muestra la
mediay el S.E.M.
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El experimento de 3 semanas de realimentacion muestra que los peces realimentados
ganaron mas peso y crecieron mas durante la primera semana de realimentacion (Figura
29). En este periodo, los SGR Peso y SGR LS fueron mayores en el grupo realimentado
(p<0,001 en ambos casos). Sin embargo, los SGRs a partir de la segunda semana de

realimentacidn no difieren entre los peces realimentados y controles (p>0,05, Figura 30).

La eficiencia de conversién alimentaria, asimismo, fue mayor en el grupo realimentado
durante la primera semana de realimentacién (p<0,01, Figura 31), pero no fueron
diferentes durante la segunda y tercera semana al compararlas con el grupo control
(p>0,05). Por otra parte, no hubo diferencia en la cantidad de alimento ingerido durante
las 3 primeras horas luego de la entrega del alimento, ni en ninguno de los puntos
intermedio: 10min, 30min, 60min y 180min (Figura 32) durante el periodo de

realimentacién. A las 24 hs, en ninguno de los casos quedaron pellets de alimento no

ingeridos.
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Figura 29: Peso corporal (a) y largo estandar (b) al inicio de la aclimataciéon (W-2), inicio del
ayuno (WO0), fin de las 4 semanas de ayuno (W4) y luego de una (RW1), dos (RW2) y tres (RW3)
de realimentacion en peces alimentados (A) y no alimentados-realimentados (). En rojo (::)se
resalta el intervalo donde se registra una tasa de crecimiento acelerado.
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Figura 30: SGR para el peso corporal (a) y largo estandar (b) calculados sobre los intervalos fin
del ayuno-primera semana de realimentacion (W4/RW1), primera y segunda semana de
realimentacion (RW1/RW2) y segunda y tercera semana de realimentacién (RW2/RWS3). En rojo
(::) se resalta la fase de crecimiento acelerado. ***p<0,001; **p<0,01
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Figura 31: Eficiencia de conversion alimentaria (FCE) en peces alimentados y realimentados
durante los intervalos indicados. En rojo (::) se resalta la fase de crecimiento acelerado.
***n<0,001
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Pellets no ingeridos
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Figura 32: Perfil temporal de la ingesta de alimento durante el periodo de realimentacion. Se
muestra la cantidad de pellets no ingeridos a los 10, 30, 60 y 180 minutos por dia luego de la
entrega de alimento para los peces alimentados y realimentados.
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Experimento B: tres dias de realimentacion

Luego de tres dias de realimentacion tras 4 semanas de ayuno, el higado de los peces
realimentados no difiere del de los control, pues no se observan diferencias
estadisticamente significativas en el IHS ni tampoco en el drea de los hepatocitos (p< 0,05,
Figura 39 y 40). Por otra parte, se observa una ganancia en peso mayor en los peces
realimentados respecto de los controles (Figura 41a), aunque no en LS (Figura 41b). Asi
mismo, el SGR Peso fue mayor en el grupo realimentado (p<0,05, Figura 42a), pero no
hubo diferencias para el SGR LS (p>0.05, Figura 42b). Por otra parte, los peces
realimentados mostraron una FCE mayor que los peces del grupo control (p<0,05, Figura
43). No hubo diferencias en la dinamica de la ingesta durante estos 3 dias de

realimentacion.
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Figura 33: indice hepatosomatico en animales alimentados (A) y realimentados () por 3 dias.
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Figura 34: Area de la seccion transversal de los hepatocitos correspondientes en cortes de 7um
en peces alimentados (A) y realimentados por 3 dias (¢) del experimento B.
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Figura 35: Peso corporal (a) y largo estandar (b) al inicio de la aclimataciéon (W-1), inicio del
ayuno (WO0), fin de las 4 semanas de ayuno (W4) y luego de 3 dias de realimentacion (RD3) en
peces alimentados (A) y no alimentados-realimentados (®). En rojo (::) se resalta el intervalo
donde se registra una tasa de crecimiento acelerado.
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Figura 36: SGR para el peso corporal (a) y largo estandar (b) calculados sobre los intervalos fin
del ayuno-primeros 3 dias de realimentacién (W4/RD3). En rojo (::) se resalta la fase de

crecimiento acelerado. ***p<0,001
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Figura 37: Eficiencia de conversion alimentaria (FCE) en peces alimentados y realimentados
durante 3 dias de realimentacion (W4/RD3). En rojo (::) se resalta la fase de crecimiento

acelerado. *p<0.05
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Expresion de GH, GHR1, GHR2, IGF-1 e IGF-2 durante la
realimentacion a 3 dias y 3 semanas

Dado que se observé una fase de crecimiento acelerado hasta la primera semana de
realimentacion, los cambios a nivel del eje GH/IGF-1 necesariamente debieron haber
ocurrido en algun tiempo intermedio. Por tanto, se decidié analizar los niveles de

trascripto de GH, GHR1, GHR2, IGF-1 e IGF-2 a los 3 dias y 3 semanas de realimentacion.

La expresion génica de GH fue mas alta en los peces realimentados por 3 dias en relacién
al control (p = 0,023), aunque a la tercera semana de realimentacién ya no se detectaron
diferencias (Figura 38). A su vez, los niveles del transcripto de GHR1 en higado no fueron
estadisticamente diferentes entre los peces realimentados por 3 dias y 3 semanas
comparado a sus respectivos controles (Figura 39). En cuanto a GHR2 hepdtico, no se
observaron diferencia entre los peces realimentados y los controles en ninguno de los
experimentos de realimentacion (Figura 40). También a nivel hepdtico, no hubo
diferencias en la expresion de IGF-1 entre los animales realimentados y controles a los
dias ni tampoco a las 3 semanas (Figura 41). Los niveles de IGF-2 tanto hepdtico como
muscular no fueron diferentes entre los peces realimentados por 3 dias y el control (Figura

42). No fue posible medir IGF-2 en el experimento A debido a dificultades técnicas.

A nivel muscular, no hubo diferencias de expresiéon entre los peces realimentados y
control para ninguno de los genes analizados a los 3 dias y 3 semanas de realimentacién,
GHR1 (Figura 43), GHR2 (Figura 44), IGF-1 (Figura 45) e IGF-2 (Figura 42). No fue posible

medir IGF-1 en musculo en el experimento A debido a problemas técnicos.
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Figura 38: Niveles del transcripto de GH relativos a 18S en hipofisis de peces alimentados () y
no alimentados (°) luego a los tres dias (RD3) y tres semanas de realimentacion (RW3). * p<0.05
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Figura 39: Niveles de ARNm de GHR1 hepatico relativos a ARP en peces alimentados (¢) y
realimentados (¢) a los 3 dias y 3 semanas de realimentacion.
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Figura 40: Expresion de GHR2 en higado relativo a ARP a los tres dias y tres semanas de
realimentacion en peces alimentados (®) y realimentados (¢) a los 3 dias y 3 semanas de
realimentacion.
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Figura 41: Niveles de ARNm de IGF-1 relativos a ARP en higado en animales alimentados (*) y
realimentados (¢) a los tres dias y 3 semanas de realimentacion.
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Figura 42: Niveles de IGF-2 relativos a ARP en higado y musculo en animales control (e) y
realimentados por 3 dias ().
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Figura 43: Expresion de GHR1 relativo a ARP en musculo en peces alimentados (e) y
realimentados (*) a los tres dias y tres semanas de realimentacion.
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Figura 44: Niveles de ARNm de GHR2 relativos a ARP en musculo en peces alimentados (°) y
realimentados (°) por 3 dias o tres semanas de realimentacion.
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Figura 45: Niveles de IGF-1 relativos a ARP al tercer dia de realimentacion en musculo para
animales control (®) y realimentados (°).
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-Discusion-

Impacto del ayuno prolongado sobre el crecimiento
somatico

Los resultados obtenidos muestran que el ayuno prolongado tiene un efecto negativo en
el crecimiento somatico. Cuatro semanas de tratamiento condujeron a una disminucion
promedio del 5,09 + 0,68% del peso corporal en los peces ayunados, mientras que los
controles aumentaron un 16,61 + 2,57% en el mismo lapso (Figura 16). Sin embargo, para
evaluar el crecimiento somatico no es suficiente con analizar el peso corporal, pues la
variacion en peso es la resultante de cambios en el tamafo de las visceras, cdmo el higado
y las goénadas, tejido adiposo y tejido muscular, y pueden no estar reflejando el
crecimiento somatico directamente sino mds bien evidenciar un proceso de engorde
(Beckman, 2011). Asi, las mediciones del largo estdndar mostraron que los peces
ayunados fueron significativamente mas chicos que los controles tras 4 semanas de
ayuno, pero que no diferian entre si al comienzo del mismo (Figura 17). Esto demuestra
gue el ayuno efectivamente condujo al arresto del crecimiento longitudinal. Ademas de
tomar los valores absolutos del peso corporal y el largo estandar, se calcularon los valores
de la tasa especifica de crecimiento para ambos parametros (Figuras 18 y 19). Tanto el
SGR del peso como del largo fueron menores en los peces no alimentados. En particular,
se puede observar que el SGR del peso fue negativo en éstos ultimos, lo cual denota la
pérdida neta de masa corporal. Sorprendentemente, el SGR para el largo también fue
menor a 0 en estos peces, lo cual indicaria un decrecimiento en largo. Una explicacion
posible es la introduccién de un sesgo durante la toma de datos, hecho que se descarta
pues el operador no poseia conocimiento a priori del tratamiento ni de las mediciones
previas de cada unidad experimental. Otra alternativa posible es que el ayuno provoque

un cambio en la forma anatdmica de estos animales.
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El indice hepatosomatico es un indicador del estado nutricional en los peces. Picha y col.
(2008) en el hibrido Morone chrysops (Perciformes) x Morone saxatilis (Perciformes) y
Uchida y col. (2003) en la tilapia O. mossambicus han observado una gran reduccién en el
IHS en experimentos de ayuno de 3 y 2 semanas respectivamente. Los resultados de la
presente Tesis estan en linea con estos antecedentes y muestran una caida significativa en
el IHS tras 4 semanas de ayuno (Figura 12). La reducciéon en el IHS podria deberse a una
disminucion en el nimero total de hepatocitos y/o a una reduccion en el tamafio de los
mismos. En este trabajo, a partir de técnicas histoldgicas aplicadas a las muestras de
higado se determind que el drea de los hepatocitos, utilizado como indicador del tamafio
celular, fue significativamente menor en los peces no alimentados (Figura 13 y 14). No se
realizaron estudios especificos para evaluar si hubo una disminucion en el numero de los
mismos. Sin embargo, en estudios realizados en ratas, se ha observado que el ayuno
puede inducir apoptosis (Grasl-Kraupp y col., 1994). Por otra parte, los niveles de glucosa
plasmatica no fueron alterados por el ayuno (Figura 15), lo cual sugiere que el nivel de
glucosa plasmdtico no seria un buen indicador general del estado nutricional en esta

especie.

Impacto del ayuno sobre el sistema GH/IGF-1

Los niveles de ARNm de la hormona de crecimiento no fueron alterados por las 4 semanas
de ayuno (Figura 20), lo cual estaria de acuerdo con que tampoco se detectaron cambios
en la expresion de IGF-1 hepdtico (Figura 22). Estos resultados son similares a los
obtenidos para la expresion de GH en otras especies. Por ejemplo, los niveles de ARNm de
GH no fueron alterados por 2 semanas de ayuno en Ictalurus punctatus (Siluriformes)
(Small & Peterson, 2005), aunque si a las 4 semanas, donde se observé un incremento en
los peces no alimentados (Peterson y col., 2009). En general, se espera que los niveles
plasmdticos de GH aumenten durante el ayuno prolongado, o que no varien, segln la

hipdtesis de resistencia a GH (Fox y col., 2006; Gabillard y col., 2006; Fuentes y col. 2011).
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Desafortunadamente, no fue posible medir GH en plasma para contrastar esta hipdtesis
debido a que la técnica de ELISA para esta hormona esta siendo desarrollada actualmente
en una especie filogenéticamente relacionada. Por este motivo se espera obtener

mediciones para GH una vez esté disponible la técnica.

En peces teledsteos hay dos tipos de receptores para GH, denominados GHR1 y GHR2
(Saera-Vila y col., 2005; Jiao y col., 2006) y se sabe que los mismos pueden ser regulados
diferencialmente en distintas condiciones experimentales (Saera-Vila y col.,, 2005;
Gabillard y col., 2006; Benedito-Palos y col., 2007; Sitja -Bobadilla y col., 2008; Saera-Vilay
col., 2009; Jiao y col., 2006). Los resultados de la presente Tesis muestran que 4 semanas
de ayuno conducen a un incremento en la expresién de GHR2 (Figura 21) pero no de GHR1
(Figura 21), mostrando que ambos receptores son regulados diferencialmente en estas
condiciones experimentales. Por otra parte, los niveles de ARNm de IGF-1 hepdtico no
fueron alterados por el ayuno. En estudios previos se ha observado un aumento en la
concentracién plasmatica de GH durante el ayuno, pero un descenso en la concentracién
plasmatica de IGF-1. La pérdida de sensibilidad del higado, principal fuente de IGF-1 en
plasma, frente al aumento de GH se ha denominado “resistencia a GH” y es explicada por
el descenso en la expresion de los receptores de GH en higado (Fuentes y col., 2011). Sin
embargo, varios estudios han mostrado que no siempre se satisface este modelo. Uchida y
col. (2003) no observaron cambios en los niveles plasmaticos de GH tras 2 semanas de
ayuno en O. mossambicus, como asi tampoco Vijayan y col. (1996) luego de 17 dias de
ayuno en la misma especie. En cuanto a IGF-1 hepdtico, otros estudios no observaron
cambios en los niveles de ARNm debido al ayuno prolongado (Pierce y col., 2007; Gao y
col., 2011). Ademas, Pierce y col. (2007) han mostrado que la expresidon en higado de los
receptores de GH no son alterados por el ayuno en O. mossambicus, resultados similares a
los obtenidos por Fox y col. (2009) en O. niloticus tras 1, 2 y 3 semanas de ayuno. Mds aun,
otros estudios muestran incluso que los niveles de ARNm en higado de GHR1 y/o GHR2 se
ven incrementados por el ayuno (Gao y col., 2011; Gabillard y col., 2006). De esta manera,
los resultados obtenidos en la presente Tesis no condicen con el modelo de “resistencia a

GH” y apoyan una vision mas amplia en la regulacion del sistema GH/IGF-1 tal como ha
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sido descripto en los trabajos mencionados. Sin embargo, es posible que los cambios
ocurran a nivel de regulacién postraduccional. En relacién a GHR2, existe otra posibilidad

para el aumento en su expresidon en higado tras el ayuno. En mamiferos se han descripto

otras isoformas del receptor para GH, una isorforma larga (GHRy), una isoforma truncada

anclada a membrana plasmatica (GHR;,) y una isoforma soluble o proteina de unién a GH
(GHBP). Estas isoformas también han sido descriptas en algunas especies de peces
teledsteos. Tanto GHR;, como GHBP carecen de la regién intracelular del receptor, sin los

motivos Box1 ni Box2, siendo en consecuencia no funcionales. De modo que el aumento
en GHR2 que se observa en el presente trabajo podria deberse a un aumento de su
isoforma truncada y/o soluble, no funcional. Sin embargo esto podria ser en principio
descartado, pues la relacion entre GHR2int/GHR2ext medidos por RT-qPCR no fue
significativamente distinta entre los peces controles y ayunados. Si los niveles de ARNm de
las isoformas truncadas del receptor fueran mayores a las del receptor entero, entonces la
sefial amplificada por RT-qPCR con primers disefiados sobre la regidon extracelular
(GHR2ext) deberia ser mayor a la obtenida por primers disenados sobre la regién
intracelular en los peces ayunados, pues en el primer caso se estaria amplificando tanto la
forma completa del receptor como las truncadas. Este resultado indica que no se estaria
produciendo GHR2tr ni GHBP mediante splicing alternativo. Otra posibilidad es que tal
como se ha descripto en algunos mamiferos, GHBP se esté produciendo por protedlisis
(Edens & Talamantes, 1998). Si este fuera el caso, el aumento de GHR2 seria debido al
aumento de la sintesis de GHBP en los peces no alimentados. Se ha propuesto que GHBP
puede actuar como un antagonista del receptor para GH dado que competiria por la uniéon
al ligando y/o por la formacion de heterodimeros con el monémero funcional de GHR2
(Baumann, 2002). Hay otras explicaciones alternativas, como por ejemplo que las
variaciones se den a nivel proteico mds que a nivel de ARNm. Se necesitan de

experimentos adicionales para dilucidar estas hipétesis.

A nivel muscular los resultados muestran un aumento en los niveles del transcripto de

GHR2 (Figura 24) y una disminucién de IGF-1 (Figura 25) en los peces ayunados. El
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aumento de GHR2 muscular parece ser un hecho general inducido por el ayuno
prolongado, pues se ha observado en varias especies de teledsteos como por ejemplo en
0. mossambicus (Pierce y col., 2007; Fox y col., 2010), O. mykiss (Gabillard y col., 2006), S.
aurata (Saera-Vila y col., 2005) y Morone chrysops X Morone saxatilis (Picha y col., 2008).
Al igual que en higado, no se detectaron diferencias en la relacion GHR2ext/GHR2int y por
tanto el ayuno no estaria induciendo la sintesis de las isoformas truncadas de GHR2 por
splicing alternativo. Por otra parte, la disminucién en la sintesis de ARNm de IGF-1 parece
contraponerse al aumento de GHR2. Sin embargo, tal como se explicéd para los resultados
obtenidos en higado, GHR2 puede ser clivado por protedlisis para dar GHBP, pues se ha

descripto que GHBP es sintetizado ubicuamente (Baumann, 2002).

En relacidon a los GHRs, la expresidon en musculo de GHR1 no se vio afectada por el ayuno,
como asi tampoco en higado. Estos resultados resaltan la regulacién diferencial de GHR1 y
GHR2 en condiciones de ayuno. Ademads, se ha demostrado en C. dimerus que los niveles
de GHR1 aumentan luego de 15 dias de adaptaciéon a un ambiente oscuro al mismo
tiempo que aumentan los niveles de ARNm y el contenido proteico de SL en hipdfisis,
aunque no se analizé a GHR2 (Canepa y col., 2012). Los estudios de Fukada y col. (2004,
2005) y Fukamachi & Meyer (2007) propusieron a GHR1 como el receptor para SLy a
GHR2 para GH. Los resultados de la presente Tesis estan en linea con estas propuestas
debido al hecho de que el ayuno afecta a diferencialmente a GHR2 y no a GHR1, y por otra
parte, a que la expresidon de GHR1 estd asociada a cambios en la coloracién y a los niveles
de SL. Sin embargo, a pesar de que son resultados esperados bajo la hipétesis planteada,
no constituyen evidencia suficiente para determinar la especificidad de los receptores por
GH o SL. De hecho, los estudios realizados por Chen y col. (2011) en D. rerio contradicen

de manera rotunda las propuestas de Fukada y col. (2004) y Fukamachi & Meyer (2007).

Al igual que IGF-1, los niveles de IGF-2 en higado no fueron alterados por el ayuno (Figura
23). Estos resultados son congruentes con los obtenidos por Fox y col. (2006) en O.
mossambicus, donde 4 semanas de ayuno no afectaron la expresion de IGF-2 en higado y
tampoco en musculo. Ademads, Montserrat y col. (2007) en O. mykiss no observaron
cambios en los niveles del transcripto de IGF-2 en ninguno de los tejidos tras 1, 2 y 4
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semanas de ayuno. Por otra parte, otros investigadores han encontrado que el ayuno
conduce a una disminucion en la expresion de IGF-2 en higado (Gabillard y col., 2006;
Picha y col. 2008). Gabillard y col. (2006) ademds, mostraron una disminucién en la
concentracion plasmatica de IGF-2. A nivel muscular, IGF-2 tampoco fue afectada por 4
semanas de ayuno (Figura 26), mientras que si se detecté una disminucién en la expresién
de IGF-1. Estos resultados ponen de manifiesto una regulacién diferencial entre IGF-1 e
IGF-1 en musculo en C. dimerus, lo cual resulta interesante pues ambas hormonas

actuarian a través del mismo receptor, IGF-2R.

Impacto de la realimentacion sobre el crecimiento somatico

Habiendo demostrado que el ayuno prolongado provoca un arresto en el crecimiento
somatico y un descenso en el peso, surge la pregunta de si estos cambios son completa o
parcialmente revertidos luego de un periodo de realimentacién. Asi, tras 3 semanas de
realimentacién no se lograron revertir completamente los efectos del ayuno por 4
semanas sobre el largo y peso (Figura 29). A las 3 semanas de realimentacion los peces
realimentados fueron significativamente mas pequenos y de menor peso que los
controles. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otras especies de peces
teledsteos. Por ejemplo, Fox y col. (2010) realizaron un protocolo de realimentacién tras 4
semanas de ayuno en la tilapia O. niloticus en el cual el peso de los peces realimentados
seguia siendo menor a los controles tras ocho semanas de realimentacion.
Desafortunadamente, este ultimo estudio no incluyd datos del largo, que como se ha
discutido previamente, reflejan en modo directo el crecimiento somatico. Resultados
similares fueron obtenidos en Seriola quinqueradiata (Perciformes) por Fukada y col.
(2012), con 3 semanas de ayuno y 2 de realimentacién; en O. mykiss por Montserrat y col.
(2007), con 2 y 3 semanas de ayuno y 4 semanas de realimentacion; en S. aurata por Peres
y col. (2011) con una y 2 semanas de ayuno y 8 semanas de realimentacion; en Lates

calcarifer (Perciformes) por Tian y col. (2003) con 2 y 3 semanas de ayuno y 4 y 3 semanas
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de realimentacién respectivamente; y en la tilapia hibrida O. mossambicus X O. niloticus
por Wang y col. (2000) con 2 y 4 semanas de ayuno y 6 y 4 semanas de realimentacién
respectivamente. Sin embargo, en algunos de estos estudios, el descenso en el peso pudo
ser revertido completamente con la realimentacion cuando el ayuno fue de una semana
(Wang y col., 2000; Tian y col., 2003; Montserrat y col., 2007). Por otra parte, en un
estudio llevado a cabo en Lejocassis longirostris (Siluriformes) (Zhu y col., 2005) se observé
una recuperacién total del peso corporal a partir de las 2 semanas de realimentacién
luego de 2 y 3 semanas de ayuno. Ademads, en un estudio de revision (Ali y col., 2003) se
mencionan casos en los cuales la realimentacion conduce a una sobrecompensacion en el
crecimiento en peso, donde los animales realimentados llegan a tener mayor peso que los
controles. A pesar de que la realimentacion en muchos casos no logra revertir
completamente los efectos del ayuno sobre el crecimiento, frecuentemente se observa
que la ganancia en peso y/o largo durante las primeras semanas de realimentacién es
mayor en los animales realimentados. Esto significa un aumento en la tasa de crecimiento
especifico en la realimentacién y se denomina “crecimiento compensatorio”. En la Figura
29 se puede apreciar que el aumento en peso y largo durante la primera semana de
realimentacién (marcada en un circulo rojo) es mas pronunciado en los peces
realimentados, indicativo de crecimiento compensatorio. Para poner a prueba esa
hipdtesis, se calcularon los SGR para el peso y largo en ese periodo y en las 2 semanas
subsiguientes (Figura 30a,b). Estos resultados muestran que el SGR para ambos
parametros en los peces realimentados es mas de dos veces que el valor registrado en los
controles, dando soporte a la hipdtesis de crecimiento compensatorio. Sin embargo, este
fenédmeno ya no se observa a partir de la segunda semana, donde los controles vy
realimentados crecen a igual tasa. De manera interesante, es justamente durante la
primera semana de realimentaciéon donde se observa un aumento significativo en la
eficiencia de conversion alimentaria en los peces realimentados, volviendo al valor de los
controles a partir de la segunda semana (Figura 31). Por tanto, se puede inferir que el
crecimiento acelerado durante la primera semana se debe, al menos en parte, al aumento

en la FCE. Alternativamente o de modo complementario, el crecimiento compensatorio

80



puede ser explicado por el aumento en la cantidad de alimento ingerido o hiperfagia. Este
ultimo caso es descartado en el presente trabajo ya que a todos los peces se les
administrd una cantidad unica de alimento correspondiente al 1,5% del peso corporal. El
perfil de ingesta durante las 3 primeras horas no fue diferente entre los realimentados y
controles durante toda la fase de realimentacién (Figura 32), pues es esperable que si
hubiese habido hiperfagia, la misma podria haber sido reflejada por un corrimiento hacia
la izquierda en el perfil de ingesta, es decir, un aumento en la cantidad de alimento
ingerido por unidad de tiempo, hecho que no fue observado. De este modo, queda claro
gue el crecimiento compensatorio puede tener dos causas principales, la hiperfagia y el
aumento en la FCE. Al respecto, algunos estudios adjudican dicho fenémeno Unicamente a
la hiperfagia (Miglavs & Jobling, 1989; Jobling & Koskela, 1996; Wang y col., 2000; Tian y
col., 2003), al aumento en la FCE (Boujard y col., 2000) o a ambos (Russell & Wootton,
1992; Qian y col., 2000). En el presente trabajo la evidencia indica que el crecimiento
compensatorio observado durante la primera semana de realimentacién es debido al
aumento en la eficiencia de conversion alimentaria. Inesperadamente, el SGR del peso
calculado a los 3 dias de realimentacion fue mayor (aproximadamente tres veces respecto
al control) al obtenido a la semana (aproximadamente el doble respecto al control)
(comparar Figuras 30 y 36), perfil repetido para los valores de FCE (Figuras 31 y 37). Estos
datos muestran que el organismo responde de manera inmediata al restablecimiento de
la alimentacién, ganando peso rdpidamente debido al rapido incremento en la eficiencia
de conversion alimentaria. Durante estos primeros 3 dias de realimentacién tampoco se
observé hiperfagia. Por otra parte, este periodo de realimentacion no fue suficiente para
inducir un aumento en el SGR para el largo. Esto sugiere que el primer parametro en

responder a la realimentacién es el peso corporal.

Puesto que a las 3 semanas de realimentacién tanto los controles como los peces
realimentados crecen a igual tasa, se espera que su estado nutricional no sea diferente.
De hecho, el calculo del indice hepatosomatico no evidencié diferencias entre ambos
grupos, como asi tampoco en lo que respecta al tamafio de los hepatocitos (Figuras 27 y

28). Es importante notar que estos parametros fueron severamente reducidos tras 4
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semanas de ayuno, lo cual demuestra que un protocolo de 3 semanas de realimentacion
es capaz de restablecer completamente el estado nutricional de los peces ayunados.
Tampoco se han observado cambios en los niveles plasmaticos de glucosa durante el
ayuno ni la realimentaciéon. En este aspecto, no se ha podido encontrar a la fecha
referencia bibliografica que evaliue el tamafio de los hepatocitos durante Ia

realimentacion.

Tomados en conjunto, estos resultados muestran que C. dimerus presenta crecimiento
compensatorio parcial, tanto en largo como en peso. Es parcial porque si bien se
demuestra la presencia de crecimiento acelerado durante la realimentacién, el tamafo
corporal de los animales realimentados no alcanza a los controles que fueron siempre
alimentados. Ahora bien, los resultados mostrados en la presente Tesis sélo abarcan un
protocolo de 3 semanas de realimentacion. Es légico cuestionar que si el periodo de
realimentacién hubiese sido mas extenso los animales realimentados hubiesen podido
alcanzar, en algun intervalo de tiempo, a los controles. Una inspeccion mas detallada de
los valores de las tasas especificas de crecimiento (SGR peso y SGR SL) conduce al rechazo
de tal escenario. Durante la primera semana de realimentacion es notable el aumento del
SGR, lo cual indica que estos animales estan creciendo mas rapido que los controles.
Ahora bien, durante el transcurso de esta primera semana, los peces realimentados no
alcanzan en talla a los controles. Puesto que el SGR de la segunda semana no difiere entre
grupos, ambos estan creciendo a igual ritmo, y dado que los peces realimentados son mas
pequefios al término de la primera semana, éstos no podran lograr el tamano de los
controles. A menos que haya un aumento del SGR en los realimentados luego de la
segunda semana, la talla da ambos grupos sera diferente en cualquier punto temporal
posterior. Por este motivo se decidié continuar el periodo de realimentacion sélo hasta la
tercera semana, en donde se observd que el SGR de los realimentados no fue diferente al
de los controles. A partir de estos resultados, se puede inferir que las diferencias en talla
se mantendrdn, pues no resulta ilégico suponer que los SGR se mantendrdn iguales en
ambos grupos tras 2 semanas previas de no diferencia. Por otra parte, es interesante

notar que el crecimiento compensatorio parcial que mostraron los ejemplares de C
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dimerus corresponden a animales con una talla de entre 7 y 8 centimetros de largo total,
cuando la talla maxima para la especie es de aproximadamente 12 centimetros. Seria
factible que en etapas mas tempranas del crecimiento, con peces de talla mdas pequefias,
la compensacién pueda ser total, teniendo en cuenta que la tasa de crecimiento
disminuye con la edad. En este sentido, se ha demostrado en peces que la hiperplasia
muscular se detiene cuando el animal alcanza el 44% de la talla final (Weatherley y col.,
1988). Si se considera que el crecimiento corporal puede ser reflejado por el crecimiento
muscular entonces se puede sugerir que la falta de crecimiento compensatorio total
obtenida en este trabajo se deba, al menos en parte, a que los peces bajo estudio

superaban ampliamente el 44% del tamafio final.

Si bien el estudio del crecimiento compensatorio ha sido ampliamente documentado en
una variedad de especies de peces teledsteos, incluso también en mamiferos, Ali y col.
(2003) cuestionan la mayoria de los mismos. En primer lugar se hace una critica intrinseca
al disefio experimental, en el cual se pueden analizar varios de sus aspectos. Asi, existen
variedad de protocolos experimentales con distintos periodos de ayuno y realimentacion,
e incluso algunos experimentos realizan ciclos de ayuno/realimentacion con diferentes
intervalos. Asi mismo, algunos estudios son realizados con determinado porcentaje de
alimento por peso corporal o incluso algunos protocolos son realizados con alimentacion a
saciedad. Otros factores pueden diferir entre experimentos también, como son el horario
de la ingesta, la iluminacién, temperatura, calidad del agua, entre otros. Otro aspecto muy
relevante es el tamafio de las muestras. Ali y col. (2003) muestran que muchos
experimentos fallan en adjudicar el nivel de replicacion (n) correcto a cada grupo
experimental, lo cual conduce a lo que se denomina pseudorréplica. En estos disefos cada
grupo experimental consiste de un estanque con varios peces dentro, tantos estanques
como tratamientos, y se consideran erréneamente como unidad experimental o réplica
bioldgica a cada pez. En rigor, la unidad experimental es el estanque y por tanto en este
tipo de disefios no hay réplicas biolégicas. Como consecuencia de este tipo de arreglo
experimental no se puede realizar inferencia estadistica alguna, pues cualquier diferencia

entre los tratamientos puede ser debida a diferencia entre los tanques (efecto del
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estanque), como por ejemplo la presencia de alguin agente patogénico en alguno de ellos
que haya podido infectar los peces del mismo y en consecuencia haya conducido a un
cambio en la variable que se esté estudiando que no resulte del tratamiento. Este
fendbmeno se denomina “confusién de efectos”. Por otra parte, la biologia
comportamental puede variar mucho entre las especies. En particular muchos peces
teledsteos despliegan un comportamiento agresivo, donde se pueden reconocer una
relacion jerarquica entre dominantes y no dominantes que puede afectar el grado de
compensacion durante la realimentacion. En este aspecto, Jobling & Koskela (1996)
observaron en la trucha arcoiris O. mykiss que durante un periodo de restriccion
alimentaria los peces dominantes presentaron las mayores tasas de crecimiento,
probablemente debido a un mayor acceso al alimento, pero durante la realimentacién la
tasa de crecimiento fueron mayores en los no dominantes. Esta tipo de heterogeneidad, si
no es tenida en cuenta, puede incrementar la variabilidad y disminuir la potencia
estadistica. Por este motivo, Ali y col. (2003) cuestionan los experimentos realizados con
peces agrupados en un mismo estanque y sugieren en consecuencia utilizar una
aproximacion experimental donde haya un pez por pecera. De este modo se podrian
evitar los efectos sobre el crecimiento y otras variables de interés que pudieran llegar a
tener las interacciones sociales presentes en un mismo acuario. A esto se agrega que en el
mismo estanque puede haber peces de distinto sexo y una relaciéon macho/hembra
diferente entre los estanques, lo cual estaria adicionando variabilidad experimental. Por
estos motivos, los experimentos realizados en la presente Tesis se basaron en un disefio
experimental con peces aislados, un pez por pecera. Cichlasoma dimerus presenta un
comportamiento social caracteristico, donde se establece una jerarquia social con peces
dominantes y no dominantes (Alonso y col., 2011), dimorfismo sexual en el crecimiento
(Delgadin y col., 2015) y diferente dindmica en la formacion de parejas en relacién a la
cantidad de peces y relacidon de sexos por pecera (Delgadin y col., 2015). Asi, los posibles
efectos distorsivos de estos factores pudieron ser controlados por el disefio de un pez por
pecera. Este disefio ademas, permitid realizar un seguimiento individual de cada una de

las unidades experimentales durante el transcurso del experimento, realizar las
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mediciones sobre los mismos especimenes sin la necesidad de marcar a los peces para su
identificacion, lo cual podria representar un evento estresante para los mismos. Otra de
las consideraciones mencionadas por Ali y col. (2003) es el parametro de crecimiento
utilizado. La gran mayoria de los experimentos sélo consideran el peso corporal y como ya
se ha discutido previamente (Beckman, 2011) el peso puede no representar univocamente
al crecimiento somadtico, siendo necesario incorporar al analisis la medicidon del largo
corporal. En un trabajo reciente, se muestra como el aumento en peso depende del
incremento del peso por el proceso de engorde, medido mediante un parametro
denominado factor de condicién, y del crecimiento estructural, indicado por el largo
(Bavcevi¢ y col., 2010). En ese trabajo, se demuestra en S. aurata que hay crecimiento
compensatorio sélo para el peso, pero no para el largo, y que sin embargo dicho
crecimiento compensatorio es parcial, demostrando la importancia de considerar ambos

pardmetros en los estudios relacionados al crecimiento somatico.

Impacto de la realimentacion sobre el sistema GH/IGF-1

Como se ha mostrado, C. dimerus presenta una fase crecimiento compensatorio durante
la primera semana de realimentacion, fendmeno que ya no es observado a partir de la
segunda semana. Estos cambios fueron acompafiados por una elevada eficiencia de
conversidn alimentaria durante la primera semana de realimentaciéon que no se observan
a la tercera semana de tratamiento, donde ademas, el estado nutricional es
completamente normal segln la evaluacién del indice hepatosomatico y el tamafio de los
hepatocitos. Estos resultados sugieren dos etapas diferenciadas en la realimentacién
sobre el crecimiento somatico en C. dimerus, una primera fase de crecimiento acelerado
tanto en largo como en peso; y una segunda fase donde se restablecen los parametros de
crecimiento. Puesto que el efecto de la realimentacion sobre el crecimiento somatico se
observé a la primera semana, es légico asumir que los cambios a nivel de regulacién en el

sistema GH/IGF-1 debieron haber ocurrido antes. Por esta razén se realizdé un segundo

85



experimento de realimentacion, esta vez por 3 dias. Se espera que la expresion de los

genes de sistema GH/IGF-1 estén alterados en este periodo y no a las 3 semanas.

Luego de 3 semanas de realimentacion, no se observaron diferencias significativas en la
expresion de los receptores para GH (GHR1, GHR2) e IGF-1 en higado ni de GHR1 y GHR2
en musculo (Figuras 39, 40, 41, 43, 44 y 45) entre los peces realimentados y los controles.
Si bien estos resultados son los esperados, pues condicen con los datos morfoldgicos, la
variabilidad obtenida fue elevada. Sorprendentemente, los 3 dias de realimentacién no
provocaron diferencias en los niveles de transcripto en higado de GHR1, GHR2 e IGF-1
respecto del control ni en los niveles de GHR1 y GHR2 en musculo. Sin embargo, estos
resultados pueden entenderse mejor a la luz de los obtenidos en el ayuno. Las 4 semanas
de ayuno condujeron a un incremento en la expresién de GHR2 en higado y en musculo
(Figuras 21 y 24), que fueron revertidos a los valores del control tras 3 dias de
realimentacién. Estos resultados pueden ser interpretados de hecho como una
disminucion de los niveles de GHR2 en el grupo ayunado/realimentado. Asi mismo, los
niveles del transcripto de IGF-1 en higado no fueron alterados por el ayuno ni por la
realimentaciéon. A nivel muscular sin embargo, la expresion de IGF-1 desciende
significativamente en el ayuno, pero retorna al valor de los controles a los 3 dias de
realimentacién. Por otra parte, la expresién del receptor tipo 1 de GH, GHR1, no fue
alterado en ninguno de los protocoles experimentales realizados, el ayuno ni la
realimentacién. Esta observacién podria reforzar la hipétesis de que GHR1 es el receptor
de SL, tal como es propuesto en varios estudios (Fukada y col., 2005; Canepa y col., 2012).
Estudios llevados a cabo en otras especies muestran que el perfil de expresién del sistema
GH/IGF-1 durante la realimentaciéon es variable, lo cual puede tener una implicancia
bioldgica real, ser el resultado de aplicar distintos protocolos de ayuno y realimentacion o
ambas. En uno de los primeros trabajos sobre IGF-1 en la realimentacién, Chauvigné y col.
(2003) vieron en la trucha arcoiris que los niveles de expresion de IGF-1 en musculo eran 8
y 15 veces mayores a los detectados tras 10 semanas de ayuno en animales realimentados
por 4 y 12 dias respectivamente. Sin embargo este estudio no contaba con los controles

adecuados, pues no dispusieron de un grupo control alimentado durante todo el
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experimento. En linea con estos resultados, Gabillard y col. (2006) mostraron que los
niveles bajos de IGF-1 plasmaticos provocados por el ayuno eran revertidos por 4 dias de
realimentacién volviendo al valor de los controles. Los resultados presentados por Fox y
col. (2010) en tilapia O. niloticus son similares a los obtenidos en la presente tesis, donde
si bien el ayuno condujo a una caida en los niveles plasmaticos y de ARNm de IGF-1 en
higado, no observaron diferencias en el mismo durante la realimentacién a nivel del
transcripto ni de la proteina respecto de los controles siempre alimentados. En el mismo
estudio la expresidon de GHR2, al igual en C. dimerus, fue elevada por el ayuno y revertida
a los niveles del control por la realimentacién a partir de la primera semana y hasta la
semana 8. En linea con esto, tampoco observaron variaciones en la expresién hepdtica de
GHR1 tras 4 semanas de ayuno ni en la realimentacidon. Mas aun, el paralelismo se
extiende a la expresién de GHR2 hepatico, el cual fue mayor en los peces ayunados. Estas
coincidencias no resultan ilégicas sabiendo que ambas especies de peces ciclidos estdn
filogenéticamente relacionadas, y cuya similitud en la secuencia nucleotidica de los
receptores GHR1 y GHR2 es superior al 86%. Sin embargo, durante la realimentacién
pueden observarse discrepancias en cuanto la respuesta de estos receptores a nivel
muscular. Fox y col. (2010) observaron que la expresién de GHR1 es menor en los peces
realimentados por 1y 2 semanas, pero no difieren de los controles a partir de la semana 3
y observan el mismo perfil para GHR2. Asi mismo, al igual que en C. dimerus, la expresidn
de IGF-1 muscular se ve reducida en el ayuno, pero también hasta la primera semana de
realimentaciéon. En un estudio mas reciente realizado en Paralichthys adspersus
(Pleuronectiformes), Fuentes y col. (2011) muestran un descenso en los niveles
plasmaticos y de ARNm de IGF-1 muscular tras 3 semanas de ayuno, pero que revierten a

los niveles de los controles a partir de la primera semana de realimentacidn.

Si bien los datos obtenidos en los experimentos de realimentacién de 3 dias y 3 semanas
no muestras diferencias en la expresidén para ninguno de los genes analizados del sistema
GH/IGF-1, resulta llamativo el perfil de expresidon de la hormona de crecimiento GH. La
expresion de esta hormona se mantuvo dentro de un rango poco variable en los controles

de los experimentos de ayuno (0,34+0,09) y realimentacién por 3 dias (0,28+0,05) y 3
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semanas (0,2610,04). Pero llamativamente la expresidén del transcripto de esta hormona
en los peces realimentados por 3 semanas fue muy similar a dichos valores (0,28+0,07),
bajo en el grupo ayunado por 4 semanas (0,18+0,03) y alta en los realimentados por 3 dias
(0,47+0,07). Por otra parte, este perfil difiere de lo que se observa en otras especies de
peces teledsteos, donde los niveles de GH o bien no cambian durante el ayuno y la
realimentacién (Fox y col., 2010) o se incrementan en el ayuno y bajan en la
realimentacidn hasta los niveles del control (Gabillard y col., 2006; Fuentes y col. 2011). El
perfil obtenido en la presente Tesis en el ayuno prolongado y la realimentacién para GH y
GHR2 pone de manifiesto que la regulacidn del eje GH/IGF-1 en C. dimerus difiere de la
hipédtesis tradicional de resistencia a GH, la cual establece que en el ayuno los niveles de
GH aumentan y la expresién de los receptores de GH en higado disminuye, conduciendo a
una declive en la liberacién de IGF-1 a circulaciéon y en consecuencia atenuando la
retroalimentacién negativa de IGF-1 sobre la expresidon de GH en hipdfisis. En este sentido,
no es posible descartar posible variaciones en las IGFBPs que puedan alterar los efectos
biolégicos de IGF-1, o incluso que puedan tener efectos independientes de IGF-1,
adicionando complejidad al sistema GH/IGF (Duan y col., 1997; Le Roith y col., 2001;
Wood y col., 2005).

Al igual que en el ayuno, los niveles de IGF-2 hepatico y muscular no difirieron entre en los
peces realimentados y los controles (Figura 42). Fox y col. (2006) han sugerido algun rol
para IGF-2 muscular durante la realimentacién en relacion al crecimiento compensatorio
en O. mossambicus, pues observaron una disminucidn en su expresion durante las dos
primeras semanas de realimentacion que coinciden con el incremento del SGR(peso) en el
grupo realimentado. En la presente Tesis, si bien se observa un aumento en el SGR
durante la primera semana de realimentacién, la expresiéon de IGF-2 en musculo no
condice con la propuesta de Fox y col. (2006), atribuibles posiblemente a diferencias en la

edad de los ejemplares utilizados respecto de aquellos experimentos.
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Sobre GHR2

Durante la ultima década, se han publicado una gran cantidad de secuencias del receptor
para GH, lo que ha permitido ampliar la visidon sobre los mismos en un contexto evolutivo.
Notablemente, a diferencia de los que ocurre en tetrdpodos, los peces teledsteos, hoy se
sabe, tiene dos tipos de receptores, probablemente como consecuencia de la duplicacién
gendmica especifica de peces (Meyer & Van de Peer, 2005). Los primeros trabajos se
centraron sobre uno de los 2 tipos, hoy denominado GHR1, pero posteriormente fue
evidente que otro grupo de peces teledsteos, los salmdnidos, tenian un receptor para GH
distinto a GHR1, hoy denominado GHR2. Poco tiempo después, basado en los trabajos de
Saera-Vila y col (2005) y Jiao y col. (2006), se concluyd que todos los peces teledsteos
poseen ambos tipos de receptores. En este sentido, la presente Tesis muestra que C.
dimerus posee ademdas de GHR1 (Canepa y col.,, 2012) a GHR2 (Figura 9,10). GHR2,
secuenciado en esta Tesis, presenta caracteristicas tipicas a los GHRs, como por ejemplo el
motivo FGEFS, que en el caso de C. dimerus es FGAFS para este receptor (Figura 9,10), y
FGEFS para GHR1 (Cénepa y col., 2012). Esta discrepancia es llamativa, por cuanto la
alanina es un aminoacido no polar, mientras que el glutamato tiene carga negativa. No
obstante, en otros peces teledsteos se puede observar que el glutamato es sustituido por
glicina en esa posicidn, cuyo residuo es no polar al igual que alanina, como por ejemplo en
O. latipes (Figura 10). En lo que refiere al resto del receptor, tanto la Box1 como la Box2 se
encuentran altamente conservadas en los receptores para GH, y en este sentido la
secuencia encontrada para C. dimerus muestra un alto grado de similitud con la

secuencias de otras especies (Figura 10).

La hipdtesis clasica de las somatomedinas establecia que el crecimiento estimulado por
GH era mediado por IGF-1 hepatico, el cual actuaria en los tejidos blanco promoviendo el
crecimiento. Sin embargo, el hallazgo de que GHR es expresado ampliamente en varios
tejidos extrahepaticos, sugirié la posibilidad de una accién directa de GH sobre esos
tejidos, sumado al hecho de que los mismo son capaces también de expresar IGF-1 e IGF-

2. Estos hechos, junto con otras evidencias adicionales, sugirieron un escenario en donde
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la regulacion autocrina/paracrina podria tener un lugar importante en el crecimiento. Al
respecto, la presente Tesis muestra que tanto GHR1, GHR2 e IGF-1 se expresan en todos
los tejidos analizados (Figura 11), en concordancia con la visién de una regulacién
autocrina/paracrina del crecimiento. En este sentido, es importante notar que durante el
ayuno, la expresion de IGF-1 es inalterada, mientras que a nivel muscular se encuentra
significativamente reducida, y que durante la realimentacidn, en la etapa de crecimiento
acelerado, los niveles del transcripto de IGF-1 hepdticos no son afectados mientras que
sus niveles a nivel muscular se recuperan a los valores del ayuno. Es decir, estos resultados

estan en linea con el planteo de una regulacion a nivel local.
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-Conclusiones-

En base a las hipdtesis planteadas en la presente Tesis y los resultados obtenidos en la

misma, se presentan las siguientes conclusiones.

Hipodtesis 1: “Los individuos sometidos a un ayuno prolongado disminuyen su tasa de
crecimiento como consecuencia de alteraciones en el eje GH/IGF-1 a distintos niveles”

Los resultados obtenidos a partir del ayuno por cuatro semanas estan de acuerdo con la
hipodtesis planteada. El crecimiento longitudinal fue abolido por completo en los peces no
alimentados y la tasa de crecimiento referida al peso fue significativamente reducida en
los mismos. Por otra parte, aunque no se pueda conocer la relacidon de causalidad, la
interrupcion del crecimiento estuvo acompafiada por alteraciones en la expresidon génica
de varios componentes del eje GH/IGF-1, en particular los receptores de GH tipo 2 e IGF-1

muscular, mostrandose asi en linea con la hipdtesis planteada.

Hipétesis 2: “En Cichlasoma dimerus se observa un crecimiento compensatorio como
consecuencia de la realimentacién posterior a un periodo de ayuno. En este crecimiento
compensatorio esta involucrado el eje GH/IGF-1"

Los resultados de los experimentos de realimentacidn apoyan a la hipdtesis propuesta. La
presente Tesis demuestra que C. dimerus presenta crecimiento compensatorio parcial
durante la primera fase de la realimentacién y en paralelo el retorno a valores normales
en la expresion génica de los componentes del eje GH/IGF-1 que habian sido alterados

durante el ayuno prolongado.
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Hipdtesis 3: “Cichlasoma dimerus presenta ambos tipos de receptores: GHR1 y GHR2 siendo
GHR2 y no GHR1 el receptor para GH. Por lo tanto se espera que el arresto en el crecimiento

debido a periodo de restriccion alimentaria afecte la expresién de GHR2 y no de GHR1”

Esta hipdtesis es apoyada por los resultados obtenidos en la presente Tesis. Se demostrd
la presencia de GHR2 en C. dimerus, con lo cual esta especie, al igual que todos los
teledsteos en los cuales se estudid su presencia, tiene ambos tipos de receptores: GHR1 y
GHR2. Por otra parte, los experimentos de ayuno y realimentacidon sélo provocaron
cambios en la expresién de GHR2 y no GHR1, sugiriendo por tanto que GHR2 seria el

receptor para GH bajo estas condiciones experimentales.

Conclusion general

Tomando de manera conjunta los resultados del ayuno y realimentacién, se puede sugerir
que C. dimerus es un buen modelo biolégico para el estudio del crecimiento somatico
dada su alta tasa de crecimiento y su respuesta a la manipulacién experimental mediante
el ayuno prolongado sumado a una buena recuperacién de su estado nutricional tras la
reversién de las condiciones experimentales desfavorables. Asi mismo, los resultados
obtenidos en la presente Tesis muestran que el ayuno y la realimentacion tiene un efecto
directo sobre la expresidn génica a nivel transcripcional de GH, GHR1, GHR2, IGF-1 e IGF-2
asociados a cambios en el crecimiento somatico, la histologia hepatica y la eficiencia de
conversidn alimentaria. Por otra parte, la presencia de crecimiento compensatorio parcial
no excluye la posibilidad que en peces de talla mas pequenas el crecimiento

compensatorio pueda ser completo.
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