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RESUMEN. Este capitulo ofrece una visién global y comparada de los diferentes sistemas endocrinos
relacionados con el crecimiento animal. Tras recorrer brevemente algunos de los grupos mas
representativos de invertebrados, el estudio se centra en los vertebrados, y especialmente en los teledsteos.
Aunque son varias las hormonas que afectan al crecimiento de los vertebrados, la hormona de
crecimiento o somatotropina (GH) es el factor endoérino con una mayor influencia en el crecimiento
somadtico. Esta hormona se originé a partir de un gen ancestral que por duplicacién, deleccién, insercién
y rsu_stit’ucilén dio lugar a los diferentes genes que codifican para GH, prolactina (PRL),
somatomamotropina coriénica (CS) y somatolactina (SL). Una caracteristica muy importante de esta
familia de hormonas es su elevada especificidad, por lo que el andlisis de su secuencia aminoacidica
puede utilizarse como criterio de proximidad filogenética. El control de la secrecién de GH se caracteriza
por su naturaleza multifactorial y dindmica. El control hipotaldmico, basado en la accién inhibitoria de
la somatostatina y en la estimulatoria de la somatocrinina, constituye el mecanismo de regulacién mas
conocido. No obstante, existen otros mecanismos y factores que juegan un papel determinante en el
sistema regulador de la secrecién de GH. Un mecanismo de gran importancia es la regulacion ejercida
por los productos resultantes de su accion fisioldgica (glucosa, 4cidos grasos libres, somatomedinas). De
igual modo, la tiroliberina, las hormonas tiroideas, los glucocorticoides, los esteroides sexuales y los
neurotransmisores ejercen una gran influencia en la secrecién de GH. Esta acci6n, a pesar de estar basada
en principios comunes y utilizar sustancias muy similares, difiere enormemente de unos grupos a otros.
De hecho, sustancias con una gran influencia en la secrecion de GH en un determinado grupo de
vertebrados pueden no influir o influir muy poco en otros. Ademads, sustancias que inhiben la secrecién
en unas especies pueden estimularla en otras. Todo ello pone de relieve la gran complejidad de los
sistemas endocrinos que regulan el crecimiento somitico de los vertebrados y, al mismo tiempo, la
importancia que tiene la fisiologia comparada en el establecimiento de relaciones filogenéticas entre los

diferentes grupos de animales.






Crecimiento Animal

1.1. DEFINICION DEL TERMINO HORMONA

El crecimiento es el resultado de la hiperplasia e hipertrofia celular. Este proceso es
enormemente complejo y en él se ven implicados factores ambientales, nutricionales
y genéticos, siendo el sistema neuro-endocrino el que ejerce una funcion reguladora

e integradora.

La definicidon clasica del término hormona (del griego "hormao", poner en
movimiento) fue establecida a principios de este siglo, y comprendia aquellas
sustancias que originadas por una unica fuente de secrecion eran transportadas por
la sangre hasta los tejidos-diana, activando toda una serie de reacciones metabdlicas.
Mas tarde se comprobé el origen multiple o por lo menos no Unico de numerosas
hormonas como es el caso de la somatostatina (SS), sintetizada tanto en el sistema
nervioso central (SNC) como en el pancreas. De igual modo, se pudo observar que
muchas de estas sustancias no eran transportadas por el torrente sanguineo, sino que
poseian recorridos extracelularés de apenas unos mrﬁ, o A. Tales descubrimientos
llevaron a Guillemin en 1977 a modificar aquella primera definicion y considerar
a las hormonas como sustancias que actuan sobre la misma célula secretora u otras
adyacentes, independientemente de la singularidad o ubicuidad de la fuente, e
independientemente también del medio de transporte que podrd ser la corriente

sanguinea, el flujo axopldsmico, o el inmediato espacio extracelular. Por
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consiguiente, las hormonas pueden actuar sobre la misma célula secretora (accion
autocrina), sobre células proximas (accion paracrina) o sobre células alejadas (accion
endocrina clasica o neuroendocrina). Sin embargo, esta definicion tampoco puede
considerarse como definitiva, ya que recientemente se ha puesto de relieve una
accion intracrina (O'Malley, 1989) y yuxtacrina (Massagué, 1990), segun la cual las
hormonas actian sobre la misma célula u otras adyacentes sin que estos factores
hormonales lleguen a liberarse al medio extracelular. A pesar de toda esta
_complejidad, diferentes grupos de animales utilizan principios y materiales comunes
para desarrollar sistemas de crecimiento muy parecidos en su formay funcion. Esta
analogia también se observa al comparar vertebrados e invertebrados, tal y como se

describe en los apartados siguientes.
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1.2. CONTROL HORMONAL DEL CRECIMIENTO EN INVERTEBRADOS

1.2.1 Invertebrados no artropodos.

La hidra de agua dulce es uno de los invertebrados de mayor simplicidad estructural.
Sin embargo, se ha comprobado que posee células nerviosas capaces de segregar un
factor estimulante del crecimiento. Esta hormona parece tener dos funciones, por una
parte la estimulacion de la proliferacion celular y, por otra, la transformacion de las
células intersticiales en células somaticas como los nematocistos o cnidoblastos. Con
la llegada de la madurez sexual estas células neurosecretoras desaparecen, el
crecimiento cesay las células intersticiales forman gametos, poniendo de manifiesto
el conocido antagonismo entre crecimiento somatico y reproduccion (Highman y
Hill, 1969). Este tipo de antagonismo también se da en los anélidos, ya que una alta
concentracion de la hormona inductora de la proliferacion regenerativa de los

segmentos (crecimiento somatico) inhibe la maduracion sexual.
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1.2.2. Artrépodos.

En los artrépodos el crecimiento difiere notablemente del resto de animales debido
a la naturaleza de su exoesqueleto. Se trata de un proceso marcado por una serie de
mudas o ecdisis, en cada una de las cuales se desprende la cuticula antigua, se
dividen las células epidérmicas y se deposita una nueva cuticula. Por tanto, es un
crecimiento discontinuo que depende del abandono periddico de la cubierta vieja,
produciéndose una expansion del cuerpo antes del endurecimiento de la nueva. Este
incremento de tamafio sucede mediante una rapida captacion de agua (especies
acuicolas) o aire (especies terrestres), de manera que el crecimiento real, que en
sentido estricto implica la sintesis de nuevo protoplasma, se produce a través de la

intermuda.

- El ciclo de la muda ha sido estudiado desde hace bastante tiempo por lo que
es un proceso que se conoce de una forma bastante detallada. Dicho ciclo se divide
en cuatro etapas: proecdisis (premuda), en la que tiene lugar la preparacion para la

muda con la eliminacidon de calcio del exoesqueleto; ecdisis (muda), corta etapa

durante la cual se desprende el exoesqueleto; metecdisis (postmuda), vuelta natural
a la normalidad con el endurecimiento del esqueleto; intermuda, estado normal. La
intermuda puede consistir en un periodo largo (anecdisis) o corto (diecdisis), en

cuyo caso se dan varias mudas a lo largo del afio.
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En los crustiaceos, Rao (1965) demostré que un neuropéptido presente en los
oftalmopodos o pedunculos oculares era capaz de inhibir el proceso de ecdisis. Mas
recientemente, Soumoff y O'Connor (1982) demostraron que extractos de la glandula
dei éeho inhibian la secrecién de lé écdisbn@ u hoﬁnona de la muda. Este
ﬁeﬁrdpéptidd éoﬁoéidb cofno horinéné ihh.ibi.do.ra. dé lﬁ muda (MIH) sé sfnfeﬁzé eh |
el organo X ganglionar y se transmite a través de fibras neurosecretoras a la
glandula del seno para su almacenamiento, liberacion y posterior unién al 6rgano
Y, lugar de origen de la ecdisona. Al disminuir la concentracion de MIH
(proecdisis), el organo Y entra en completa actividad y segrega ecdisona que
estimula la muda o ecdisis. Experiencias in vitro, con el 6rgano entero o con células
disociadas, han puesto de manifiesto el caracter agudo y cronico de la accién
inhibitoria de la MIH en la produccion de ecdisteroides (ver Dauphin-Villemant et

al., 1994).

Los insectos poseen un sistema endocrino regulador del crecimiento de gran
similitud al de los crustaceos. Las células neurosecretoras de la region intercerebral
producen una sustancia tropica: ecdisiotropina, toracotropina o protoracotropina
(PTTH) que pasa por transporte axoénico a un organo neurohematico, el corpus
cardiacum (cuerpo cardiaco). Bajo una estimulacion apropiada, la PTTH se libpra
a la sangre y activa a la glandula ecdisial o protoracica para que segregue ecdisona.
Al igual que en los crustaceos, esta hormona se presenta en dos formas, a-ecdisona
y B-ecdisona. Se cree que la ecdisona es segregada como «-ecdisona para luego

transformarse rapidamente en B-ecdisona fuera de la glandula. La ecdisona tiene el
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mismo esqueleto de carbono que el colesterol y se ha demostrado que es sintetizada
a partir del mismo a través de una serie de pasos enzimaticos, los cuales no han sido
todavia elucidados plenamente (ver Koolman, 1994). Cab_e destacar la coincidencia
o relacion de esta hormona con la ecdisona de los crustaceos, no sélo en lo que se
refiere a su estructura sino también a su accion sobre la muda. Por tanto no resulta
sorprendente que se haya sugerido la existencia de una posible homologia entre el
organo Y de los crustaceos y las glandulas toracicas de los insectos (ver Koolman,
1994). El 6rgano Y esta controlado por una neurosecrecion cerebral, lo mismo que
la glandula toracica de los insectos, si bien este control es inhibidor en los

crustaceos y basicamente estimulador en los insectos (Fig. 1.1)

10
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(_artrOPODOS ]

C CRUSTACEOS

Célnlas neurosecretoras del 6rgano X
(Sintesis MIH)

)

Transporte axénico de neurosecrecion

Glindula del seno
(Almacenamiento MIH)

)

Hormona inhibidora de 1a muda

Hormona de la muda
ECDISONA

)

|
( INSECTOS j '

CéL neurosecretoras "pars intercerebralis"
(Sintesis PTTH)

Transporte axdnico de neurosecrecion
Corpus cardiacum
(Almacenamiento PTTH)

Hormona toracotrépica

+

( GLANDULA TORACICA j

" Hormona de la muda
ECDISONA

Fig. 1.1. Panalelismo del control endocrino de la muda en crusticeos e insectos.

11
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Por ultimo, cabria destacar la presencia de péptidos relacionados con la
insulina en diferentes especies de invertebrados. Estos péptidos [la bombixina de la
mariposa de la seda (Bombix mori) (Adachi et al., 1989), el péptido insulinico de
Locusta migratoria (Lagueux et al., 1990), y el péptido insulinico de moluscos (Smit
et al., 1988)] forman parte de una antigua y diversa familia de hormonas basada
principalmente en sus grandes similitudes estructurales. Todas las hormonas de
vertebrados que pertenecen a esta familia, insulina y somatomedinas, juegan un
papel esencial en el crecimiento. Por lo tanto, es muy posible que esta funcién se

dé también en invertebrados.

12



Crecimiento Animal

1.3. CONTROL HORMONAL DEL CRECIMIENTQ EN VERTEBRADOS

1.3.1. Hipéfisis y crecimiento

El desarrollo postembrionario de los vertebrados carece de las etapas de la muda
propias de los artropodos. Sin embargo, artropodos y vertebrados poseen unos
niveles similares de complejidad respecto a anatomia y fisiologia, ya que presentan
un esquema comun de mensajeros intercelulares (hormonas), utilizando ambos,

aunque no exclusivamente, péptidos y esteroides (ver Lachaise et al., 1993).

La temperatura, la época del afio, la disponibilidad de alimento y el desarrollo
reproductivo son de vital importancia en el crecimiento del animal, y es la glandula
pituitaria o hipofisis la que ejerce un mayor control en tales procesos. Sin embargo,
no fue hasta principios de siglo, cuando se relaciono el crecimiento de los
vertebrados con la actividad hipofisaria. Aschner en 1912 fue el primero en sugerir
es.ta relacion, al observar una disminuciéon del crecimiento en perros
hipofisectomizados. En afios posteriores, Evans y Long (1921) lograron estimular
el crecimiento de ratas con extractos hipofisarios de vaca. En la década de los 40,
se purifico la proteina hipofisaria capaz de estimular el crecimiento de ratas
normales e hipofisectomizadas (Li et al., 1945; Wilhelmi et al., 1948). Dicha

proteina se denominé hormona de crecimiento o somatotropina (GH), aunque no fue
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totalmente secuenciada hasta finales de los afios 60 y principios de los 70 (Li, 1969;
Li y Dixon, 1971; Niall, 1971). Desde entonces hasta el momento actual, el
desarrollo tecnoldgico ha permitido un rapido y mayor conocimiento de la estructura
de la GH, la regulacion de su secrecion y sus acciones biologicas. Pese a ello, no
han sido -plenamente dilucidados gran parte de los mecanismos que modulan la
secrecion, como los modos de accion, o los aparentemente contradictorios efectos

metaleicos de la GH.

1.3.2. Caracteristicas de la familia GH/PRL

La GH es una proteina de aproximadamente 22 kDa que se sintetiza en las células
somatotropas de la parte proximal de la pars distalis de la adenohipéfisis. Los
primeros trabajos de secuenciacion pusieron de relieve un elevado grado de
homologia con la prolactina (PRL) (Bewley y Li, 1970), hormona sintetizada por
las mamotropas o lactotropas de la parte rostral de la pars distalis de la
adenohipofisis, lo que permitié sugerir que estas dos hormonas habian evolucionado
a partir de un mismo gen sometido a procesos de duplicacion, deleccién, insercidn
y sustitucion (Niall et al.,, 1971). Mas tarde, se sugirié que este gen ancestral podia
ser también el origen de otras hormonas como la somatomamotropiné corionica (CS,
exclusiva de la placenta de los mamiferos) y la somatolactina (SL, hormona
hipofisaria recientemente descrita en varias especies de teledsteos). Asi pues, en base

a la secuencia aminoacidica y nucleotidica, la familia GH/PRL queda constituida por
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GH, PRL, CS y SL, circunstancia ésta que comporta un cierto solapamiento de
funciones (ver Chen et al., 1994). A pesar de haberse caracterizado entidades
bioquimicas diferenciadas dg PRL y GH en yarios grupos de vertebrados, incluidos

los peces (Ball, 1965, Farmer et al., 1975, 1976; Komourdjian y Idler,_1979),_ asi |
| éorhd pfebafac.ibheﬁ c.uic‘lado.safriente purificadas de ambas hbrmonas, ha continuado
existiendo una considerable superposicion de sus respectivos efectos lactogénicos
y somatogénicos. De hecho, se ha comprobado qué la PRL puede ser tan efectiva
‘como la GH en la aceleracion del crecimiento somatico. Como prueba de ello, en
pollos y palomos hipofisectomizados, el restablecimiento del crecimiento es
practicamente total tras la administracion de PRL (Jenkin, 1970; Turner y Bagnara,
1971). Por el contrario, en condiciones experimentales similares, la administracion
de PRL no ejerce un efecto significativo sobre el crecimiento de la trucha arco iris

(Oncorhynchus mykiss) (Komourdjian y Idler, 1979).

La somatomamotropina corionica (CS) es una proteina compuesta por 191 aa,
con un peso molecular de 20 kDa y de gran similitud con la GH. Esta hormona fue
aislada por Josimovich y McLaren en 1962, y denominada en un principio lactogeno
placentario (PL) debido a sus bropiedades lactogénicas sobre la mama de conejas
pseudoembarazadas. Posteriormente, en vista a su similitud con la GH y a sus
efectos anabolicos sobre la madre se decide denominarla somatomamotropina
corionica (CS), término que se mantiene en la actualidad, aunque muchos sigan

denominandola PL.
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La SL, Gltima incorporacion a esta familia de hormonas, se "ha detectado
mediante inmunocitoquimica en varias especies de teledsteos (Rand-Weaver et al.,
1991a). A diferencia de la GH y la PRL, las células que la sintetizan
(somatolactotropas) se localizan en la pars intermedia de la hipofisis. La secuencia
del cDNA y/o de la proteina ha sido determinada en el lenguado del Pacifico
(Paralichtys olivaceus) (Ono et al., 1990), bacalao del Atlantico (Gadus morhua)
(Rand-Weaver ef al., 1991b), salmén chum (Oncorhynchus keta) (Takayama et al.,

1991), liebre de mar (Cyclopterus lumpus) (Iraqi et al., 1993), fletan (Hippoglossus
| hippoglossus) (Iraqi et al., 1993), lenguado senegalés (Solea senegalensis) (Pendén
et al., 1994) y dorada (Sparus aurata) (Cavan et al., 1995). De estos trabajos se
deduce qhe la SL es una proteina enormemente conservada a lo largo de la
evolucion. No obstante, falta por establecer su funcion en el organismo. Estudios
recientes relacionan esta hormona con el metabolismo del calcio (Kaneko y Hirano,
1993), la reproduccion (Rand-Weaver y Swanson, 1993, Planas et al., 1992;
Olivereau y Rand-Weaver, 1994), el estrés (Rand-Weaver et al, 1993b), la
luminosidad del fondo (Zhu y Thomas, 1995), la regulacién acido-base o incluso el
metabolismo lipidico (véase Kaneko e Hirano, 1993), aunque no se han podido

detectar receptores de SL en riinguno de los presuntos tejidos diana.
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1.3.3. Especificidad de la GH

A diferencia de la ecdisona de los invgrt_eb}'ado_s, _la Anatu_ral_ez_a _prqte_ica de la GH
| éoﬁﬁvere‘ a esta hormona una notable especificidad. La GH de aves y mamiferos nb
presenta reaccion cruzada en radioinmunoensayos (RIAs) homodlogos para la GH de
salmoénidos (Bolton et al., 1986, Wagner y McKeown, 1986, Le Bail et al., 1991),
carpa (Cyprinus carpio) (Cook et al., 1983), anguila (4 nguilla japonica) (Kishida y
Hirano, 1988), dorada (Sparus aurata) (Le Bail et al., 1993a) y tilapia (Oreochromis
niloticus) (Ricordel et al., 1995). Es hés, la reaccion cruzada de los anticuerpos
anti-GH de dorada es alta con los extractos hipofisarios procedentes de especies de
la misma familia, parcial con las del mismo orden y débil o practicamente
inexistente con las de 6rdenes distintos. Esta especificidad queda también reflejada
en el analisis comparativo de la secuencia aminoacidica de la GH de diferentes
vertebrados (Cuadro 1.I.). En general, la similitud entre las moléculas de GH
coincide con el grado de proxiﬁidad filogenética de las diferentes especies. La GH
de anguila, tiburdén y esturion son mas similares a la GH de tetrapodos (50-70 % de
homologia), que a la de los teledsteos (35-45 %). Tal observacion esta de acuerdo
con los estudios biologicos e inmunolégicos llevados a cabo durante los ultimos 20
afios (Hayashida, 1975), segun los cuales la divergencia evolutiva es mayor en los
peées que en los tetrapodos. No obstante, es importante resefiar que se han
identificado regiones notablemente conservadas, especialmente entre los aa 164 y

187 (Nicoll et al., 1986, Kawauchi y Yasuda, 1989; Watahiki et al., 1989). Ello
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explica que todas las somatotropinas testadas hasta el momento sean biologicamente
activas en los teledsteos (Le Bail et al., 1993b). No obstante, esta homologia no es
suficiente para que cualquier GH, independientemente de su origen, tenga actividad
bioldgica en todas las especies de vertebrados. Los primates no responden a la GH
de otras clases de mamiferos. La rata, por el contrario, responde a la mayoria de los
extractos hipofisarios probados, incluidos los procedentes de condrosteos como el
esturion (4 cipenser trasmontanus) y el pez espatula (Polydon spatula) (Hayashida
y Lagios, 1969). En cualquier caso, debemos ser prudentes al interpretar estos
resultados, ya que en algunos casos la falta de respuesta podria atribuirse a una

rapida produccion de anticuerpos contra estas hormonas de naturaleza proteica (ver

Knobil, 1961).
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1.3.4. Control de la secrecion de GH
1.3.4.1. Eje hipotalamico-hipofisario.

La regulacion de la secrecion de GH se caracteriza por su naturaleza multifactorial
y dinidmica, dependiente en mayor o menor medida de factores externos
(fotoperiodo, temperatura y alimentacion) e internos (edad, sexo). Estos factores son
integrados por el SNC que controla la secrecion hipofisaria de GH a través del
hipotalamo. El sistema de transporte de las sustancias hipofisiotropicas desde el
hipotalamo hasta la hipofisis varia de un grupo de vertebrados a otros,
fundamentalmente en funcién de la configuracion anatomica del eje hipotalamo-
hipofisario. En los tetrapodos, los factores hipotalamicos son vertidos al sistema
porta-hipofisario que las transporta hasta la adenohipofisis. En cambio, en los
teledsteos, no existe un sistema de vasos portales como el descrito anteriormente,
por lo que los axones de las neuronas secretoras abandonan el hipotalamo e inervan

directamente las células hipofisarias (Hall et al., 1986) (ver Fig. 1.2).
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Nucleo supraéptico

Hipotalamo -ijl

Pars tuberalis

Pars nerviosa Septo coniuniivo

Pars intermedia Pars distalis

Neurohipofisis Adenohipofisis

Fig. 1.2. Hipéfisis de mamifero (A) y de teledsteo (B). (a) pan distalis rostralis, (b) pars distalis
pmximalis, (¢) pan intermedia, (d) neurohipdfisis, (e) arteria hipofisaria, (f) plexo longitudinal primario,
(g) plexo centrifugo secundario, (h) red venosa superficial, (i) vena hipofisaria.
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1.3.4.2. Control hipotalamico: somatocrinina, somatostatina y tiroliberina

Los dos péptidos hipotalamicos mas importantes en la estimulacion e inhibicion de
la secrecidon de GH son la somatocrinina (GHRH) y la somatostatina (SS). No
obstante, el caracter multifactorial del control hipotalamico de la secreciéon de GH
implica la existencia de otros factores que pueden tener un papel determinante en
unas especies y no influir, o influir muy poco, en otras. En cualquier caso, este
control hipotalamico tiene como resultado una secrecion de GH de tipo pulsatil,
caracteristica comun en todos los vertebrados, aunque con una gran variabilidad

interespecifica en cuanto a la frecuencia y amplitud de los pulsos (ver Harvey,

1993).

La GHRH fue aislada por primera vez a partir de tumores pancreaticos
causantes de acromegalia en humanos (Guillemin et al., 1982, Rivier et al., 1982).
En un principio, se detectaron tres péptidos de 37, 40 y 44 aa sin variaciones en el
extremo amino terminal, y con una elevada capacidad para estimular la secrecion
hipofisaria de GH. No obstante, estudios posteriores revelaron que la forma
méyoritaria en extractos hipotalamicos era el péptido de 44 aa (Ling et al., 1984).
En la actualidad, se han aislado/secuenciado GHRHs de 42 a 45 aa de longitud en
ternera (Esch et al., 1983), oveja (Brazeau et al., 1984), cabra (Brazeau et al., 1984),
cerdo (Bohlen et al., 1983), rata (Spiess et al., 1983), raton (Suhr et al., 1989), carpa
(Vaughan et al., 1992) y salmon (Parker et al., 1993). Comparativamente con la

GHRH humana, el grado de homologia de la GHRH de ternera, oveja, cabray cerdo
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es del orden del 86-93 %. Esta homologia disminuye hasta el 40-74 %, al comparar

la GHRH humana con la de rata, raton, carpa y saiméon (ver Campbell et al., 1995).

La capacidad estimuladora de la GHRH humana en la secrecion de GH ha.
sido demostrada en varias especies de vertebrados, incluidos los teledsteos (Luo et
al., 1990; Peter et al., 1984; Calduch-Giner et al., 1994). Sin embargo, en aves y
reptiles, esta capacidad estimuladora parece correr a cargo mayoritariamente de otro
péptido hipotalamico, la tiroliberina (TRH) (hormona estimuladora de la secrecion
de tirotropina, TSH). En anfibios, el control de la secrecion de GH ha sido poco
estudiado. Sin embargo, a partir de los datos existentes en la bibliografia podemos
concluir que en los urodelos la secrecion de GH es de caracter auténomo (Holmes
y Ball, 1974). Schultheiss (1979) lo confirm¢ al observar como persiste la secrecion
de GH en pituitarias ectotropicas de Ambystoma. Del mismo modo, el
autotransplante de hipofisis estimula el crecimiento y la secrecion de GH en
pleurodelos y ajolotes mejicanos (Cocchi y Locatelli, 1983), lo que sugiere que en
estas especies el control de la secrecion de GH es de caracter inhibitorio. Por el
contrario, en los anuros, la secrecion de GH es dependiente de su conexidén con el
hi'potélamo. Extractos hipotalamicos de Rana pipiens (Hall y Chadwick, 1984),
Xenopus laevis (Hall y Chadwick, 1979) y Rana catesbeiana (Hall y Chadwick,
1984) estimulan la secrecion de GH en cultivos hipofisarios de mamiferos, aves o
anfibios. Ello podria ser debido a la presencia de GHRH, aunque no podemos
descartar una posible accion de 1a TRH u otros factores estimuladores (ver Harvey,

1993).
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En peces, los primeros resultados obtenidos con TRH fueron contradictorios.
Hall y Chadwick (1983) observaron un efecto estimulador sobre la secrecion de GH
en cultivos hipofisarios de anguila (4 nguilla anguilla). En cambio, Wigham y Batten
(1984) y Batten y Wigham (1984) no detectaron ningun efecto en cultivos
hipofisarios de moli (Poecillia latipinna). Por el contrario, en carpa dorada (Trudeau
ét al., 1992) y carpa comun (Lin et al., 1993), se ha descrito un efecto estimulador
de la TRH. Dado el poco o inexistente efecto estimulador de la TRH en la secrecion
de TSH de vertebrados inferiores, algunos autores sugieren que la TRH podria haber
evolucionado a partir de un péptido estimulador de la secrecion hipofisaria de GH
y PRL (Ball, 1981; Hall y Chadwick, 1984). No obstante, para confirmar esta

hipotesis deberian examinarse un mayor namero de especies.

La SS es un tetradecapéptido que fue aislado por primera vez a partir de
extractos hipotalamicos bovinos (Brazeau et al., 1973). Posteriormente, también se
ha detectado en otras areas del cerebro, asi como en el pancreas, tracto
gastrointestinal, retina y tiroides. La forma inmadura de la SS-14 es un péptido de
28 aa (SS-28), y al igual que la forma madura es capaz de ejercer un efecto
inhibitorio sobre la secrecion de GH. En mamiferos, existe un inico gen que
codifica para la SS, mientras que en teledsteos existen dos genes para las distintas
variantes de este péptido. El gen I codifica para la SS-14, cuya secuencia se
mantiene invariable en todos los vertebrados estudiados hasta el momento. El gen
IT codifica para SSs que varian en alguno de los 14 aa del extrerﬁo carboxilo, dando

lugar a péptidos de 22, 25 e incluso 28 aa de longitud (Andrews ef al., 1984a,
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1984b; Plisetskaya et al., 1986). En salménidos, se ha demostrado qué el gen I se
expresa tanto en cerebro como en pancreas. Sin embargo, los péptidos derivados del
gen II solamente se han detectado a nivel pancteético (Nozaki et al., 1988). Esta
diferente diétribucién esta en consonancia con una menor capacidad de la SS-22,

| SS-25 y SS-28 para inhibir la secréci()n. de GH (Oyama et al., 1981; Morel et al.,
1984; Marchant et al., 1987).

1.3.4.3. Neurotransmisores

Las catecolaminas (DA, dopamina; NE, norepinefrina; E, epinefrina), la serotonina,
la acetilcolina, la histamina y el acido gamma-aminobutirico (GABA) regulan la
actividad de las neuronas peptidérgicas hipotalamicas de mamiferos (ver Martin-Du
Pan y Gomez, 1981, McCann, 1981, Sonntag ef al., 1982; Arimura y Culler, 1985)
y aves (ver Scanes et al., 1982; Harvey, 1983a). Existen evidencias de una accion
similar en otras especies de vertebrados (ver Ball, 1981; Cocchi y Locatelli, 1983).
Por consiguiente, estos neurotransmisores .ejercen un importante papel en la
regulacion de la secrecion de IGH. Sin embargo, en humanos y otras especies de
mamiferos, las catecolaminas tienen poco o ningun efecto sobre la secrecion de GH
cuando actian directamente sobre la hipéfisis. Por el contrario, en cultivos de
hipofisis de pollo, las catecolaminas disminuyen la secrecion de GH inducida por
GHRH (Donoghue ef al., 1990). En reptiles, la NE estimula la secrecion de GH en
hipofisis inmaduras (tortugas) en ausencia de TRH o GHRH (Hall y Chadwick,
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1984). Estos mismos autores observaron como la DA no tenia ningun efecto sobre
la secreci6n basal o estimulada de GH hipofisaria de tortugas adultas. En los anuros,
la DA tampoco tiene ningun efecto, aunque la serotonina ejerce un efecto
estimulador (Hall et al., 1986). En la carpa dorada también se ha demostrado la
presencia a nivel de cerebro de numerosos neurotransmisores capaces de inhibir y/o
estimular la secrecion de GH, asi como de diferentes péptidos hipotalamicos tales
como SS, GHRH, TRH, hormona estimuladora de gonadotropinas (GnRH) y
neuropéptido Y (NPY) (ver Peter y Marchant, 1995).

1.3.4.4. Esteroides sexuales

En los vertebrados superiores, los esteroides gonadales regulan la secrecion de GH
tanto a nivel hipotalamico como hipofisario (Kerrigan y Rogol, 1992; Wehrenberg
y Giustina, 1992). Concretamente, en ratas, la amplitud de los picos de GH es
mayor en machos que en herhbras, pero los niveles basales son mas bajos en los
machos. Este patron de secrecion parece asociado a un diferente comportamiento de
los androgenos y de los estrégenos. Los androgenos potencian la secrecion de
GHRH, sin embargo también estimulan, y en mayor medida, la secrecion de SS.
Como resultado la frecuencia de picos, los niveles interpicos y el crecimiento
somatico son mayores en las hembras que en los machos. En peces, no hay
evidencias de que exista un dimorfismo sexual en el patron de secrecion de GH,

pero lo mas probable es que sea una de las razones por las que en muchas especies
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de teledsteos el crecimiento es dependiente del sexo. Los estrogenos estimulan la
actividad secretora de las células somatotropas de moli, carpa dorada, y anguila. En
la carpa dorada, este efecto estimulador se ha demostrada tanto in vivo como in

vitro (ver Harvey, 1993).

En aves, los esteroides gonadales también juegan un papel importante en la
secrecion de GH. Las hipofisis de pollo preincubadas con testosterona, estrogeno o
progesterona reducen su capacidad de respuesta frente a la accion estimuladora de
TRH. Del mismo modo, implantes de testosterona disminuyen la secrecion de GH
en pollos y pavos (Harvey, 1983a). Esfa capacidad de los esteroides para alterar la
respuesta de las somatotropas hipofisarias parece ser una caracteristica comun de
todos los vertebrados. De hecho, en los terrapenes (Chrysemys picta), el estradiol
y la testosterona aumentan la secrecion de GH inducida por extractos hipotalamicos

(Hall et al., 1978).
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1.3.4.5. Glucocorticoides y hormonas tiroideas.

Los glucocorticoides y las hormonas tiroideas son otros de los factores a tener en
cuenta. En humanos y otras especies de mamiferos, la secrecion de GH esta
condicionada por la disponibilidad de hormonas tiroideas. El hipotiroidismo
disminuye la cuantia de GH hipofisaria y de GHRH hipotalamico (Hervas ef al.,
1975; Katakami et al., 1986). Por el contrario, tanto la secrecion basal como la
inducida por GHRH se ven potenciadas en presencia de hormonas tiroideas y
glucocorticoides (Michel et al., 1984; Root et al., 1985). Resultados similares han
sido descritos por Luo y McKeown (1991) en cultivos de células hipofisarias de
carpa. Por el contrario, en pollos, las hormonas tiroideas inhiben la secrecion de GH
(Harvey, 1983b). Esta respuesta podria ser debida a que en las aves, la TRH,
ademas de estimular la secrecion de TSH y en consecuencia la de hormonas
tiroideas, es el principal estimulador hipotalamico de la secrecion de GH (Harvey,
1983a). Un fenomeno similar es el que se da en los reptiles, en los que la TRH
vuelve a jugar un papel crucial en el control hipotalamico de la secrecion de GH

(Denver y Licht, 1988).
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1.3.4.6. Factores abidticos

Se ha comprobado que tanto el estrés como el ejercicio estimulan la secrgcién de
GH en rmuchars especies de fnamiferos (Sonntag et al., 1982). En consecuencia, los
ritrhoé diafids -dé abtifridad éstén é#oéiadds é un.déte.rm‘in.ado patron de secrecion
hormonal. En humanos, se ha podido comprobar como los niveles de GH son mas
elevados por la noche durante el suefio (ver Hartman et al., 1993). El estrés también
afecta a la secrecion de GH en las aves, sin embargo de una manera opuesta a la
mayoria de mamiferos (Harvey, 1983a). La temperatura ambiental y otros factores
estacionales afectan a los perfiles anuales de secrecion de GH en varias especies de
aves (Scanes et al., 1983). Sin embargo, es en los poiquilotermos donde se observa
una mayor incidencia de todos estos factores externos. En los teledsteos, a los
factores mencionados anteriormente se afiaden factores osmoticos, de especial
importancia en especies eurihalinas (Ball, 1981). Se ha comprobado que el estrés
hiposmoético, originado al volver al medio hipohalino al salmén chum
(Oncorhynchus keta) adaptado al agua salada, aumenta los niveles circulantes de GH
(Hirano et al., 1990). Por el contrario en Poecillia, medios hiper e hiposmoticos
estimulan la secrecion de GH (Batten et al., 1983, Wigham y Batten, 1984). En la
trucha arco iris, la disminucion de la presion osmética disminuye in vitro la
secrecion de GH (Luo et al., 1990). Igualmente, la hipo e hiperosmolaridad reducen
in vivo e in vitro la secrecion de GH en anguilas eurihalinas (Baker y Ingleton,
1975, Suzuki et al., 1990). En tilapias adultas, medios hiper e hiposmaticos no

tienen efectos significativos en la secrecion hipofisaria de GH, aunque medios
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hiperosmoticos estimulan la secrecion de GH en los alevines (Helms et al., 1987).
Por consiguiente, existen grandes diferencias entre especies en cuanto a los efectos
de los estimulos osmoticos en la secrecion de GH. No debemos descartar que esta
situacion sea consecuencia del estrés originado por las variaciones de los estimulos

medioambientales.

1.3.4.7. Retroalimentacion

La retroalimentacion o feedback es un sistema de control endocrino consistente en
que la misma hormona, o los productos resultantes de su accion fisiologica, actuan
como reguladores de su propia sintesis y/o secrecion. Por consiguiente, éste es uno

de los mecanismos mas importantes en la regulacion de la secrecion hormonal.

- Retroalimentacion corta (shortloop feedback). La interrelacion entre hipotalamo e

hipéfisis se ve complementada con la capacidad que posee la GH de estimular la
secrecidon de SS e inhibir la de GHRH. Dicha interrelacion constituye un sistema de
retroalimentacion negativa corto (Miiller, 1987) que ha sido demostrado en
mamiferos y aves (Lea y Harvey, 1990), pero no en poiquilotermos. Pese a ello, la
presencia de receptores de GH a nivel hipotalamico aboga por la existencia de un
sistema similar en vertebrados inferiores (Pérez-Sanchez et al., 1991). Es mas, se ha
detectado la presencia de receptores en telencéfalo, tdlamo y cerebelo (Pérez-

Sanchez et al., 1991), por lo que podria darse otro sistema de retroalimentacion entre

30



Crecimiento Animal

GH y SNC, que en ultima instancia podria regular la secrecion ritmica de SS y
GHRH hipotalamico. Por otro lado, cabe destacar que algunos autores plantean la
posibilidad der quevexista una retroaliment_acjén ultracorta (ultrashortloop feedback)

a nivel de hipotalamo o de hipofisis, es decir que la GH, la GHRH y/o la SS
| iﬁhiban su propia secrecion. Esta hipotesis surgio al obseﬁrar que las inyecciones
intraventriculares de GHRH disminuian la secrecion de GH (Lumpkin et al., 1985).
Mas tarde, otros estudios revelaron que la causa mas probable de esta disminucion
no era la inhibiciéon de la secrecion de GHRH sino la estimulacion de la SS por
parte de la GHRH exdgena (Katakami et al.,, 1986). La existencia de una
retroalimentacion ultracorta en la hipéﬁsis, aun parece mas improbable. De hecho,
se ha podido comprobar que la GH humana no afecta a la secrecion de GH en
cultivos hipofisarios de rata (Richman ef al., 1981), y que la GH bovina tampoco
altera la cinética de secrecion en cultivos hipofisarios de trucha arco iris (Blaise ef
al., 1995). En contraste, otros estudios demﬁestran que la GH humana es capaz de
inhibir la secrecion basal en bovinos (Rosenthal et al., 1991), lo que podria indicar
la existencia de este tipo de retroalimentacion en determinadas especies. Sin
embargo, no se puede concluir que esto sea asi, pues la GH podria no actuar
directamente sobre la célula somatotropa y hacerlo mediante un factor hipofisario
asociado como podrian ser las somatomedinas. Por lo tanto, con los datos
disponibles, no se puede asegurar que este tipo de retroalimentacion ultracorta forme

parte del control de la secrecion de GH.
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- Retroalimentacion larga (longloop feedback). La produccion de GH también puede
ser inhibida a nivel de hipdfisis e hipotalamo por los productos resultantes de su
accion metabolica en el o6rgano diana. En tilapia, Rodgers et al. (1992) han
demostrado que la glucosa inhibe la secrecion de GH pero, por el momento, no hay
evidencia de un efecto similar de los acidos grasos. La inhibicion de la secrecion de
GH por parte de las somatomedinas (IGFs) constituye otro ejemplo de
retroalimentacion. En varias especies de teledsteos se ha detectado un incremento
de los niveles circulantes de IGFs después de la administracién de GH (Funkenstein
et al., 1989, Ng et al., 1991; Niu et al., 1993). Asimismo, Pérez-Sanchez et al.
(1992) han demostrado en cultivos de células hipofisarias de trucha que la IGF-I
humana inhibe la secrecion de GH. No obstante, queda por determinar si esta accidon
inhibitoria también puede establecerse a través del hipotadlamo estimulando la
secrecion de SS y/o inhibiendo la de GHRH, tal y como se ha descrito en

vertebrados superiores (Berelowitz et al., 1981; Miiller, 1987).
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Fig. 1.3. Factores reguladores de la secrecién de GH.
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1.3.5. Interaccion GH-Receptor.

1.3.5.1. Generalidades

La GH ejerce un efecto pleiotropico como resultado de su accion sobre el
metabolismo proteico, lipidico e hidrocarbonado. En consecuencia, la accion de la
GH en el organismo responde a un proceso enormemente complejo, en el que se
diferencia una accion catabélica y otra anabélica, dependiente esta Gltima de las
IGFs o somatomedinas. Ambas acciones metabdlicas se encuentran muy
interrelacionadas y, en ultima instancia, preservan la masa corporal proteica al
favorecer la oxidacion de los acidos grasos frente al catabolismo aminoacidico. Este
efecto lipolitico de la GH, que incluye la sintesis y/o activacion de las lipasas, ha

sido descrito en varias especies de peces (ver O'Connor ef al., 1993).

El primer paso en la accion de la GH es la interaccion de la hormona con su
feceptor. Los receptores de GH se han detectado y caracterizado en higado, gonadas,
branquias, tejido adiposo, musculo, piel, cartilago, células hematopoyéticas y SNC.
No obstante, en todas las especies estudiadas, el higado es el tejido diana por
excelencia de l1a GH (ver Cap. 3). Los cDNAs codificantes para el receptor de GH
han sido clonados y secuenciados en el hombre, el raton, la rata, el conejo, la oveja,
la vaca y el cerdo (ver Beattie y Flint, 1993). En humanos, el receptor de GH es una
proteina de transmembrana de 620 aa, formada por una region extracitoplasmatica

de 246 residuos, un segmento transmembrana de 24 aa, y una unica region
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intracitoplasmatica de 350 aa (Kelly et al., 1993). La parte extracelular del receptor
es 1déntica a la proteina de transporte de la GH circulante (GHBP) (Leung et al.,
1987, Kelly et al., 1993). Esta GHBP, todavia sin caracterizar en los teledsteos, es

el resultado de la digestion proteolitica del receptor de GH (Leung ef al., 1987).

Al igual que los receptores de prolactina y otras citoquinas (eritropoyetina,
trombopoyetina, interleuquinas, interferon, factores estimuladores de macrofagos y
_ granulocitos), la dimerizacion del receptor de GH es un paso previo para el
desencadenamiento de una determinada seiial intracelular (Kelly er al, 1993,
Cosman et al., 1990, Miyajima et al., 1992). Ello se ha podido comprobar en varias
lineas celulares, en donde la interaccion ligando-receptor no responde a un modelo
bimolecular y reversible (Ilondo et al., 1986, De Meyts, et al.,1988; Ilondo et al.,
1991; Donner et al., 1978, Donner, 1980, Barrazone et al., 1980, Ilondo et al,,
1994). Estudios cristalograficos con rayos X demuestran que la estequiometria de
la interaccidn GH-receptor sigue una proporcion de 2 a 1 (De Vos et al., 1992; ver
Fig 1.4). Mediante analisis mutacionales, se ha podido comprobar la existencia de
dos loci de union en la GH humana, que a‘ su vez son reconocidos por un unico
locus del receptor (Cunninghérn et al., 1989, Cunningham y Wells, 1989; Bass et
al., 1991). Estos mismo autores sugieren que la dimerizacion del receptor tiene lugar
secuencialmente. La primera molécula de receptor se une a uno de los loci de la GH
(locus 1), induciendo un cambio conformacional que posibilita el reconocimiento del
locus 11 de la GH por un segundo receptor. En consecuencia, GHs con mutaciones

en el locus 1I son capaces de unirse al receptor, pero administradas in vivo inhiben
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la accion de la GH enddgena al competir por el receptor y no desencadenar la

subsecuente dimerizacion y activacion celular.

La sefial intracelular desencadenada por la dimerizacion del receptor requiere
la presencia de la tirosina-quinasa JAK-2 (Lobie et al, 1994a; 1994b; Moller et al.,
1992). La quinasa JAK-2 pertenece a la familia de tirosina-quinasas Janus, a la que
también pertenecen la JAK-1 y la TyK-2. La unién y posterior dimerizacion del
- complejo GH-receptor induce la asociacion de la JAK-2 al receptor, concretamente
a una zona de la region intracelular cercana al segmento de transmembrana conocida
como Box 1. Esta region rica en prolinas esta presente en toda la famiha de
receptores de citoquinas y factores de crecimiento (ver Wang et al., 1995). Tras esta
asociacion Box 1/JAK-2, tiene lugar la activacion de la JAK-2 y la fosforilacion de
tirosinas. Otras proteinas como las STATSs (conocidas como proteinas transductoras
de sefial y activadoras de la transcripcion) o las MAPs (quinasas activadas por
mitogenos), también intervienen en la transmision de las sefiales derivadas de la
dimerizacion del complejo GH-receptor, circunstancia ésta que implica su

fosforilacion (Heldin, 1995; Anderson, 1992).
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Fig. 1.4. Esquema del complejo GH-receptor (De Vos dd, 1992). hGH, GH humana; BP, componente
extracelular del receptor de GH.
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1.3.5.2. IGFs

La accion anabolica de la GH es quiza la mas conocida, y consiste basicamente en
una rapida activacion de todos los procesos implicados en la neosintesis proteica,
desde el incremento en la captacion celular de aa hasta la sintesis de mRNA y
aumento de la actividad enzimatica. Los efectos anabolizantes de la GH ocurren en
tejidos tan diferentes como el hueso, el cartilago, el musculo, el higado y las
visceras, pero es a nivel hepatico y muscular donde es mas notoria. No obstante, fue
en el cartilago donde se encontraron los primeros indicios de que la accion anabdlica
de la GH es dependiente de las somatomedinas o IGFs (Salmon y Daughaday,
1957). Este descubrimiento senté las bases de lo que se conoce como hipoétesis
somatomedinica. La idea original consistia en que la GH segregada por la hipofisis
era transportada por el sistema circulatorio hasta el higado, donde estimulaba la
sintesis de IGFs que posteriormente eran conducidas por la sangre hasta los
presuntos tejidos diana. Estudios posteriores revelaron que las IGFs eran sintetizadas
en otros tejidos ademas del higado (D’Ercole et al., 1984), lo que supuso la
modificacion de este concepto clasico de accion somatomedinica. De hecho, la GH
puede actuar directamente sobre los tejidos u 6rganos en crecimiento estimulando
la produccion local de IGFs, que actuan entonces de modo autocrino y/o paracrino

(Isaksson et al., 1987) (ver Fig. 1.5).
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Fig. 1.5. Esquema de la accion de GH.
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En la actualidad, se desconoce la contribucion relativa de los dos tipos de
IGFs (hepaticas-extrahepaticas) en la estimulacion del crecimiento. Posiblemente,
ello dependa del tejido y de la fase de desarrollo (Ho'lly y Wass, 1989). Una
complicacion adicional es la existencia de dos tipos moleculares de IGFs, IGF-I e
IGF-II. Ambas IGFs son péptidos de unos 70 aa de longitud, miembros de una
antigua familia de hormonas relacionadas con la insulina (Blundell y Humbel, 1980).
Comparten similitudes, tanto en su estructura primaria y terciaria, como en su
actividad bioldgica. Las tres proteinas se transcriben como una prohormona que
contiene un péptido seiial en el extremo amino, y tres dominios conocidos como B,
C y A. Los dominios A y B presentan un elevado grado de homologia, y a
diferencia de la proinsulina, el dominio C no se elimina en el proceso de
maduracion de la hormona. Asi pues, las regiones con homologia estructural entre
las formas maduras de insulina y de IGFs se reducen a los dominios A y B. Tanto
la IGF-I como la IGF-II presentan dos dominios adicionales (D y E), ausentes en
la insulina. El dominio E se elimina a lo largo del proceso post-transcripcional
conducente a la obtencién de las formas maduras de IGF (ver Ellsworth et al.,

1994).

Las similaridades estructurales y funcionales entre insulina e IGFs, asi como
su amplia distribucién por el reino animal, sugieren la existencia de un gen ancestral
comun. En el procordado Amphioxus califomiensis, se ha identificado un péptido
con caracteristicas de ambas proteinas que podria representar el prototipo de esta

molécula ancestral insulina/IGF (Chan et al., 1990). Sin embargo, Myxine glutinosa,
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especie perteneciente a uno de los grupos de vertebrados mas primitivos (Agnatha),
ya presenta entidades bioquimicas deferenciadas de insulina y de IGF, lo que sugiere
que la duplipapién y diyerrgenciavdgl presunto gen ancestral tuvo lugar en las etapas

mas tempranas de la evolucion de los vertebrados (Nagamatsu et al., 1991). Por otro
| lado, esta'molécula de IGF presente en este agnato comparte similitudes con la IGF-
I y con la IGF-II de los gnatéstomos, por lo que podria representar el prototipo de
una molécula ancestral de IGF, cuyo gen habria dado lugar a los de IGF-I e IGF-II.
Se han aislado y secuenciado ambos tipos moleculares de IGF, en mamiferos, aves,
anfibios, teledsteos, y recientemente, en elasmobranquios (ver Duguay et al., 1995).
Esto indica que la duplicaciéon y divefgencia de este gen ancestral tuvo lugar antes
de la aparicion de los condrdsteos, hace mas de 440 millones de afios. Ademas, la
comparacion de las secuencias de ambas IGFs demuestra su gran conservacion a lo
largo de la evolucion. De hecho, el grado de homologia entre las IGFs de diferentes
vertebrados suele ser mayor que entre la IGF-I y la IGF-II de una misma especie.

Ello es especialmente evidente para la IGF-I (ver Cuadros 1.II y 1.III).
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CUADRO 1.1IL Grado de homologia de las secuencias aminoacidicas de ambas IGFs en diferentes
especies de vertebrados. IGF-I vs IGF-I, mitad superior derecha. IGF-II vs IGF-II, mitad inferior
izquierda (Duguay et al., 1995).

. IGF-1
hombre pollo rana tucha  Gbudn  mixina
hombre 89 84 80 66 55 hombre
pollo 84 89 84 68 56 pollo
IGF-II IGF-1
—_ - - 84 63 55 rana
trucha 79 73 — 62 55 trucha
dbusn 66 59 — 60 54  tiburen
mixina 62 56 --- 58 59 mixina
hombre  pollo ——  tucha  tburén  mixina
IGF-II

CUADRO 1.I0L Grado de homologia entre las secuencias aminoacidicas de IGF-I ¢ IGF-II (Duguay et
al., 1995).

IGF-1
hombre pollo rana trucha tiburén  mixina
hombre 63 62 64 60 62 62
IGF-II pollo 63 61 65 57 58 56
trucha 67 66 67 62 62 58
tiburén 55 55 53 59 55 59
mixina 55 56 55 55 54 -
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Tal como hemos podido comprobar las IGFs se encuentran estrechamente
relacionadas con la insulina, pero a diferencia de ésta, la mayor parte circulan en la
sangre unidas a proteinas de transporte (IGFBP). En los ultimos afios se han aislado
y clonado en humanos y ratas hasta 6 tipos de IGFBPs (Shimasaki y Ling, 1991).

| Para su denominacion se les ha asignado un niimero que corresponde al orden de
publicacion de su secuencia. Cada una de las IGFBPs se produce mayoritariamente
en un tejido determinado, lo que sugiere que este grupo de proteinas podrian haber
evolucionado para regular acciones tisulares especificas de las IGFs. No se conoce
demasiado acerca de su accion fisiologica, si bien se ha comprobado que ademas de
controlar el transporte de las IGFs en la circulacion y prolongar su vida media en
el plasma, pueden regular su accién y su distribucion entre los fluidos corporales y
los tejidos (Sara y Hall, 1990; Baxter, 1991; Holly, 1991). Por otro lado, protegen -
de un posible efecto hipoglucémico de las IGFs, ya que la IGF acomplejada a su
proteina de transporte, a diferencia de la IGF libre, es incapaz de unirse a los
receptores de insulina (Zapf et al., 1986). La IGFBP-3 (40-45 kDa) es la mas
abundante en el plasma humano, y se encuentra formando un complejo de 150 kDa.
Este complejo esta constituido por la IGFBP-3 (subunidad 8), una molécula de IGF-
I ;) IGF-II (subunidad y) y una proteina inestable en medio acido sin capacidad de
unién a la IGF (subunidad o) (Baxter y Martin, 1989). La IGFBP-3 es dependiente
de la GH, esta relacionada con los niveles de IGF-I y al parecer, también con la
insulina. Esta distribuida ampliamente por el organismo y puede estimular o inhibir
la accion de las IGFs en funcion del equilibrio existente entre la membrana celular

y el fluido extracelular (Conover, 1992; DeMellow y Baxter, 1988). Por el contrario,

43



Capitulo 1

la IGFBP-1 (25-29 kDa) no es dependiente de la GH y esta inversamente
relacionada con los niveles de insulina. Los factores que regulan la IGFBP-2 (30-35
kDa) son menos claros todavia, aunque todo indica que podria ser inducida
especificamente por la IGF-II, y por tanto tener un papel mas importante durante el
desarrollo fetal. A diferencia de la IGFBP-3, la expresion de IGFBP-2 e IGFBP-1
esta muy restringida por el tejido y estado de desarrollo del organismo (Shimasaki
y Ling, 1991). La IGFBP-5 (=30 kDa) se halla localizada principalmente en la
matriz extracelular donde potencia la accion de las IGFs. No obstante, cuando se
encuentra en forma soluble es capaz de inhibir la accion de éstas (Jones ef al., 1993;
Kiefer et al.,, 1992). También se ha comprobado que la IGFBP-4 (=25 kDa) y la
IGFBP-6 (=29 kDa) son potentes inhibidores de la mitogénesis inducida por IGFs
en células del hueso y otros tipos celulares (Kiefer et al., 1992). Recientemente, se
ha demostrado que las células del estroma expresan predominantemente la IGFBP-4,
la IGFBP-5 y la IGFBP-6, lo que ha llevado a sugerir que estas IGFBPs podrian

regular la accion hematopoyética de las IGFs (Grellier et al., 1995).

Por ultimo es importante destacar que se han detectado IGFBPs en otros
grﬁpos de vertebrados, incluidas varias especies de poiquilotermos como tortugas
(Pseudemys scripta elegans), sapos (Bufo marinus y Bufo woodhousei) y peces
(trucha arco iris, tilapia y salmoén coho) (ver Bem et al., 1991). Sin embargo, el
conocimiento alcanzado en estas especies esta todavia muy lejos del existente en

vertebrados superiores.
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1.3.6. GH y sistema inmune

En mamiferos,resté pl-enramenter demostrado que el sistema hematopoyético requiere
la presencia de GH para el normal funcionamiento y diferenciacion de células
»eritroid‘es, mieloides y linfoides. Asi, la deﬁciencié en GH suele ir acompaiiada de
anemia, trombocitopenia y leucopenia (Berczi y Nagy, 1991; Murphy et al., 1992),
mientras que un exceso de GH puede inducir esi)lenomegalia y leucemia aguda
(Frohman, 1985, Stahnke y Zeisel, 1989). Estudios in vitro demuestran que la GH
sola y/o mediante la produccién de IGF-I estimula la eritropoyesis (Merchav et al
1988a), la granulopoyesis (Merchav et al., 1988b), la proliferaciéon de linfocitos
(Marelli et al., 1992) y la secrecion de anion superdxido por parte de neutrofilos y
macrofagos (Edwards ef al., 1988; 1992; Fu et al., 1991). Se ha observado también
que la administracion de GH aumenta la actividad de las células agresoras naturales
in vivo (Davila et al., 1987). Por 1ltimo, se ha visto que varias interleuquinas
producidas por monocitos y macrofagos pueden incrementar la liberacion de GH
hipofisaria (Spangelo et al., 1989, Bernton et al., 1987). Se han detectado receptores
de GH e IGF-I en leucocitos mononucleares (Kiess y Butenandt, 1985; Kooijman
et al., 1992), que son capaceé de sintetizar y segregar GH e IGF-I (Weigent y
Blalock, 1991; Varma et al., 1993). Ademas, de acuerdo con Weigent ef al. (1992),
ambas hormonas son sintetizadas por la misma poblacion de células, lo que podria

constituir una regulaciéon autocrina y/o paracrina dentro del sistema inmune.
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En los teledsteos no se ha estudiado practicamente esta accion de la GH sobre
el sistema inmune, aunque hay evidencias de que existe. Tan solo se conocen un par
de trabajos llevados a cabo en trucha arco iris. En ellos se demuestra la capacidad
de la GH para aumentar la respuesta citotoxica inespecifica (Kajita et al., 1992), asi
como la respuesta quimioluminiscente de las células fagociticas (Sakai et al., 1995).
No obstante, cabe destacar otro mas reciente, llevado a cabo por nuestro equipo, en
el que se demuestra la presencia de receptores de GH en células de la serie eritroide,

mieloide y linfoide. La funcionalidad de estos receptores se ha demostrado in vitro,
al comprobar que la GH ejerce un efecto mitogénico en cultivos primarios de
leucocitos procedentes del rifion anterior de la dorada (Calduch-Giner et al., 1995).
Actualmente, se estan llevando a cabo experiencias in vivo e in vitro que
demuestran la capacidad de la GH para estimular la actividad fagocitica de

neutrofilos y monocitos/macrofagos.
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2.1. ESPECIE EN ESTUDIO. PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL Y OBJETIVOS.

. La dorada (Sparus aurata) es un teledsteo marino perteneciente a la familia de los
esparidos. Esta familia, incluida en el orden Perciformes, agrupa 29 géneros y unas
100 especies. Poseen un cuerpo oval y comprimido, y su carne suele ser muy
apreciada. De todas estas especies, la dorada es la que tiene una mayor importancia
economica. En los ultimos afios se ha extendido su cultivo por toda el area
mediterranea, llegando a ser junto con la lubina (Dicentrarchus labrax), el rodaballo
(Scophtalmus maximus) y el lenguado (Solea solea) las especies de mayor interés para

la acuicultura marina de la Unién Europea.

Su area de distribucion comprende el Mediterraneo, el Mar Negro, y la parte
Este del Océano Atlantico desde Senegal hasta las Islas Britanicas. Es una especie
euriterma y eurihalina. Su habitat natural son las zonas costeras, pudiéndose encontrar
en desembocaduras de rios, deltas y esteros. Es una especie hermafrodita proterandica
con una primera etapa en la que actua como macho, y otra posterior, en la que sufre
un proceso de inversion sexual y se comporta como hembra. Este proceso de inversion
sexual consiste en la degeneracion de la zona testicular de la gonada, al tiempo que

se desarrolla la zona ovarica.
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Los primeros cultivos de dorada se remontan a la época de los romanos, si bien
es en la ultima década cuando empiezan a adquirir gran importancia como
consecuencia de los grandes avances en su cria larvaria. La generalizacion de su
cultivo ha hecho aumentar notablemente los conocimientos _sobre su fisiologia, si1 bien

en ésta como en otros teledsteos siguen existiendo notables lagunas.

Es un hecho reconocido que la hormona de crecimiento (GH) es el factor
endocrino con una mayor incidencia en el crecimiento de los vertebrados. En varias
especies de peces, se ha aislado, secuenciado, y clonado el cDNA que codifica para
la GH. Sin embargo, la disponibilidad de formas nativas y/o recombinantes de GH
sigue siendo un factor limitante en el estudio de los procesos que regulan el
crecimiento de los vertebrados inferiores. De ahi, que uno de los objetivos prioritarios
del grupo de Endocrinologia del Crecimiento del Instituto de Acuicultura de Torre de
la Sal (IATS) haya sido la obtencion de GH nativa de dorada, lo que ha permitido el
desarrollo de un radioinmunoensayo (RIA) para cuantificar niveles circulantes e
hipofisarios en varias especies de esparidos (Le Bail et al., 1993a). Paralelamente, y
a lo largo del transcurso de esta Tesis Dbctoral, se ha aislado, clonado, secuenciado
y expresado el cDNA codificante para la GH de dorada (Martinez-Barbera et al.,
1994). Por consiguiente, actualmente, la disponibilidad de GH de dorada es
practicamente ilimitada, lo que ha permitido en estos 4 afios abordar, por primera vez

en un teledsteo marino, diferentes aspectos relacionados con el sistema somatotropico:
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Objetivos

- Desanollo de un ensayo homélogo de receptores de GH. Validacion
de un RIA heterologo para cuantificar la actividad somatomedinica del

plasma de dorada.
- Estudio de la ontogenia del sistema somatotrépico.

- Interrelacién entre las variaciones estacionales de crecimiento y la

actividad del sistema somatotrépico.
- Desamnollo de un modelo de regulacién nutricional en el que se

consideran factores como la edad y las variaciones interespecificas en

los niveles de GH circulante.
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3. Receptores Hepaticos de GH y Actividad
Somatomedinica. Efecto del Ayuno y la

Realimentacion.






RESUMEN. El objetivo de este capitulo fue desarrollar un ensayo homélogo de radioligandos para
cuantificar y caracterizar los receptores de GH en la dorada. Asimismo, se puso a punto un ensayo
heterdlogo de IGF-I que nos permitié valorar la actividad somatomedinica del plasma. La unién
especifica de la GH de dorada (dGH) a los preparados de membranas hepaticas resulté ser un proceso
dependiente del tiempo y de la temperatura, siendo ademds saturable con cantidades crecientes de
membranas hepiticas. La transformacién Scarchard evidenci6 la existencia de unc o més loci de unién
con la misma afinidad. La prolactina ovina (oPRL), 1a prolactina recombinante de tilapia (rtiPRL), la
goﬁadotrbpina de carpa (cGtH) y la gonadotropina de salmén chinook (sGtH) no compitieron por los
receptores hepaticos de GH. En cambio, la GH recombinante de trucha (rtGH), la GH bovina (bGH) y
la GH humana (hGH) desplazaron de una forma dosis-dependiente 1a '*’I-dGH unida especificamente a
sus receptores. El plasma de dorada, previa acidificacién y eliminacién de las proteinas de transporte de
las IGFs (IGFBPs), mostré reaccién cruzada en un radioinmunoensayo (RIA) de IGF-I humana (hIGF-I).
Para validar fisiolégicamente este ensayo, se llevé a cabo una experiencia de ayuno y realimentacién en
la que se valord la actividad somatomedinica y los receptores hepiticos de GH. La actividad
somatomedinica del plasma disminuy6 con el ayuno, alcanzindose de nuevo los valores controles durante

el periodo de realimentacién. Se observé un comportamiento similar con los receptores hepaticos de GH.

Nota: Este trabajo ha sido publicado recientemente en la revista Journal of Fish Biology 44: 287-301
(1994).
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3.1. INTRODUCCION

Los receptores de GH han sido caracterizados en unas pocas especies de peces, y
en ocastones, utilizando ensayos heterologos como es el caso de Gillichtys mirabilis
y Acipenser transmontanus (Tarpey y Nicoll, 1985). La obtenciéon de GHs nativas
y recombinantes ha permitido desarrollar ensayos homoélogos capaces de caracterizar
estos receptores en anguila japonesa (A nguilla japonica) (Hirano, 1991), salmon
coho (Oncorhynchus kisutch) (Gray et al., 1990), trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) (Yao et al., 1991) y en varias especies del género Oreochromis (Fryer,
1979; Ricordel et al., 1995). También se ha demostrado la presencia de receptores -
en el hipotalamo, telencéfalo, talamo y cerebelo de la trucha arco iris (Pérez-Sanchez
et al., 1991). Ademas, recientemente, Le Gac et al. (1992) han caracterizado los
receptores de GH en el testiculo de trucha. No obstante, no se han desarrollado
ensayos similares en especies del orden Perciformes, grupo de teledsteos en el que
se encuentra la dorada. Por consiguiente, ante la necesidad de disponer de un ensayo
ceipaz de cuantificar y caracterizar estos receptores, se planted como primer objetivo
el desarrollo de un ensayo homologo para la GH de dorada (dGH). Como
radioligando se utiliz6 una GH nativa que ya habia sido empleada en un
radioinmunoensayo (RIA) homoélogo de elevada sensibilidad y especificidad (Le

Bail, Mourot, Zohar y Pérez-Sanchez, 1993a).
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Tal y como se ha descrito en el primer capitulo, el gen que codifica la
molécula de IGF-I ha variado muy poco a lo largo de la evolucion. De hecho, la
secuencia nucleotidica-aminoacidica del mRNA y de la proteina madura se ha
conservado notablemente en los vertebrados (Ellsworth et al., 1994). Esta similitud
ha hecho posible la utilizacion de RIAs de mamiferos para valorar la actividad
somatomedinica en diferentes especies de peces (Furlanetto et al., 1977, Wilson y
Hintz, 1982; Lindhal et al., 1985, Daughaday et al., 1985; Funkenstein et al., 1989,
Ng et al., 1991). Este también es el caso de la dorada, tal y como se desprende de
nuestros resultados. Para validar fisiologicamente un ensayo de IGF-I humana se
llevé a cabo una experiencia de ayuno y realimentacion. En cualquier caso,
conscientes de las limitaciones que supone la utilizaciéon de ensayos heterdlogos,
estamos trabajando actualmente con el grupo del Dr. Manuel M. Valdivia de la -
Facultad de Ciencias (Universidad de Cadiz) en el aislamiento, clonaje vy

secuenciacion de los cDNAs que codifican para la IGF-I y la IGF-II de dorada.

58



GH / IGF-I

3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1. Hormonas.

La hormona de crecimiento de dorada se puriﬁcéla partir de extractos hipofisarios
_"de acuerdo con el protocolo descrito para la GH de salmon chinook (Oncorhynchus
tshawytscha), sGH (Le Bail et al., 1989). La caracterizacion electroforética de la
dGH evidencié 2 bandas monoméricas que correspondian a las formas reducida y
oxidada, siendo esta ultima la mayoritaria. Mediante inmunocitoquimica se
comprobo que los anticuerpos de conejo contra la dGH reconocian las células
somatotropas de la parte proximal de la pars distalis de la hipofisis de dorada (Le

Bail et al., 1993a).

La IGF-I humana recombinante (rhIGF-I) fue proporcionada por el Dr. K.
Miiller (Ciba-Geigy, Basel, Suiza). El antisuero de conejo (UB3-189) contra la
hIGF-I fue preparado por L.. Underwood y J.J. Van Wyk (University of North
Caroline at Chapel Hill, Chapel Hill, NC, USA) y distribuido a través del National
Hormone and Pituitary Distribution Program (Baltimore, MD, USA). Este anticuerpo

de conejo no presenta reacciéon cruzada con la insulina ni con la IGF-IL
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La prolactina ovina (oPRL), la GH humana (hGH) y la GH bovina (bGH)
fueron suministradas por el National Hormone and Pituitary Distribution Program .
La gonadotropina de salmon chinook (sGtH) y de carpa (cGtH) fueron
proporcionadas por el Dr. B. Breton (Lab. Physiologie des Poissons, Rennes,
Francia). La prolactina recombinante de tilapia (rtiPRL) y la GH recombinante de

trucha (rtGH) fueron donadas por el Dr J. Smal (Eurogentec, Liege, Bélgica).
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3.2.2. Iodacion.

Tanto la dGH como la rhIGF-I se iodaron por el método de la cloramina-T
(Greenwood et al,, 1963) modificado por Martal (1972) (Fig. 3.1). A 5-10 pg de
| proteina, inicialmente disuelta én 2-3 pl de NaOH 10 mM (dGH) 6 2-3 ul de HCI
10 mM (rhIGF-I), se afiadieron 7 ul de tampodn fosfato 0,3 M, NaCl 1 %, (pH=7,2).
Para el marcaje propiamente dicho, se agregaron 0,6-0,7 mCi (3,7 GBq:ml™) de '*I
y 2,8 pug de cloramina-T en 7 pul de tampon fosfato. Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante 3 min, parandose la reaccion con 2,8 ug de
metabisulfito sodico disuelto en tamp()n fosfato. La separacion del iodo libre se
llevé a cabo por cromatografia de filtracion en Sephadex G-25 (columna PD10,
Pharmacia), utilizando como eluyente Tris-HCl 20 mM con azida sodica al 0,05 %
y albumina bovina (BSA) al 1 % (pH=7,2). La hormona marcada se recromatografio
en una columna de Sephacryl S-200 (100 x 1 c¢m), calibrada previamente con azul
dextrano (2.000 kDa), gammaglobulina bovina (158 kDa), ovoalbumina de pollo (44
kDa), mioglobina de caballo (17 kDa), '*I-rhIGF-I (7,5 kDa) y vitamina B-12 (1,35
kDa). La columna se eluyé con tampon Tris-HCI 20 mM (pH=7,5) en presencia de
NaCl 0,15 M, azida sodica al 0,02 % y BSA al 0,3 %, a un flujo de 10-15 ml-h™.
Tanto para la GH como para la IGF-I, la actividad especiﬁca oscilo entre 40-60
uCi-ug™’. Ambas hormonas se mantuvieron estables durante 2 meses en glicerol (1:1

v/v) a -20°C.
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Dado que la cromatografia en Sephacryl S-200 no supuso una mejora en la
calidad del trazador, se elimino de forma rutinaria esta segunda cromatografia. No
obstante, cabe destacar la importancia que tuvo en un principio, ya que nos permitio
comprobar que después del marcaje la dGH y la rhIGF-I seguian aparareciendo

como formas monoméricas de aproximadamente 20 y 7,5 kDa, respectivamente.
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5-10 ug de hormona en tampoén fosfato 0,3 M
2
+ 7 ul de cloramina T (0,4 mg-ml™)
+ 7 ul de "1

e

Incubacién 2-3 min a temp. ambiente

+ 7 ul de metabisulfito (0,4 mg'ml™)
{

Elucion en Sephadex G-25 (PD10 Pharmacia), equilibrada previamente con 25 ml
de Tris 20 mM con azida sédica y BSA

Fig. 3.1. Iodacion de dGH y rhIGF-I por el método de la cloramina-T. BSA, albimina de suero bovino.
Tampén fosfato, NaH,PO,/Na,HPO,.
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3.2.3. Procesado de membranas y ensayo de radiorreceptores (RRA).

Diferentes muestras de higado, misculo, cerebro y grasa visceral se lavaron con
tampon A (Tris-HCl 20 mM, MgCl, 5 mM y azida sddica 0,1 %, pH=7,5 ) y se
llevaron a una concentracion de 1 g de tejido inicial por 2,5 ml de tampon. Dicha
suspension se homogeneizé con un Polytron, filtrandose posteriormente por una
malla de nylon con un poro de 1 mm de diametro. El homogeneizado se centrifugd
a 3.000 g durante 15 min a 4 °C. El precipitado se resuspendié en el tampon A y
se centrifugd de nuevo en las mismas condiciones. Finalmente, se llevd a cabo una
nueva resuspension del precipitado con el tampén B (tampdon A suplementado con
inhibidor de tripsina al 1,5 % y acido ascorbico 3 mM) diluido 1:1 en glicerol, con
el fin de mejorar la preservacion de las muestras durante su almacenamiento a
-20 °C.

Momentos antes del ensayo de receptores, se procedié a la eliminacion del
glicerol presente en las preparaciones de membranas. El método de Bradford (1976),
adaptado a microplacas, se utiliz6 para cuantificar el contenido proteico de las

muestras analizadas (Fig. 3.2).
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Absorbancia (595/405 nm)

- 0,7 1

GH / IGF-I

0,5

0,4 -

0,3

0,2 -

0,0 -

y=0,016x + 0,015

r=0,998

| ' I I

10 20 30
BSA (ug - ml")

40

160 ul de estindar o muestra
+ 40 pl de Coomassie G-250

- Incubacién 5 min a temp. ambiente

Lectura en el Lector de Placas

Fig 3.2. Ensayo de proteinas solubles por el método de Bradford adaptado a microplacas. BSA, albiimina

de suero bovino.
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El ensayo de receptores, propiamente dicho, consistid en incubar las
membranas con 'I-dGH en presencia o ausencia de un exceso de hormona fria
(1ug). Después de 14-20 h de incubacion a 15 °C, se afiadieron 3 ml de tampén A
para separar por centrifugacion (3.000 g, 15 min a 4 °C) la '®’I-dGH unida de la
libre. El sobrenadante se eliminé por decantacion y la radioactividad presente en el
precipitado se cuantifico en un contador gamma (Packard, Cobra 5002) (ver Fig.

3.3).

La unién total (Bt) (especifica (B) + inespecifica (N)) se define como la radioactividad presente en los tubos
incubados en ausencia de un exceso de hormona fria.

La unién inespecifica (N) se define como la radioactividad presente en los tubos incubados en presencia de
un exceso de hormona fria (1 pg/tubo).

La unién especifica (B) es el resultado de la diferencia entre la unién total (Bt) y la inespecifica (IN).

Bt, Ny B se expresan como porcentaje del nimero total de cpm afiadidas a cada tubo (actividad total, AT).

Bt (%) = Bt - (AT,,)" - 100

N (%) = N, * (AT,)" - 100

B (%) = (Bt - Nyw) * (AT,)" 100
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Eliminacion del glicerol
[2 lavados del stock de membranas (1 g de tejido
inicial/ ml de tampoén glicerolado) en tampon A
centrifugando a 3.000 g 20 min a 4 °C]

\

Resuspension del precipitado en tampén C
(2 g tejido inicial'-ml™)
2

100 pl de la resuspension
+ 100 pl de "*I-dGH en tampén C
+ 100 pl de tampén C con o sin dGH

l
Incubaciéon 14-20 h a 15 °C
{

+ 3 ml de tampon A
Centrifugacion a 3.000 g 15 min a 4 °C
: $
Decantar sobrenadante

s

Contaje precipitado

Fig. 3.3. Ensayo de receptores libres de GH. Para la composicion de los tampones véase Cuadro 3.1
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CUADRO 3.1 Tampones utilizados en el ensayo de radiorreceptores.

®Tampodn de lavado (A), pH= 7.5:

®Tampén de conservacién (B), pH= 7,5:

®Tampon de ensayo (C), pH=7,5:

®Tampén D (tampén C sin BSA), pH=7,5:

STampén E (tampon A + BSA al 0,1 %), pH=7,5:

Tris-HCI
MgCl,
Azida sédica

Inhibidor tripsina
Acido ascorbico
en tampon A

Inhibidor tripsina
Acido ascérbico
BSA

en tampén A

Inhibidor tripsina
Acido ascorbico
en tampén A

Tris-HC1
MgCl,

Azida sodica
BSA

20 mM
5 mM
0,1 %

1,5 mgml’
3 mM

0,25 mg'ml*
0,5 mM
0,75 %

0,25 mg'ml™
0,5 mM

20 mM

0,1 %
0,1 %

Nota: BSA, albumina de suero bovino.
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3.2.4. Desaturacion de los receptores.

Para determinar el m’nmero Vtotal de receptores hepaticos, se llevo a cabo una
desaturacion de los mismos tratando las membranas con MgCl, 4 mM, tal y como
.ha sido descrito én mamiferos (Kelly etal., 1979, Maifer et al., 1988) (ver Fig. 3.4).
Para verificar la eficacia de la disociacion, se saturaron las membranas hepaticas con
dGH fria (200 ng'ml" o 50 ng'ml™), se centrifugafon a 3.000 g, y el precipitado se
~ sometio al tratamiento con MgCl,. El nimero de receptores libres, disminuido por
la preincubacion con dGH, se restablecidé mediante la disociaciéon con Mg(‘ll2

(Cuadro 3.1II).
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Eliminacién del glicerol
[2 lavados del stock de membranas (1 g de tejido
inicial/ ml de tampén glicerolado) en tampén A
centrifugando a 3.0(10 g 20 min a 4 °C]

Resuspension del precipitado en tampén D
(2 g tejido inicial'ml™)
1

/ \
GHRSs totales GHRs libres
300pul sol.memb.+ 1,5 ml MgCl, 300p| sol.memb.+ 1,5 ml H,0
\ /
\2

Incubaciéon 10 min a temp. ambiente
+ 6 ml de tampén E
Centrifugacion a 2.530 g 15 min a4 °C
Resuspension del precipitado en 9 ml de tampén E
Centrifugacién a 2.530 g 15 mina4°C

Resuspension del precipitado en tampén D
(150 ub)
{

100 pl de la resuspension en tampén D
+ 100 pul de '*I-dGH en tampén C
+ 100 pl de tampén C con o sin dGH
2
Incubacién 14,]-,20 hal5°C
+ 3 ml de tampén A

Centrifugacion a 3.0f0 g 15 min a4 °C

Decantar sobrenadante
J

Contaje precipitado

Fig. 3.4. Receptores totales y libres de GH. GHRs, receptores de GH. Para la composicion de los tampones
véase Cuadro 3.1
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CUADRO 3.1L Desaturacién de los receptores hepiticos de GH.

Uni6n Especifica

Preincubacion Tratamiento B (%) % Control
Tampoén ensayo H,0 destilada 14,1 £ 0,5 100
(control)

Tampon ensayo MgCl, 4 M 18,2+ 0,8 129

+ dGH (50 ng:ml™) H,O destilada 42 £ 03 29,7
+ dGH (50 ng'ml™) MgCl, 4 M 172+1,5 121,9
+ dGH (200 ng'ml™) H,O destilada 0 0

+ dGH (200 ng'ml™) MgCl, 4 M 184 + 0,9 130,9

Nota. Los valores se expresan como la mediatEEM de 3 determinaciones. EEM, Error Estindar de la

Media. La unidn especifica (B) se expresa como €l porcentaje de la radioactividad unida especificamente

a 200 pug de proteinas, B (%), y como tanto por ciento de los valores detectados en los controles, %

Control.
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3.2.5. Cromatografia de filtracién acida.

La disociacion de las IGFs de sus proteinas de transporte (IGFBPs) constituye un
paso previo indispensable para evitar las interferencias de estas ultimas en el RIA.
Ello se llevd a cabo de acuerdo con el procedimiento de Zapf et al. (1980). El
primer paso consistio en acidificar el plasma (1 ml), llevandolo a una concentracion
final de 0,5 M en acido acético e incubandolo 1 h a 4 °C. Este plasma se
cromatografio en una columna (50 x 0,7 cm) de Sephadex G-75, previamente
calibrada con albumina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), quimiotripsinégeno (25
kDa) y '*I-thIGF-I (7,5 kDa). El volumen muerto o de vacio de la columna (Vo),
definido como el volumen de elucion del azul dextrano (2.000 kDa), fue de 7,5 ml.
Las muestras se eluyeron a un flujo de 8 ml-h” con acido acético 1 M que contenia
NaCl 150 mM y BSA al 0,1 % (pH=3,2). Se recogieron fracciones de 300 ul (15
gotas) para posteriormente ser neutralizadas con Tris base (200 mM, pH=9) en una

proporcion 1:5 (v/v).
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3.2.6. Extraccion acida de IGFs en Sephadex CM-25.

Como proceso alternativo a la cromatografia de filtracion, se procedi6 a la
extraéciéri de las IGFs en re§inas dé iﬁtéréambio i6nico (Sephadex CM-25). Un
| vblhnieh de.plasina‘(25‘0 .pl) sé acidiﬁéé con un \}olumen de acido acético 1 M
(pH=3,2) que contenia NaCl 150 mM. A continuacion se incubaron las muestras
durante 1 h a 4 °C, siguiéndose el protocolo descrito por Niu, Pérez-Sanchez y Le
Bail (1993) en la trucha (ver Fig. 3.5). Para ello, se afiadieron al plasma acidificado
500 pl de una solucion de Sephadex CM-25, previamente equilibrada en acido
acético. A continuacion, se incubaron los tubos durante 30 min a temperatura
ambiente y se decanté el sobrenadante obtenido al centrifugar los tubos a 3.000 g.
El precipitado se incubd con 2 ml de acido acético 10 mM (pH=3,2) durante 30 min
a temperatura ambiente. De nuevo, se centrifugo y se decanto el sobrenadante. Con
ello se eliminaron las IGFBPs y se procedi6 a recuperar las IGFs, embebidas en la
resina, mediante 3 lavados del precipitado con Tris-base (200 mM, pH=9). Los
sobrenadantes se unieron y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior analisis en
el RIA de IGF-I. Para conocer el grado de recuperacion de este método de
extraccion, se afiadié una cantidad conocida de 'I-thIGF-I a varias muestras de
plasma de dorada, se llevo a cabo la extraccion y se midi6 la radioactividad que

habia quedado al final del proceso.
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250 pl de plasma + 250 pl de Acido acético 1 M
con NaCl 0,15 M (pH=3,2)

J
Incubaciénil had°C

+05 ml de Sephadex CM-25 hidratado en
Acido acético 1 M con NaCl 0,15 M (pH=3,2)
{

Incubacion 30 min a temp. ambiente
Centrifugacion a 3.000 g 15 min a 4 °C

Decantacion del sobrenadante
3
+ 2 ml de Acido acético 10 mM (pH=3,2)
J

Incubacién 30 min a temp. ambiente
Centrifugacion a 3.000 g 15 min a 4 °C
{

Decantaciéon del sobrenadante
d
» + 750 pl de Tris-HCl 200 mM (pH=9)
d

Incubacion 30 min a temp. ambiente
» Centrifugacion a 3.0f0 £ 15 min a4 °C

Recuperaciéon del sobrenadante
(S1,52,S3)
{

Reunidén de los 3 sobrenadantes

(S1+S2+S3)

Fig. 3.5. Extraccion de IGFs en CM-25. », este proceso se repite 3 veces.
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3.2.7. Radioinmunoensayo (RIA) de IGF-L

A 100 pl de estandar o plasma, sometido a extraccic"m écida, se afiadieron 100 pl de
suero de conejo (1:2.500 én tampon de ensayo) anti-hIGF-I. Las muestras se
 incubaron'14-20 h a 15 °C, tras lo cual se afiadieron 100 pl de I-thIGF-I (15,000
cpm) en tampon de ensayo (tampoén A', Cuadro 3.III). Después de una segunda
incubacion (14-20 h a 15 °C), se llevo a cabo la precipitacion del complejo
antigeno-anticuerpo, afiadiendo 100 ul de suero de cabra (1:5, v/v) con anticuerpos
dirigidos contra gamma-globulinas de conejo. Las muestras volvieron a incubarse
durante 14-20 h a 15 °C. El ensayo finaliz6 al afiadir 3 ml de tampé6n de lavado
(tampoén B', Cuadro 3.III) y centrifugar a 3.000 g, 45 min a 4 °C. El sobrenadante
se elimind por decantacion y se midi6 la radioactividad presente en el precipitado
(ver Fig. 3.6). La sensibilidad del ensayo, definida como la minima cantidad de
ligando capaz de desplazar significativamente (p<0,05) el trazador unido al
anticuerpo, fue de 0,2 ng'ml”. La union inespecifica (Bl) o porcentaje de trazador
que precipitod en ausencia del 1¥ anticuerpo (inmunoglobulinas de conejo anti-IGF-I)
fue del 1 %. La unidn especifica en ausencia de hormona fria (Bo), definida como

porcentaje del total de cuentas afiadidas, fue del 40 %.
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CUADRO 3.1IL Tampones utilizados en el radioinmunoensayo de IGF-I humana.

®Tampon de ensayo (A'), pH=7,5: Triton x100 0,1 %
BSA (RIA grade) 1 %
en tampon B’

®Tampoén de lavado (B'), pH= 7,5: Tris-HCl 50 mM
MgCl, 10 mM
Azida sodica 0,05 %

Nota: BSA, albumina de suero bovino.



GH / IGF-1

100 pl de estandar o extracto de plasma (1:2; v/v) en tampén A'
+ 100 pl de suero anti-IGF-I en tampén A'
con NRS al 0,5 %

3
Incubacién 1?20 hals°C

+ 100 ul de *I-IGF-I (15.000 cpm)
en tampon A'

\
Incubacién 14-20 h a 15 °C

+ 100 pl de 2° anticuerpo (ARMS)
al 20 % en tamp6n B'

J
Incubaciéon 14¢-20 hails°C

+ 3 ml de tampén B'

1
Centrifugacion a 3.0f0 g£45 min a 4 °C

Decantacion del sobrenadante
3

Contaje precipitado

Fig. 3.6. Radioinmunoensayo de hIGF-I para valorar la actividad somatomedinica del plasma de dorada.
NRS, suero de conejo no inmunizado. ARMS, suero de cabra anti-conejo. BSA, albumina de suero
bovino. Para la composicion de los tampones véase Cuadro 3.111.
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3.2.8. Ayuno.

En la experiencia de ayuno-realimentacion se distribuyeron 140 doradas de 1 afio
de edad en 4 tanques de fibra de vidrio de 500 litros (35 doradas/tanque), con un
flujo de agua de 15 I'min” y aireacién constante. Después de un periodo de
aclimatacion de 3 semanas, se asignaron 2 tanques a cada tratamiento. Un
tratamiento consistio en privar a los animales de su racién alimenticia durante 9
semanas (periodo de ayuno) y en alimentarlos normalmente durante las 2 semanas
siguientes (periodo de realimentacion). El otro tratamiento se utilizd6 como control
y consistio en alimentar normalmente a los animales durante las 11 semanas que
dur6 el experimento. Al inicio de la experiencia y a los 7, 21, 63 y 77 dias de
experimentacion, se muestrearon 10 peces de cada tratamiento (ayunados y
controles). Los animales se anestesiaron con MS-222 (etil-m-aminobenzoato)
(Sigma) disuelto en agua (0,1 g-1™") y se pesaron con una precision de +0,1 g. La

tasa instantanea de crecimiento (SGR) se calcul6 para cada lote experimental:

SGR (%) = (Ln P, - LnP,) - d" - 100
P, : peso medio inicial

P, : peso medio final
d : dias de experimentacion
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La sangre se extrajo por puncion caudal y se colocoé inmediatamente en tubos
heparinizados. El plasma, obtenido por centrifugacion a 3.000 g durante 20 min 2
4 °C, se almacend a -20 °C hasta ser analizado. Las ’membr_anas hepéticas se
prbceséron inmediatamente y se almacenaron a -20 °C en tampo6n B diluido en

glicerol (1:1, v/v).

3.2.9. Analisis estadistico.

En las curvas de desplazamiento, obtenidas a partir de diluciones seriadas de
hormonas y plasma, se llevd a cabo la transformacion logit de los datos, se
calcularon las pendientes y se compararon con las de thIGF-I o dGH mediante un
analisis de covarianza (p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo). En
la experiencia de ayuno-realimentacion, se utilizo el analisis de la varianza de una
via y el test de Duncan para evaluar el efecto del tratamiento, asi como la evolucion

temporal de los parametros estudiados dentro de cada grupo.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Caracterizacion del receptor.
3.3.1.1. Cinética.

La union de la GH a las membranas hepaticas resulto ser dependiente del tiempo y

de la temperatura (Fig. 3.7):

A 4 °C, la unién especifica de la '*I-dGH a una cantidad fija de proteinas
(250 pg) aumento del 10 % al 22 % después de 1,5 y 22 h de incubacién,

respectivamente.

A 15 °C, la unioén especifica aument6 del 12 % (1,5 h) al 24 % alas 6 h de

incubacion, alcanzandose un estado estacionario entre las 14 y las 24 h.

A 24 °C, la unién especifica fue maxima (22 %) a las 3 h, pero disminuy6
gradualmente después de 6 h de incubacién como consecuencia de la
degradacion del trazador y/o del receptor. Asi pues, en busca de la mayor
reproductibilidad posible de los resultados, todas las incubaciones

posteriores se llevaron a cabo durante 14-20 h a 15 °C.

80



GH / IGF-I

30
15°C
24 4°C
18 24 °C
5
12
6
0 ] i .
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Fig. 3.7. Efecto del tiempo y de la temperatura de incubaciéon en la unién especifica (B) de 123-dGH
(24.000 cpm) a membranas hepiticas de dorada. Cada punto representa la mediatEEM de tres
determinaciones. EEM, Error Estandar de la Media.
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3.3.1.2. Saturacidon de la hormona.

En la Fig. 3.8 se muestra como vari6 la union de la GH con cantidades crecientes
de membranas hepaticas. La union especifica (B) aumenté con la cantidad de
proteinas hasta alcanzar un punto a partir del cual se form6 una meseta. Es decir,
la unién especifica no siguidé aumentando sino que se mantuvo constante aunque la
cantidad de membranas fuese mayor. Ello demuestra que solo una parte de la dGH
marcada (hasta un 45 %) es capaz de unirse especificamente a sus receptores. La

union inespecifica (N) oscilo entre el 7 % y el 15 % del total de cuentas afiadidas.

3.3.1.3. Receptores de GH en diferentes tejidos.

Se detect6 una unidn considerable en las preparaciones de cerebro, musculo y grasa
visceral. En cualquier caso, la union especifica fue notablemente mas baja que en

el higado (Fig. 3.9).
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Union Especifica (B)
40 -
30 H
X
0)
X 20H
Union Inespecifica (N)
10 .

0 400 800 1200 1600
Proteina/tubo (gg)

Fig. 3.8. Efecto de la cantidad de membranas hepaticas en la unién especifica (o) e inespecifica (m) de
mlI-dGH (25.000 cpm). Cada punto representa la mediatEEM de tres determinaciones. EEM, Error

Estandar de la Media.
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Fig. 3.9. Union total (Bt, o ) e inespecifica (N, m ) de I23-dGH (30.000 cpm) a membranas de diferentes
organos de dorada. Los resultados se expresan como la mediaztEEM de 5 determinaciones. EEM, Error
Estandar de la Media.
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3.3.1.4. Saturacion de membranas (Scatchard).

Los analisis Scatchard se llevaron a cabo incubando una cantidad fija de membr_anas
hepéticas con cantidédés crecientes de dGH marcada (Fig. 3.10). La constante de
éﬁriidad (‘Ké) sevdeﬁn‘i() como la pendiente/s de la recta/s de regresion. El numero
de receptores (Bmax) se calculé como la interseccion de esta recta con el eje de
abcisas (Eje Y: union especifica’hormona libre presente en el incubado; Eje X:
unidn especifica expresada como concentracion picomolar). El ajuste lineal, con una

sola pendiente, denota la presencia de uno o mas /oci de union con la misma

afinidad.

El cuadro 3.IV resume el efecto del tratamiento con MgCl, sobre el Bmax y
la Ka. La constante de afinidad (Ka) no vario practicamente con el tratamiento,
mientras que se observo un aumento estadisticamente significativo en el nimero
total de receptores (libres + ocupados por la GH enddgena), cuya magnitud dependio

de la muestra analizada.
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30
Ka=8,2+109\f*
Bmax = 191 pM
20
10 120 160 200
B (pM)
0
0 40 80 120 160 200

F (finol)

Fig. 3.10. Saturacién de las membranas hepaticas (250 pg de proteina) con cantidades crecientes de 12-
dGH.

B, union especifica.

F, 23-dGH libre. F = (I9-dGH afiadida - Bt) « B’+ 100 1

Bt, union total.

B\ valor asintdtico (40-45 %) alcanzado en la saturacion de la 124-dGH con cantidades crecientes de
membranas hepaticas (ver Fig. 3.8).

Cada valor representa la mediatEEM de tres determinaciones. EEM, Error Estindar de la Media. La
grafica insertada muestra la transformacion Scatchard de 10s datos. Ka, constante de afinidad. Bmax,
nimero de receptores.
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CUADRO 3.1V. Afinidad (Ka) y capacidad (Bmax) de suspensiones de membranas hepéticas de dorada
tratadas (MgCl,,4 M) y no tratadas (H,O destilada).

Membranas hepaticas Ka (Bmax)

mh (fmol'mg proteina™)
No Tratadas 6,8 0,7 - 10° 150,5 + 15,3
Tratadas 71 +£1,1-10° 195,8 + 20,2

Nota. Los valores se expresan como la mediaxtEEM de 34 determinaciones. EEM, Emror Estandar de la
Media.
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3.3.1.5. Especificidad.

Para determinar la especificidad del ensayo, se incubé una cantidad fija de
membranas hepaticas (250 pg) y de dGH iodada (30.000 cpm) con diluciones
seriadas de hormonas no marcadas (Fig. 3.11). La oPRL, la rtiPRL, la cGtH y la
sGtH no desplazaron la '*I-dGH unida especificamente a sus receptores. La hGH
y la bGH desplazaron la dGH iodada de una forma dosis-dependiente. Sin embargo,
en comparacién con la dGH, su ED,, (cantidad de hormona que disminuye al 50 %
la unién especifica del ligando) fue 20-40 veces mayor. En contraste, el poder
inhibitorio de la rtGH resulté ser muy similar al de la dGH, su EAD50 fue tan sélo 2

VECEs mayor.
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B/Bo (%)

] oPRL-1tiPRL-cGtH-sGtH
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Fig 3.11. Desplazamiento de '*’I-dGH (30.000 cpm) unida especificamente a membranas hepiticas de
dorada (250 pg de proteina). Bo, unién especifica en ausencia de hormona no marcada. B, uniéon
especifica en presencia de cantidades crecientes de hormona no marcada. dGH, GH de dorada; tGH, GH
recombinante de trucha; hGH, GH humana; bGH, GH bovina; oPRL, prolactina ovina; rtiPRL, prolactina
recombinante de tilapia; cGtH, gonadotropina de carpa; sGtH, gonadotropina de salmén chinook. Cada
valor representa 1a mediatEEM de 4 determinaciones. EEM, Ermror Estiandar de 1a Media.
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3.3.2. RIA IGF-L )

En la Fig. 3.12A se muestra el perfil cromatografico del plasma de dorada sometido
a acidificacion y separacion en Sephadex G-75. Al analizarse las muestras con el

RIA de IGF-I, se detecto un pico de 50-60 kDa (pico I) y otro de 7-8 kDa (pico II).

También se caracterizaron las muestras de plasma sometidas a extraccion

acida con Sephadex CM-25. Cuando estos extractos plasmaticos fueron concentrados
en filtros Millipore (ultrafree-MC filters, peso molecular de corte 5 kDa)‘ y
cromatografiados en columna de Sephadex G-75, no se detecto el pico I sin que ello

supusiera la desaparicion del pico II (Fig. 3.12B).

A lo largo del proceso de extraccion con Sephadex CM-25, la recuperacion
de 'PI-rhIGF-I afiadida al plasma oscilo entre el 85 % y el 95 %. Diluciones
seriadas de los extractos plasmaticos obtenidos con Sephadex CM-25 generaron

curvas de desplazamiento paralelas al estandar de rhIGF-I (Fig. 3.13).
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Fig. 3.12. Cromatografia de filtracién acida del plasma de dorada en columna de Sephadex G-75 antes
(A) y después (B) de la extraccion con CM-25 . Actividad somatomedinica de las fracciones colectadas
(-0-). La absoibancia a 280 nm se muestra en la misma grafica (--). Vo; volumen muerto. Las flechas
indican los marcadores de peso molecular utilizados; albumina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa),
quimiotripsinégeno A (25 kDa) y DR5I-rhIGF-I (7,5 kDa).
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Plasma (pl)
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Fig. 3.13. Paralelismo entre la curva patréon de rhIGF-I (o) y la obtenida a partir de diluciones seriadas
del plasma de dorada (). Las IGFs se extrajeron con Sephadex CM-25. Cada valor representa la
mediazEEM de 4 determinaciones. EEM, Error Estindar de la Media.
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3.3.3. Ayuno.

La Fig. 3.14 muestra el efecto del ayuno y la rgalimenta;:ién sobre el niimero de
reéeptores hepaticos de GH y la actividad somatomedinica del plasma (extractos de
Sephadex CM-ZS). La aﬁnidad de los receptores no varié pero se evidencié una
pérdida progresiva de los libres y totales después de 9 semanas de ayuno,
volviéndose a los valores control después de 2 semanas de realimentacién. En
cuanto a la actividad somatomedinica del plasma, también se observé una tendencia
similar. A lo largo de la experiencia, los peces alimentados mostraron un aumento
importante de la actividad somatomedinica. El nimero de receptores libres de GH
decrecié de forma gradual, mientras que el numero total aument6 notablemente en

el altimo muestreo.
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3.4. DISCUSION

En este capitulo se demuestra, por primera vez en un pez marino, la presencia de
receptores especificos de GH. Como cabia esperar, el higado aparece como la
princjpal fuente de receptores de GH, corroborando la idea de que este 6rgano es
el tejido diana por excelencia de la GH (ver Mendelshon, 1988). La union especifica
detectada en tejido adiposo y musculo esquelético estd en consonancia con los
resultados descritos en mamiferos (Daughaday, 1977; Fagin et al., 1980; Gavin et
al., 1982, Digirolamo et al., 1986) y otras especies de peces (Ikuta et al., 1989; Yao
et al., 1991). Asimismo, la uniéon detectada en cerebro, corrobora los resultados
obtenidos por nosotros mismos en trucha arco iris, en donde se ha demostrado la
presencia de receptores de GH tanto en areas hipotalamicas como

suprahipotalamicas (Pérez-Sanchez et al., 1991).

Fig. 3.14. Efecto del ayuno y la realimentacion en los parimetros de crecimiento. Grupo de peces
alimentados ( [J ) y ayunados ( BB ). (A) Temperatura del agua. (B) Tasa instantdnea de crecimiento en
peso. Cada valor representa la media+tEEM de 2 réplicas. EEM, Error Estindar de la Media. (C)
Receptores hepaticos de GH (GHRs) libres y (D) totales (fmol-mg proteina™). Cada valor representa la
media+tEEM de 4 o 5 determinaciones. (E) Actividad somatomedinica del plasma. Cada valor representa
la mediatEEM de 8 a 10 determinaciones. Diferencias significativas entre tratamientos (*, p<0,01).
Valores con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,01) dentro de cada tratamiento a lo
largo del periodo experimental (analisis de la varianza de una via seguido del test de Duncan).
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La unién especifica de '’I-dGH a membranas hepaticas resulté ser
dependiente del tiempo, de la temperatura y de la concentraciéon de proteinas, en
coincidencia con lo que se ha descrito para otras hormonas polipeptidicas
(Cuatrecasas et al., 1977). A 15 °C, la unioén especifica alcanzé el maximo a las
6 h, manteniéndose estable a las 24 h. En cambio, a 24 °C, se observd una
disminucion importante de la union especifica después de 14 h de incubacién, lo
cual podria ser debido a la desnaturalizacion y/o degradacion del ligando y/o del
receptor. A 20 y 35 °C, se ha descrito un fenomeno similar en RRAs de trucha
(Yao et al. 1991) y anguila (Hirano, 1991), respectivamente. Tarpey y Nicoll (1985)
también observaron una disminucion en la unién especifica de la GH bovina a las

membranas hepaticas de Gillichthys mirabilis después de 8 h de incubacion a 37 °C.

Una vez fueron determinadas las condiciones optimas de incubacion, en
cuanto a tiempo y temperatura, se procedid a la caracterizacion propiamente dicha
del receptor. Las transformaciones Scatchard se ajustaron a una regresion lineal de
primer orden, evidenciando la presencia de uno o mas loci de union con la misma
afinidad. Tanto la capacidad como la afinidad de estos receptores por la dGH esta
en consonancia con los valores obtenidos en RRAs hepaticos de mamiferos,
(Gerasimo et al., 1979; Hughes, 1979), aves (Leung et al., 1987a) y peces (Fryer,
1979, Gray et al., 1990, Hirano, 1991, Yao et al., 1991; Ng et al., 1992). En este
contexto, es interesante resefiar que en ocasiones, y siempre a bajas concentraciones
de ligando, se detecté una segunda recta con una pendiente mayor que la descrita

de modo rutinario. De acuerdo con el modelo descrito recientemente en mamiferos
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(De Vos et al., 1992), esta segunda pendiente podria indicar la unién de una
molécula de GH con dos de receptor, ya que se ha comprobado, mediante analisis
mutacionales de alta resolucion, la presencia de dqs loci d¢ unién en la molécula de
GH de rhamifefo§ qrue reconécen un unico Jocus del receptor (ver De Vos et al.,
1 992). El segundo Jocus sélo se uné al receptor una vez unido el primero
(Cunningham et al,, 1991). De ahi, que a bajas concentraciones de receptores
(membranas) y cantidades crecientes de GH marc‘ada suela detectarse solamente la

union 1:1 de la GH con el receptor.

Las similitudes estructurales entre GH y PRL sugieren la posibilidad de que
ambas moléculas hayan evolucionado a partir de un unico gen ancestral, del cual
también se habria originado el resto de hormonas que conforman la familia GH/PRL
(ver Chen et al., 1994). A pesar de ello, tanto la oPRL como la rtiPRL no
compitieron por los receptores de GH de dorada. Otras hormonas hipofisarias, como
la cGtH y la sGtH, tampoco compitieron con la dGH marcada, lo cual no es de
extrafiar dadas las diferencias estructurales y funcionales entre GHs y GtHs. En
cambio, la rtGH, la hGH y la bGH si fueron capaces de desplazar la '*I-dGH, si
bien las dos ultimas (GHs de rhamiferos) lo hicieron con una menor eficacia que la
primera, lo que denota una baja afinidad por los receptores hepaticos de dorada. Se
han obtenido resultados similares en RRAs de tilapia (Fryer, 1979; Ng et al., 1992)
y salmonidos (Gray et al., 1990; Yao et al., 1991). Por el contrario, la potencia
inhibidora de la rtGH fue comparable a la de la dGH, hecho que concuerda con la

observacion de que la dGH muestra una gran afinidad por los receptores de trucha
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arco iris (Yao et al., 1991).

Hasta este momento, la informacion concerniente a la actividad
somatomedinica en el plasma de dorada se limitaba a un estudio previo de
Funkenstein y colaboradores (1989). Nuestros resultados confirman que los
anticuerpos anti-IGF-I de mamifero pueden ser usados para detectar la actividad
somatomedinica en el plasma de dorada. Los suer(;s de trucha arco iris (Daughaday
et al, 1985), tilapia (Ng et al., 1991) y pez gato (Ictalurus punctatus) (Delahunty et
al., 1992) también presentan reaccion cruzada en los RIAs de IGF-I de mamifer;)s.
No obstante, el suero de pez azul del Atlantico (Pomatomus saltatrix) (Furlanetto et
al., 1977), salmon del Atlantico (Salmo salar) (Lindhal et al., 1985), mixina (Myxine
atlantica), tiburon leopardo (7T'riakis semifasciata) y carpa (Cyprinus carpio) (Wilson
y Hintz, 1982) no muestran una reaccion cruzada apreciable. Estas discrepancias
permanecen todavia sin aclarar, y podrian ser debidas a la utilizaci6n de diferentes
anticuerpos y/o métodos de extraccion de IGFs plasmaticas, ya que es esencial una
buena disociaciéon y posterior eliminacion de las IGFBPs para obtener una

valoracion fiable de las IGFs circulantes.

La presencia de IGFBPs se ha demostrado en trucha (Niu y Le Bail, 1993)
y pez gato (Delahunty et al, 1992), asi como en salmoén coho, lubina rayada
(Morone saxatilis), tilapia y Gillichthys mirabilis (Kelley et al., 1992). La forma mas
abundante tiene un peso molecular de 40-50 kDa. Tras la cromatografia de filtracion

acida detectamos un falso positivo en la zona correspondiente a moléculas de 40-50
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kDa. Probablemente, esta inmunorreactividad es debida a la presencia de IGFBPs,
las cuales se unen al trazador rhIGF-I sin llegar a precipitarlo en un RIA de doble
anticuerpo (Nissley y Rechler, 1985). Los estudios realizados en mamife;os indican
que esfas subunidades de 40-50 kDa (IGFBf’s) deﬁen estar unidas a las IGFs para
' que puedan combinarse con la subunidad dé ﬁnién no estaltaleb en medio acido, y
formar el complejo de 150 kDa (Furlanetto, 1980; Baxter, 1986). La posibilidad de
que exista en los peces una proteina homéloga a esta Gltima subunidad es una

cuestion que todavia esta por dilucidar.

Otro punto de considerable interés es la accién coordinada de GH e IGFs.
Estudios previos en mamiferos indican que el nimero de receptores hepaticos de GH
decrece durante el ayuno (Postel-Vinay et al., 1982, Maes et al., 1983). Si tenemos
en cuenta que la GH actia como regulador positivo de la sintesis de IGF-I, esta
disminucién en el numero de receptores podria explicar, al menos en parte, la
resistencia del higado a la accién de la GH, asi como la disminucién de la sintesis
hepatica de IGF-I que ocurre como consecuencia de la privacién de alimento. La
evidencia mas clara de ello es que la magnitud y cinética de la disminucion de los
niveles de mRNA que codifican para la IGF-I y los receptores hepaticos de GH es
del mismo orden (Straus y Takemoto, 1990). Desgraciadamente, lo que se sabe de
la regulacion de la accion de GH en peces esta muy lejos del grado de conocimiento
alcanzado en los mamiferos. Utilizando como medida indirecta de la actividad
somatomedinica la incorporacién de *°*SO, por el cartilago ceratobranquial, se ha

sugerido que el ayuno disminuye la secrecion hepatica de IGF-I en trucha
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(Komourdjian e Idler, 1978), Gillichthys mirabilis (Gray y Kelley, 1991) y salmén
coho (McCormick ef al., 1992). De hecho, en anguilas japonesas (Duan e Hirano,
1992) y salménidos (Duan et al, 1994), se ha observado una disminucion
importante de los niveles hepaticos del mRNA que codifica para IGF-I. En salmén
coho, después de 3 semanas de ayuno, se ha observado una disminucién importante
en el nuimero de receptores hepaticos de GH (Gray et al., 1992). De nuestros
resultados se deduce que la disminucion de la actividad somatomedinica durante el
ayuno viene condicionada por la disminucion de receptores hepaticos de GH. En
tilapia no se observo la disminucion de la actividad somatomedinica (Drakenberg
et al., 1989; Ng y Leung, resultados sin bublicar). Esta aparente discrepancia podria
reflejar un periodo demasiado corto de privacion del alimento o bien, la coincidencia
del periodo de ayuno con un periodo estacional de bajo crecimiento somético. De
hecho, en nuestro caso, el aumento estacional del crecimiento somatico (abril-junio)
pudo contribuir a aumentar la diferencia en actividad somatomedinica entre peces
ayunados y alimentados. En los peces alimentados observamos un aumento
importante de la actividad somatomedinica, que coincide con una disrhinucién
progresiva del namero de receptores libres. Esta disminucion estuvo acomparfiada,
en el ultimo muestreo, por un aumento del numero total de receptores hepaticos de
GH. Esta up-regulation (regulacion positiva) del nimero de receptores podria ser
debida al aumento de los niveles plasmaticos de GH, que precede al incremento
estival de las tasas de crecimiento (ver Cap. 5). De acuerdo con esta idea, Mori et
al. (1992) han demostrado que una unica inyeccion de GH aumenta el nimero de

receptores hepaticos de GH en la anguila japonesa.
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En resumen, en este trabajo se desarrollé un ensayo homoélogo de receptores
de elevada sensibilidad y especificidad. Ademas, se comprobd que es posible utilizar
un ensayo heterélogo de IGF-I humana para deteminar la actividad somatomedinica
del plasma de dorada. No obstante, tal y como se ha mencionado con anterioridad,
éstarrios a la espera de obtener la forma récombihante de IGF-I de doradé., y asi

desarrollar un RIA homoélogo que confiera mayor sensibilidad y especificidad.
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RESUMEN. En este capitulo se estudié el posible papel de la GH en el desarrollo larvario. Para ello se
investigd la presencia de receptores de GH en los primeros estadios del desarrollo de la dorada, usando
GH recombinante de trucha (tGH) como trazador. En todas las larvas examinadas (de 5, 17, 27 y 40 dias
a partir de la eclosién del huevo) se encontraron receptores de GH. En las de 40 dias, se observé una
mayor concentracion de estos receptores en la regién de la cabeza. La unidn especifica de la GH con su
receptor fue dependiente de la concentracién de proteinas. El andlisis Scatchard demostré la existencia
de un sélo tipo de receptor, de gran afinidad y baja capacidad. La GH ovina (0GH) desplazé de forma
dosis-dependiente 1a '*I-tGH unida a los receptores. La prolactina (sPRL) y la gonadotropina (sGtH)
de salmén chinook (Oncorhynchus tshawytscha) no compitieron por estos receptores. Estos resultados
demuéstran, por primera vez en un vertebrado inferior, la presencia de receptores de GH en los primeros

estadios del desarrollo.

Nota: Este trabajo ha sido publicado recientemente en la revista Growth Regulation 4: 14-19 (1994).
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4.1. INTRODUCCION

Se han detectado niveles elevados de GH en el feto de varias especies de mamiferos.
Sin embargo, esta plenamente aceptado que el desarrollo embrionario de estos
animales es independiente de la GH (Cooke y Nic<(>ll, 1983). Ello se ha atribuido é
la ausencia o a la baja expresion de receptores de GH en el feto y en el recién
nacido (Gluckman, 1984; Garcia Aragén ef al., 1992). De hecho, la hipoﬁsectom%a
del feto de mono no altera el peso o la talla del recién nacido (Smith, 1954). Jost
en 1979 demostrd que el crecimiento del feto de conejo no se ve afectado por la
ablacion de la hipofisis. Los nifios nacidos sin hipéfisis funcional o con una
deficiencia en la secrecion y/o expresion de GH también presentan un peso normal
al nacer (Cooke y Nicoll, 1983; Reid, 1970; Rimoin et al., 1966). Ademas, los
ratones transgénicos que llevan incorporado en su genoma varias copias del gen de
GH no muestran una aceleracion del crecimiento hasta cumplir las 3 semanas de
vida, lo que coincide con un incremento notable del numero de receptores de GH
(Palmiter et al., 1983, Mathewé et al., 1988). Estudios mas recientes (Kim ef al.,
1993) sugieren la existencia de un cierto efecto de la GH sobre el crecimiento en
las altimas etapas del desarrollo fetal, pero en cualquier caso, esta dependencia es

mucho menor que la que se alcanza después del parto.
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A diferencia de la mayoria de mamiferos, el crecimiento del embrién de pollo
se ve afectado por la presencia o ausencia de hipofisis. Sin embargo, la
administracion de GH en el embrion de pollo decapitado no restablece la
disminucion del crecimiento ocasionada por la falta de hipofisis (Thommes et al.,
1992). Es mas, durante gran parte del desarrollo embrionario no se han detectado
cantidades significativas de GH plasmatica (Harvey et al., 1979; Decuypere y
Scanes, 1983) ni de receptores (Burnside y Cogbu}n, 1992) en los presuntos tejidos
~ diana, lo que restringe una vez mas el papel de esta hormona en el desarrollo

embrionario.

Actualmente, se dispone de poca informacion sobre la ontogenia del sistema
somatotropico de los peces. Cambré y colaboradores (1990) detectaron células
somatotropas en hipofisis de larvas de lubina (Dicentrarchus labrax) recién
eclosionadas (1 dia post-eclosion del huevo), usando suero inmunizado contra la GH
de trucha (Oncorhynchus mykiss). Con estos mismos anticuerpos, también se han
detectado células somatotropas en larvas (2 dias post-eclosion) de dorada (Sparus
aurata) (Power y Canario, 1992). En esta misma especie, Funkenstein y
colaboradores (1992) han defectado, a los 6 dias post-eclosion, la presencia de
mRNA que codifica para GH. Estudios inmunocitoquimicos también revelan la
presencia de células somatotropas en los primeros estadios larvarios de la anguila
japonesa (A nguilla japonica) (Arakawa et al., 1992). Es mas, segin Vandeputte
(1990), el embrion de trucha responde transitoriamente al tratamiento con GH. Sin

embargo, la presencia de receptores queda todavia por establecer. De ahi que el
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objetivo de este trabajo haya sido demostrar la presencia de los mismos durante los

primeros estadios del desarrollo larvario de la dorada.
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4.2. MATERIAL Y METODOS

4.2.1. Cultivo y muestreo de larvas.

La eclosion y cultivo de las larvas de dorada se llevo a cabo en la hatchery de Tina
Menor (Santander). La eclosion tuvo lugar 2 dias después de la fertilizacion. A los
4 dias de la eclosion, una vez habia sido consumido el saco vitelino, se alimentaron
las larvas con Brachionus plicatilis- y/o Artemia salina. Las condiciones de
iluminacion imitaron a las naturales de esa época del afio (diciembre-enero). La
temperatura oscilé entre los 16 y 17 °C. Las muestras se tomaron a los 5, 17, 27,
y 40 dias después de la eclosion (ver Fig. 4.1). Ademas, se muestrearon varios
cientos de larvas de 40 dias de edad, separando la cabeza del resto del cuerpo con
unas tijeras de diseccion muy finas. Larvas enteras, cabezas y cuerpos fueron

almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis.
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Fig. 4.1. Esquema del muestreo de las larvas.
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4.2.2, Hormonas.

La GH recombinante de trucha (rtGH) fue proporcionada por Eurogentec (Liége,
Bélgica). La GH ovina (0GH) fue suministrada por el National Institute of Health
(NIH), Bethesda, Maryland, USA. La prolactina (sPRL) y la gonadotropina (sGtH)
de salmon chinook (Oncorhynchus tshawytscha) fueron donadas por el Dr. Prunet
y el Dr. Breton (Laboratoire Physiologie des Poissons, INRA, Rennes, Francia),

respectivamente.
4.2.3. Procesado de membranas y ensayo de radiorreceptores (RRA).

Tanto el ensayo de radiorreceptores (RRA) como el procesado de membranas se
llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito en el Cap. 3. El hecho de
utilizar tGH como trazador se debio a la limitada disponibilidad de GH de dorada
en el momento de llevar a cabo esta experiencia. Recientemente, este problema ha
sido resuelto tras la secuenciacion, clonaje y expresion del cDNA codificante para
la GH de dorada (Martinez-Barbera ef al., 1994), lo que comporta una disponibilidad

practicamente ilimitada de hormona.
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4.2.4. Actividad de la GH larvana.

Se homogeneizaron larvas enteras en tampoén de lavado del RRA (A) (ver Cuadro
31, Cap; 37). El hbmogeﬁeiéado se centrifugd a 3.000 g durante 20 minutos a 4 °C.
El sbbrena'dante se utilizo en un RRA con el fin de determinar si la GH larvaria era
capaz de reconocer los receptores hepaticos de GH procedentes de doradas de 2

afios de edad.
4.2.5. Anadlisis estadistico.

Para valorar las diferencias de union especifica detectadas en las suspensiones
de membrana, se utilizé el analisis de la varianza de una via y el test # de Student

(p<0,05).
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Unidn especifica del trazador en cabezas y cuerpos de larvas.

La Fig. 4.2 muestra el porcentaje de '“I-rtGH unida a cantidades crecientes de
membranas correspondientes a cabezas y cuerpos de larvas de 40 dias. La unién
especifica fue dependiente de la concentracion de membranas, siendo lineal en el
intervalo comprendido entre 300 y 2.400 ug de proteina. A la concentracion mas
alta, la union especifica fue de 11,2 % + 0,2 para la cabeza, y de 2,99 % + 0,16
para el cuerpo de la larva. Bajo las mismas condiciones de ensayo, la union
especifica de '®I-rtGH a membranas hepaticas de doradas de 2 afios se mantuvo
practicamente lineal hasta los 400 pg de protéina. A partir de esta concentracion, se
formé una meseta que indica que practicamente el 45 % de la hormona marcada es
reconocida por los receptores. La union inespecifica fue en todos los casos bastante

baja, oscilando entre el 5 y el 13 % en funcion de la cantidad de proteinas.
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Fig. 4.2. Efecto de la cantidad de membranas [de cabezas ( 0 )y cuerpos ( O )| en la unién especifica
de 129-rtGH (25.000 cpm). El inserto muestra la union de 123-rtGH a membranas hepaticas de doradas
de 2 afios. La union (especifica e inespecifica) se expresa como porcentaje del total de cuentas afiadidas.
Cada valor representa la mediatEEM de 2-3 determinaciones.
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4.3.2. Degradacion del trazador.

También se estudid qué cantidad de rtGH permanece activa después de la
incubacion con los extractos de larvas. Para ello, después de la incubacion (20 h a
14 °C) con las membranas procedentes de cuerpos y cabezas, se separ6 mediante
centrifugacion la ’I-tGH libre (no unida al receptor), para posteriormente ser
incubada con cantidades .crecientes de membranas hepaticas de doradas de 2 afios.
El maximo porcentaje de union especifica oscild entre el 41 y el 43 % del total de
cuentas afiadidas (ver Fig. 4.3). Por lo tanto, la desnaturalizacion-degradacion
proteolitica del trazador es minima durante la incubaciéon con las membranas
larvarias, con lo que a su vez se descarta la posibilidad que las diferencias en union
especifica entre cabezas y cuerpos fuesen debidas a alteraciones sufridas por el .

trazador.
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Fig. 4.3. Unién especifica de '“I-tGH a membranas hepéticas de dorada después de incubar en ausencia
(-v-) o presencia de extractos larvarios procedentes de cabezas (-e-) (674 pg proteina/tubo) y cuerpos
(-0-) (1586 ng proteina/tubo) de larva. La uni6én especifica (B) se calculé como porcentaje del total de
cuentas afiadidas. Cada valor representa la mediatEEM de 2-3 determinaciones.

117



Capitulo 4

4.3.3. Saturacion de membranas (Scatchard).

Aumentando la cantidad de '®I-rtGH se saturaron las suspensiones de membranas
procedentes de los diferentes grupos de larvas. La transformacion Scatchard
evidencio una sola pendiente, hecho que denota un unico tipo de receptor de elevada
afinidad. La afinidad del receptor por la '®I-tGH (Ka = 6-7 x 10° M™) result6 ser
de una magnitud similar a la encontrada en membranas hepaticas de doradas de 2
 afios. Sin embargo, la capacidad o cantidad de receptores (Bmax) de la larva entera
fue 25-35 veces mas baja que la observada en las suspensiones de membranas
hepaticas (170 + 25 fmol'mg proteina™). La cantidad de receptores tendi6 a
aumentar con la edad aunque no se detectaron diferencias significativas con el test
t de Student. Donde se encontraron diferencias significativas, en cuanto a numero
de receptores, fue entre el cuerpo y la cabeza de larvas de 40 dias (Fig. 44 y

Cuadro 4.1).
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Fig. 4.4. Saturacién de membranas (A) hepaticas de doradas de 2 afios (V, 250 pg proteina/tubo); (B)
de cabezas (¢, 500 pg proteina/tubo) y cuerpos (o, 450 pg proteina/tubo) de larvas de 40 dias. La grafica
insertada muestra la transformacion Scatchard de los datos.

F (123-rtGH libre) = [189-rtGH aiiadida - Bt] *B'. Bt, union total. B\ valor asintotico (40-45 %) alcanzado
en la saturacion de la 25I-dGH con cantidades crecientes de membranas hepaticas (ver grifica insertada
en Fig. 4.2). B, union especifica. Bmax, capacidad. Ka, constante de afinidad.
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CUADRO 4.1 Capacidad (Bmax) de las suspensiones de membranas larvarias.
]

Dias Post- Muestra Bmax

Eclosién (fmol'mg proteina™)
5 Larva entera 5,33 £ 0,6 (2)
17 Larva entera 5,20 +£ 0,8 (2)
27 Larva entera 6,82 +£ 0,9 (2)
40 Larva entera 6,91 £ 0,6 (3)
Cabeza 9,00 £ 1,1 (2)*
Cuerpo 3,96 £ 0,5 (3)*

Nota: Se detectaron diferencias significativas en el nimero de receptores de la cabeza y el cuerpo de
larvas de 40 dias mediante un test ¢+ de Student (*, p<0.05). Bmax (capacidad o cantidad de receptores)
se calculé como el punto de interseccion entre el ¢je X y 1a recta resuitante del Scarchard (ver Fig. 4.4).
Todos los valores son la mediatEEM de 2 6 3 determinaciones.
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4.3.4. Especificidad del receptor.

La Fig. 4.5 muestra el resultado de los estudios de competitividad utilizando una
cantidad constante de 125I-ftGH y diluciones seriadas de rtGH, oGH, sPRL y sGtH.
"En cabezas y cuerpos de larvas de 40 dias, la union esbeciﬁca de YI-tGH
disminuy6 de una forma dosis-dependiente en presencia de tGH y oGH. El ED,,
(cantidad de hormona que disminuye al 50% la union especifica del ligando) de la
oGH fue unas 10 veces mayor que el de la tGH. La sPRL y la sGtH no desplazaron

la '"I-rtGH unida al receptor con ninguna de las concentraciones utilizadas .
4.3.5. GH larvaria.

La Fig. 4.6 muestra la avidez que presentan los extractos larvarios por los receptores
hepaticos de GH en un RRA hepatico. La curva de desplazamiento fue siempre
paralela a la del estandar de rtGH, y el ED,, aumento progresivamente en larvas de
5 a 27 dias. En las de 40 dias, se observo una aparente disminucion en la cantidad
de GH presente en los extractos larvarios (larvas enteras). Ello podria reflejar una
disminucion del nimero de somatotropas respecto al numero total de células de la

larva.

121



Capitulo 4
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Fig. 4.5. Desplazamiento de la 123-rtGH unida a membranas de cabezas (A) (400 pg de proteina/tubo)
y cuerpos (B) (1.600 pg de proteina/tubo). Bo, porcentaje de 23-rtGH unida especificamente en ausencia
de hormona no marcada (rtGH, sPRL, sGtH); B. porcentaje de I24-rtGH unida especificamente en
presencia de cierta cantidad de hormona no marcada.
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Fig. 4.6. Desplazamiento de la I23-rtGH unida especificamente a membranas hepaticas de dorada de 2
afios por rtGH fria (-+-) y diluciones seriadas de extractos larvarios (1 g de tejido inicial/2 mi de tampon
C) de 5 (-*-), 17 (-m-), 27 (-O-) y 40 (-a-) dias post-eclosion. Bo, porcentaje de IS-rtGH unida
especificamente en ausencia de rtGH fria o extracto larvario; B, porcentaje de RSI-rtGH unida

especificamente en presencia de rtGH o extracto larvario.
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4.4. DISCUSION

En este capitulo se estudid, por primera vez en un vertebrado inferior, la aparicion
de receptores de GH en los primeros estadios del desarrollo. Se detectaron
receptores en todas las larvas examinadas (de S, 17, 27 y 40 dias a partir de la
eclosion del huevo). Se utilizo6 como trazador la rtGH, debido a la limitada
disponibilidad de GH de dorada en el momento en que se realizo la experiencia. A
pesar de las diferencias interespecificas en la afinidad de la GH por sus receptores
(Fryer, 1979), la tGH presenta una elevada afinidad por los receptores de dorada,
tal y como se ha demostrado en el Cap.3. Este hecho posibilité la utilizacion de la
rtGH como trazador en los ensayos de radiorreceptores descritos en el presente

trabajo.

La unién de '’I-tGH a membranas de larvas de dorada exhibio las
caracteristicas propias de los receptores hormonales (especificidad, alta afinidad y
un numero finito de receptores). Tal como ha sido observado en otros RRAs de
salmoén coho (Gréy et al., 1990), trucha arco iris (Yao et al., 1991), tilapia (Ng et
al., 1992) y dorada (ver Cap. 3), la GH de mamifero mostr6 poca afinidad por los
receptores de peces, concretamente la GH ovina presenté una afinidad 10 veces
menor que la rtGH. Este hecho, junto con la observacion de que la PRL y la GtH

de salmon chinook no compitieron por los receptores de GH, proporcioné una clara
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evidencia de la especificidad hormonal de estos receptores.

La transformacion Scatchard demostré la presencia de un sdlo tipo de
receptor. Lé afinidad de estos receptores por la GH fue cqmparable_ aklav observada
éon énferiofidad en e‘ns.ayosr similares. llevados a cabo con preparaciones de
membrana procedentes de areas hipotalamicas y suprahipotalamicas del sistema
nervioso central de la trucha (Pérez-Sanchez et al., 1991). Estos valores también
fueron equivalentes a los observados en ensayos de receptores hepaticos de
mamiferos (Gerasimo et al., 1979; Hughes, 1979), aves (Leung et al., 1987a) y
peces, tal y como se indica en el Cap.3. El namero de receptores fue mas bajo (25-
35 veces) que el encontrado en las preparaciones de membranas hepaticas de
doradas de 2 afios (170 + 25 fmol'mg proteina™). La desaturaciéon con MgCl, -
demostré6 una baja ocupacion de los receptores por la GH endoégena (datos no
mostrados). No obstante, no se debe menospreciar el potencial de unién de la GH
a los tejidos larvarios, ya que es probable que este numero tan pequeiio de
receptores refleje una distribucion desigual de los mismos. Curiosamente, se observo
una mayor concentracion de receptores en la cabeza, que también presenta un
crecimiento acelerado con respecto al resto del cuerpo (Fuiman, 1983; Strauss y
Fuiman, 1985). Por lo tanto, es factible que la GH ejerza su accion somatogénica
mediante una interaccidon directa sobre los tejidos/organos en crecimiento. Los
primeros trabajos que demostraron este tipo de accion (ver Isaksson et al., 1982)
supusieron la modificacion de la hipotesis somatomedinica (Salmon y Daughaday,

1957), que abogaba unica y exclusivamente por una accion sistémica a través de las
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IGFs hepaticas. Esta accion directa implica que la sintesis de IGFs también puede
ocurrir en el mismo tejido diana, en cuyo caso las IGFs actuan de forma autocrina
y/o paracrina. De acuerdo con ello, el efecto local de la GH en la larva también
podria estar mediado, al menos en parte, por las IGFs. Recientemente, Cohen ef al.
(1994) han demostrado la presencia de mRNA de IGF-I en huevos y embriones de
dorada. Incluso, mediante técnicas inmunocitoquimicas, se ha podido comprobar la
aparicion temprana (11 dias post-eclosion) de células inmunorreactivas de IGF-I en
islotes pancreaticos de larvas de rodaballo (Scophtalmus maximus) (Berwert et al.,

1995).

En cualquier caso, queda por establecer si las IGFs presentes en los primeros
estadios larvarios son consecuencia de la accion local de la GH. De hecho, de -
acuerdo con la dual effector theory, la GH y la IGF-I actuan preferentemente sobre
determinados tipos celulares del tejido en desarrollo. La GH actia principalmente
sobre células en fase de diferenciacion, mientras que la IGF-I lo hace sobre las
células en fase proliferativa estimulando la expansion clonal. Esta teoria fue
postulada a mediados de los 80 (Green et al., 1985) y es apoyada por numerosos .
estudios que demuestran la accion directa de GH en la diferenciacion de fibroblastos
(Morikawa et al., 1982; Nixon y Green, 1984), condrocitos (Isaksson et al., 1987,
Lindahl et al., 1987, Ohlsson et al., 1992; Bentham et al., 1993) y osteoblastos
(Morel et al., 1993). Es mas, recientemente, nuestro grupo ha demostrado la
existencia de este tipo de accion en diferentes células hematopoyéticas, al comprobar

la presencia y funcionalidad de receptores especificos de GH en células de la serie
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eritroide, linfoide y mieloide del rifién anterior de la dorada (Calduch-Giner et al.,

1995).

Por otra parte, también podria existir una accion aditiva o sinérgica entre la
GH y las hormohas tiroideas ya que estas hormonas, esenciales en el desarrollo
temprano de la larva del pez (Brown et al., 1987; Kobuke et al., 1987; Reddy y
Lam, 1992; Reddy et al., 1992), ejercen su acciénl estimuladora del crecimiento no
~ so6lo mediante efectos especificos sino también aumentando la actividad de la GH

y las IGFs (Cabello y Wrutniak, 1989).

De nuestros resultados también se deduce que la GH presente en extractos
larvarios es capaz de reconocer los receptores de GH en un RRA hepatico. La unién
por si sola no implica una activacion del péptido sefial intracelular, pero esta de
acuerdo con la idea de que GH biologicamente activa esta presente desde los
primeros estadios en larvas de dorada. Asi pues, teniendo en cuenta éste y otros
estudios previos en los que se demuestra la expresion de GH en los primeros
estadios larvarios (Cambre et raI., 1990, Power y Canario, 1992; Funkenstein et al.,
1992; Arakawa et al., 1992), podemos concluir que tanto la GH como sus receptores
estan presentes durante el desarrollo y crecimiento larvario. Este hecho es de gran
relevancia, ya que sugiere un comportamiento diferencial entre vertebrados

superiores e inferiores, al menos en lo que se refiere a los teleosteos.
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RESUMEN. EIl objetivo de este capitulo consistié en relacionar la actividad del sistema somatotrépico
con el crecimiento de juveniles-adultos de dorada. Con este fin, se estudié la variacién estacional del
crecimiento en funcién de los niveles de GH circulante, receptores hepaticos de GH y actividad
somatomedinica del plasma. La actividad somatomedinica del plasma y el crecimiento se correlacionaron
positivamente a lo largo de todo el periodo experimental, probablemente como consecuencia de 1a accion
de la GH sobre el higado. Sin embargo, no se encontré una correlacién positiva entre los niveles de GH
circulante y crecimiento. El pico de GH plasmitica se dio varias semanas antes de que tuviera lugar el
incremento eStival de las tasas de crecimiento. No obstante, en el periodo de méiximo crecimiento
aument6 la sensibilidad (nimero total de receptores) del higado a la accién de la GH. Asimismo, durante
el periodo invernal, se comprobé que la inyeccioén intracelémica de GH recombinante de trucha (itGH)
aumenta los niveles circulantes de somatomedinas, alcanzandose niveles similares a los que se dan
durante el periodo estival (méximo crecimiento). Por consiguiente, a pesar de no encontrarse una

correlacién positiva entre GH y crecimiento, se sugiere que la disponibilidad de GH circulante puede

actuar como factor limitante del crecimiento.

Nota: Este trabajo ha sido publicado recientemente en la revista Fish Physiology and Biochemistry 13

(3): 199-208 (1995).
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5.1. INTRODUCCION

La hormona de crecimiento (GH) forma parte de la cascada hormonal con una
mayor influencia en el crecimiento somatico. Su accién anaboélica esta mediada por
las somatomedinas (IGFs) que actian de forma endocrina, paracrina y/o autocrina
(Holly y Wass, 1989). En la mayoria de vertebrados, incluidos los teledsteos
(Donaldson “et al., 1979; Weatherley y Gill, 1987, Danzmann et al., 1990), ha
quedado demostrada la eficacia de la GH como factor estimulador del crecimiento.
Sin embérgo, en las condiciones probadas hasta la fecha, no se puede afirmar que
la administraciéon de GH sea capaz de acelerar el crecimiento de la dorada (Sparus
aurata) (Cavari et al., 1993; Donaldson, comunicacion personal). Una complicacion
adicional es que frecuentemente no existe una correlacion positiva entre los niveles
de GH circulante y las tasas de crecimiento (Clarke et al., 1989; Marchant y Peter,
1986, Stefansson et al., 1991, Sumpter et al., 1991; Sumpter, 1992). De hecho, las
concentraciones de GH circulante aumentan con el ayuno en la mayor parte de
vertebrados estudiados hasta la fecha (ver Farbridge y Leatherland, 1992). Este
aumento de los niveles de GH va acompaiiado de resistencia a la vinsulina e
incremento de la actividad lipolitica. A su vez, disminuye el nimero de receptores
hepaticos de GH y los niveles de mRNA hepatico que codifican para IGF-I, asi
como la actividad somatomedinica del plasma (ver Cap. 3). Todo ello pone de

manifiesto la necesidad de considerar el sistema somatotropico como un todo. Es por
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ello que en el presente capitulo se estudio la variacion estacional del crecimiento en
relacion a los niveles de GH circulante, receptores hepaticos de GH y actividad

somatomedinica del plasma.

A 3u vez, se analizo el efecto de la administracion de GH sobre la actividad
somatomedinica del plasma para evaluar si la disponibilidad de GH circulante puede
actuar como factor limitante del crecimiento en el periodo invernal (bajo

crecimiento).
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5.2. MATERIAL Y METODOS

5.2.1. Expeﬁmentd I: Crecimiento estacional

A comienzos de octubre de 1991, se distribuyeron 400 doradas de 50-100 g de peso
en dos tanques experimentales de 4000 | de capacidad. En cada tanque se empled
un flujo de agua de mar de 20 I'min” y aireacién constante. Se mantuvo el
fotoperiodo natural y la temperatura del agua disminuy6 desde los 18 °C alcanzados
en noviembre hasta los 10 °C de febrero. Posteriormente, la temperatura aumentoé
hasta alcanzar un maximo de 25 °C en agosto. Los peces fueron alimentados dos .
veces al dia con una dieta comercial (55 % de proteina, 12 % de lipidos y 15 % de
carbohidratos) suministrada por Ewos (Espafia). La ingesta se ajusto al peso del

animal (0,7-1,9 %P-d") intentando mantener un nivel cercano a la saciedad.

A lo largo de todo el periodo experimental, concretamente el 13 de
noviembre de 1991 y el 14 de enero, 16 de marzo, 20 de mayo, 28 de junio, 8 de
agosto y 18 de septiembre de 1992, se determiné el peso y la talla de todos los
peces con una precision de + 0,1 g para el peso y = 0,1 cm para la talla. La tasa
instantanea de crecimiento (SGR) y la tasa de conversion del alimento (IC) se

calcularon segun las siguientes formulas:
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SGR (%) = (LnP, - LnP,) - d' - 100
IC = peso seco del alimento - (P, - P,)"
P, : peso medio inicial P, : peso medio final

d : numero de dias

En cada muestreo se sacrificaron 10 peces de cada tanque. Tras anestesiarlos
con MS-222 disuelto en el agua (0,1 g:1"), se extrajo el higado y una muestra de
sangre de cada uno de ellos (1 ml aproximadamente). Las muestras de sangre
obtenidas mediante puncién caudal se distribuyeron en tubos heparinizados. El
plasma obtenido por centrifugacién (3.000 g, 20 min a 4 °C) se congelo a -20 °C
hasta ser utilizado en analisis posteriores. Los higados se procesaron inmediatamente

con el fin de evitar la posible degradacion o alteracion de sus receptores (ver Cap.

3).
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5.2.2. Experimento II: Tratamiento con GH

En esta experiencia se utilizaron 240 juveniles de dorada de unos 100 g de peso

dlStrlbUIdOS al azar en 8 tanques cnrculares de 500 1 de capacldad (30 peces/tanque)
| con un ﬂujo de agua de 15 I'min”. Las condxcnones de fotoperiodo y temperatura
del agua (11-13 °C) fueron las propias de esa época del afio (febrero y marzo). El
tratamiento consistid en inyectar intracelémicamelnte a los peces, anestesiados con
- MS-222, 200 pl de GH recombinante de trucha (tGH) (Eurogentec, Liége, Bélgica).
La hormona se administré disuelta en NaCl al 0,9 % con BSA al 0,1 % (0,75; ’1,5
y 3 pgrg’). A los controles se les inyecté el mismo volumen de solucién salina con
0,1 % de BSA. A cada tratamiento se asignaron aleatoriamente 2 tanques de 30
animales. La inyeccion se llevdo a cabo, en menos de 10 min, mediante un
dispensador de repeticion al que le habiamos acoplado una aguja de 23G. Los 5
primeros peces inyectados de cada tanque proporcionaron las muestras de plasma
correspondientes a "tiempo cero", mientras que los restantes volvieron a sus
respectivos acuarios para ser muestreados de 5 en 5 a diferentes intervalos (1,5; 3;
6;, 10 y 24 h). La sangre extraida por puncion caudal se distribuyé en tubos
heparinizados y se centrifug6 a 3.000 g durante 20 min a 4 °C. El plasma se

almaceno a -20 °C hasta su utilizacion en analisis posteriores.
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5.2.3. Radioinmunoensayo de GH.

Los niveles plasmaticos de GH endogena se determinaron mediante un RIA
homologo de doble anticuerpo (ver Fig. 5.1) que no presenta reaccion cruzada con
la tGH. Como trazador y estandar se utilizdo la GH nativa de dorada (dGH). La
sensibilidad del ensayo fue de 30 pg, y su EDs, oscilo entre 250 y 275 pg. Los
coeficientes de variacion intra e interensayo, calculados respecto al ED;,, fueron 3,3

y 5,8 %, respectivamente (Le Bail ef al., 1993a).

Los niveles plasmaticos de rtGH se determinaron también mediante un RIA
homologo de doble anticuerpo en condiciones de desequilibrio (ver Fig. 5.1). La
proteina usada como trazador y estandar fue la misma que la inyectada en los peces.
El primer anticuerpo se obtuvo al inyectar GH de salmon chinook (Onchorhynchus
tshawytscha) en conejos de Nueva Zelanda (Le Bail et al., 1991). La sensibilidad
del ensayo fue de 0,2 ng'ml™ y el ED,, de 3,1 ng'ml". El plasma sin diluir de los
peces control no desplaz6 de forma significativa (8-10 %) el trazadpr unido al

primer anticuerpo.
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100 pul de muestra de plasma o de estandar en tampén A'
+ 100 pl de suero de conejo anti-dGH o anti-rtGH
en tampoén A' con NRS al 0,5 %

N
Incubacion 14-20 h a 15 °C

+ 100 pl de '¥I-dGH (15.000 cpm)
en tampon A'

d
Incubacion 13:20 hal5°C

+ 100 pl de 2° anticuerpo (ARMS)
al 20 % en tampon B’

"
Incubacion 14-20 ha 15 °C
\

+ 3 ml de tampén B'

2
Centrifugacion a 3.000 g 45 min a 4 °C

Decantacion del sobrenadante
l

Contaje del precipitado

Fig. 5.1. Radioinmunoensayo de dGH y tGH. NRS, suero de conejo no inmunizado. ARMS, suero de
cabra anti-conejo. Tamp6n de ensayo (tampén A'": Tris-HCI 50mM, MgCl, 10 mM, azida sédica 0,05 %,
triton x100 al 0,1 % y BSA (RIA grade) al 1 %, pH= 7,5). BSA, albumina de suero bovino. Tampdn de
lavado (tampdn B': Tris-HCl 50mM, MgCl, 10 mM, azida sédica 0,05 %, pH=7,5).
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5.2.4. Ensayo de radiorreceptores de dGH.

Los receptores hepaticos de GH se determinaron de acuerdo con el RRA homodlogo

descrito en el Cap. 3.

5.2.5. Radioinmunoensayo de IGF-L

La actividad somatomedinica se determiné con el RIA heter6logo de IGF-I humana,

previa extraccion acida de las IGFs (\}er Cap.3).

5.2.6. Analisis estadistico.

Todos los datos fueron sometidos a un analisis de la varianza de una via. Cuando
los valores analizados dieron diferencias significativas (p<0,05), se compararon las
medias entre si con el test de Duncan. Se utilizo6 el analisis de la covarianza para el

estudio de la correlacion entre crecimiento y actividad somatomedinica del plasma.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Experimento L

El Cuadro 5.1 muestra los valores de crecimiento de juveniles-adultos de dorada bajo
condiciones naturales de fotoperiodo y de temperatura. La tasa instantanea de
crecimiento (SGR) mas baja se encontré en los peces muestreados en marzo. Las
SGRs calculadas en enero y mayo fueron similares y significativamente diferentes
a las del resto del afio. La SGR mas elevada se encontré a principios de agosto. En
septiembre y finales de junio se registraron valores similares. Los valores mas bajos -
de alimento ingerido correspondieron a los muestreos de enero, marzo y mayo. En
estos tres muestreos, las ingestas fueron significativamente diferentes a las obtenidas
a finales de junio, agosfo y septiembre. En marzo, el indice de conversion (IC)
alcanzé un valor maximo. Disminuy6 significativamente en mayo, y alcanzé un

valor minimo durante el periodo estival.
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|
CUADRO 5.L Cambios estacionales en peso (P), talla (T), ingesta (I, %P-d"), tasa instantdnea de

crecimiento (SGR, %P-d™"), ¢ indice de conversion [IC, peso seco del alimento * (P; - P,)"].
|

Periodo de muestreo P,(g) T,(cm) I SGR IC
13/11/91 - 14/01/92 80,83 13,27 1,00 0,25° 401°
14/01/92 - 16/03/92 94,25 14,50 0,72 0,11° 6,50°
16/03/92 - 20/05/92 101,39 14,97 0,66 0,25* 2,63°
20/05/92 - 28/06/92 121,40 15,81 1,60 0,73¢ 2,18¢
28/06/92 - 08/08/92 165,12 17,13 1,90 0,89° 2,11¢
08/08/92 - 18/09/92 241,15 19,52 1,70 0,77 2,19¢
18/09/92 - 328,10 21,5

Nota. Peso medio inicial (P,) y talla media inicial (T,) para cada periodo de muestreo. Cada valor es la media de
dos replicados. Los valores de SGR e IC con la misma letra no son diferentes significativamente (p<0,05).
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En la Fig. 5.2 se muestran las variaciones de los niveles plasmé-ticos de GH
y de la cantidad de receptores hepaticos de GH a lo largo del afio de
experimentacion. El nivel mas bajo de GH, c_irc‘ulanrte‘ser observé en enero. En
rﬁafzd, abfil y mayo se detectd un aumento progresivo de la GH circ_ulante._E_stg
‘in‘crém.e‘nto cbbirvlcidic“: en ’maybr.m.ed.ida con el ciblo fotoperiédico que con el de la
temperatura del agua. A finales de junio, agosto y septiembre se observo una
disminucidn significativa y progresiva de los nivelles de GH (Fig. 5.2A). También
se observaron variaciones significativas en el namero de receptores hepaticos de GH.
En enero y marzo se detectaron los niveles mas altos de receptores libres, mientrés
que los niveles mas bajos se registraron en los peces muestreados en junio y agosto.
En este ultimo muestreo, el numero total de receptores hepaticos de GH alcanzé un

valor maximo.

La Fig. 5.3 muestra las variaciones estacionales de la actividad
somatomedinica del plasma. El nivel mas bajo correspondio a los peces muestreados
en marzo. En mayo y finales de junio se observé un incremento progresivo y
significativo de la actividad somatomedinica que tendi6 a disminuir en septiembre.
Mediante el analisis de la covarianza, se comprobd la existencia de una correlacion

positiva (p<0,05) entre la actividad somatomedinica del plasma y el crecimiento.

143



Capitulo 5

16 -

e 13 P2
Q@ t

E 10 - 1:)18
a 7 H 14
6 -

4 J 10

185
170
I 155
140

125

26 i

110 -

(B)

Nov.

Temperatura

Long. dia

Enero

1992

Marzo

Mayo

-+ Libres

o Totales

Julio

Sept.

15,0

13,5

12,0

10,5

9,0

285
250
215
180
145

110

o @ oy

Fig. 5.2. Variaciones estacionales de fotoperiodo, temperatura del agua y niveles plasmaticos de GH (A).
Variaciones estacionales del nimero de receptores hepaticos de GH (GHRs), libres y totales (fmol mg
proteina ') (B). Cada valor (GH plasmatica y GHRs) es la mediatEEM de 14-19 determinaciones. Los

valores con la misma letra no difieren significativamente entre si (p<0,05).
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mediatEEM de 13-18 determinaciones. Los valores con la misma letra no difieren significativamente
entre si (p<0,05). Las tasas instantianeas de crecimiento (SGR) estan representadas en el mismo grafico

y corresponden al intervalo de tiempo entre dos muéstreos consecutivos.
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5.3.2. Experimento IL

La Fig. 5.4 muestra los niveles circulantes de tGH después de la inyeccion de 0,75,
1,5y 3 ug tGH-g". La curva de desaparicion se ajustd a una funcién exponencial.
Al incrementar 4 veces la dosis inyectada, se observd un aumento proporcional de
los niveles plasmaticos de rtGH. Esta relacion directa entre la dosis inyectada y la

concentracion plasmatica resultante quedo definida en la siguiente ecuacion:
C=(2344-R)-T""

C : concentracién plasmatica de rtGH (ng-ml™)
R : dosis inyectada (ug-g”)

T : tiempo transcurrido desde la inyeccion (min)

La Fig. 5.5 representa el efecto del tratamiento de tGH en la actividad
somatomedinica del plasma. El aumento en la dosis de rtGH dio lugar a un
incremento proporcional de la actividad somatomedinica del plasma. En todos los
casos, esta actividad aumento significativamente a la hora y media de la inyeccion,
alcanzando el maximo a las 3 h para disminuir progresivamente a las 6, 10 y 24 h
post-inyeccion, en coincidencia con la disminucion de los niveles circulantes de

rtGH.
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Fig. 5.4. Niveles plasmaticos de GH ex6gena después de la inyeccion intraceloémica de GH recombinante
de trucha (rtGH); (o) 0,75 pg-g'l (¢) 1,5 pg-g'l, (T) 3 pg-g'l Cada valor es la mediaztEEM de 8-10
determinaciones. *. diferente significativamente (p<0,05) de la dosis mas baja. La grafica insertada en
la parte superior muestra la relacion entre la dosis inyectada y la concentracion plasmatica resultante; C
es la concentracion plasmaitica de rtGH (ng-mll), R la dosis inyectada (pg-g') y T es el tiempo
transcurrido desde la inyeccion (h).
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Fig. 5.5. Efecto de una tnica inyeccion intracelomica de GH recombinante de trucha (rtGH) en la
actividad somatomedinica del plasma. Pez control (¢), pez tratado (o). Cada valor es la mediazEEM de
8-10 determinaciones. *, diferente significativamente (p<0,05) del control.
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5.4. DISCUSION

La variacion estacional del crecimien_to_es_ una caracteristica comun de_to_do_s los
| pbiduilofefmbs qﬁe .\ri{ren en climas templados (Ricker, 1979). Los primeros estudios
realizados en salmén del Atlantico (Salmo salar) indican que el incremento de la
tasa de crecimiento estd acompafiado de un aumento de la actividad celular de las
células somatotropas de la hipofisis (Komourdjian et al., 1976, Komourdjian ef al.,
1989). Sin embargo, estudios posteriores han evidenciado una compleja y a veces
discutida relacion entre crecimiento y GH circulante. Se ha descrito un aumento
simultaneo de los niveles plasmaticos de GH, capacidad hipoosmorreguladora y tasas
de crecimiento durante el estadio esguin del salmén del Atlantico (Bjérnsson et al.,
1989; Prunet et al., 1989) y del salmén coho (Oncorhiynchus kisutch) (Young et al.,
1989a). En cambio, también se ha descrito una falta de correlacién positiva entre
niveles plasmaticos de GH y crecimiento en peces post-esguin (Stefansson et al.,
1991). Ademas, en individuos mal desarrollados (stunt) de salmén del Atlantico y
coho, en los que el crecimiento es practicamente despreciable, los niveles de GH se
encuentran aumentados enormemente (Bolton ef al., 1987, Bjérnsson et al., 1988,

Young et al., 1989b, Duan et al.; 1995).

Nota: stunt, alevines de salménidos anadromos mal desarrollados como consecuencia del paso al agua
de mar sin haber completado el estadio esguin (smolr).

149



Capitulo 5

Es mas, al comparar distintas lineas de trucha seleccionadas por crecimiento,
las que presentan niveles mas altos de GH circulante corresponden a las de menor

crecimiento (Sumpter, 1992).

Otra evidencia de esta falta de correlacion positiva la encontramos en la carpa
dorada (Carassius auratus), cuyo pico estacional de GH circulante tiene lugar entre
primavera y principios de verano, mientras que el maximo crecimiento se da en julio
(Marchant y Peter, 1986). En salmon coho se ha descrito un fenémeno similar, las
mayores tasas de crecimiento tienen lugar un mes después del pico de GH detectado
en primavera (principios de mayo) (Duan et al., 1995). De igual modo, en la dorada,
se observa que los niveles mas altos de GH circulante se dan en mayo, mientras que

la mayor tasa de crecimiento tiene lugar durante el periodo estival.

La aparente disociacion entre GH y crecimiento se ha descrito en otras
especies de vertebrados, incluso en aquellas especies en las que se ha demostrado
el enorme efecto estimulador de la GH sobre el crecimiento (Bacon et al., 1987,
Goddard et al., 1988; Norton et al., 1989). Una posible explicacion podria ser que
la accion estimuladora del crecimiento depende de otros factores ademas de la
concentraciéon plasmatica de GH circulante (vida media, densidad de receptores e
interacciones con otras hormonas o factores de crecimiento). De hecho, en
mamiferos esta plenamente aceptado que un dilatado periodo de ayuno provoca una
caida en el numero de receptores hepaticos de GH (Postel-Vinay et al., 1982; Maes

et al., 1983, Straus y Takemoto, 1990), mientras que la realimentacion esta asociada
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al aumento del nimero y afinidad de estos receptores (Breier et al., 1988). En
salmoénidos sfunt, que se caracterizan por presentar un marcado retraso del
crecimiento, niveles elevados de GH circulante estan asociados a una disminucién
del m’xméro de receptores hepaticos (Fryer y Bern, 1979; Gray et al., 1992). En la
Ado'raldal, él ‘éyunovta'ml.)ié.h 'éomporta una disrhinucién del nimero de receptores
hepaticos de GH y de la actividad somatomedinica del plasma (ver Cap. 3). Por el
contrario, tras varias semanas de realimentacion, se observa un marcado aumento del
numero de receptores unido a un nivel de ocupacion mas alto (receptores totales /
receptores libres). Este balance o relacion compensatoria entre GH y receptores
hepaticos de GH también se dio a lo largo del presente estudio, siendo
especialmente evidente durante el periodo estival en donde el incremento de la
actividad somatomedinica y del nimero total de receptores hepaticos de GH estuvo }
acompafiado de una disminucion de la GH circulante. Se ha descrito una relacion
similar en mamiferos y aves, no solo en base a una relacion temporal (Eigenmann
et al., 1984; Merimee et al., 1981) sino también cuando se hacen comparaciones

entre lineas seleccionadas por crecimiento (Blair et al., 1988; Scanes et al., 1989).

Es necesario un mejor conocimiento de los mecanismos imvplicados en la
regulacion de la secrecion y accion de la GH. No obstante, si tenemos en cuenta la
conocida accion inhibitoria de la IGF-I en la secrecion hipofisaria de GH (Pérez
Sanchez et al., 1992), parece logico que el aumento del numero de receptores
hepaticos y de los niveles plasmaticos de IGFs vaya acompafiado de una

disminucion de la secrecion de GH, y en consecuencia de la GH circulante. Por otra
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parte, el incremento primaveral de los niveles plasmaticos de GH podria ser
atribuido a cambios estacionales, como el aumento de la longitud del dia o de la
temperatura (Bjornsson et al., 1989; Okumoto et al., 1989; Sweeting y McKeown,
1989, Duan et al., 1995). Es bien conocido el efecto de la temperatura sobre el
crecimienfo, aunque la mayor parte de los autores sugieren que el fotoperiodo es el
responsable por excelencia de este aumento estacional de la GH (Okumoto et al.,
1989, Sweeting y McKeown, 1989). Bjornsson et al. (1989) demostraron como al
aumentar artificialmente el fotoperiodo, se elevaban los niveles circulantes de GH
en el salmoén del Atlantico. En este estudio también se observdé como el aumento
primaveral de los niveles plasmaticos de GH coincide con el aumento estacional del
fotoperiodo. No obstante, el corto desfase temporal entre fotoperiodo y temperatura
hace dificil discernir cual de estos parametros es el que ejerce una mayor influencia

en la secrecion de GH.

En cualquier caso, las variaciones estacionales de GH deben reflejar cambios
en la actividad hipotalamica. En la carpa dorada, la somatostatina (SS) presente en
hipofisis y parte anterior del cerebro esta inversamente correlacionada con los
niveles plasmaticos de GH (Marchant et al., 1989). De este modo, los bajos niveles
de GH circulante detectados en 1a dorada durante el periodo invernal podrian reflejar
un aumento del tono inhibitorio de la SS hipotalamica. En estas condiciones,
demostramos que la administracion de GH induce un aumento en la actividad
somatomedinica, comparable al observado durante el periodo de maximo

crecimiento. No obstante, es interesante destacar que otros estudios no apoyan tal
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afirmacion. Cavari et al. (1993) no consiguieron incrementar el crecimiento con la
administracion de GH de mamifero. Este hecho podria reflejar que la dosis inyectada
(1 pg/g/2 semanas) no es suficientemente alt_a. En salménidos, la dosis minima
efectifra sﬁele oséilar entre 0,1 y 1 pg/g/semana (Weatherley y Gill, 1987; Le Bail
.ei dl.,. 1993b). Sih embargo, en la dorada, a los dos dias de la administracion de
rtGH (0,75 pg-g™), los niveles plasmaticos de esta hormona estan por debajo de los
niveles detectables. Es dificil establecer comparaci(‘)nes dadas las diferencias de las
‘condiciones experimentales (hormonas y animales utilizados). No obstante, teniendo
en cuenta que la afinidad de la rtGH por los receptores de GH de dorada es mucl;o
mayor que la mostrada por las GHs de mamiferos (ver Cap. 3), no sorprende que
Cavari et al. (1993) no consiguieran establecer un efecto positivo sobre el

crecimiento.

En resumen, en este capitulo se evidencid la regulacion de la secrecion de
GH y de sus receptores hepaticos. Este hecho podria explicar, al menos en parte, la
aparente disociacion entre crecimiento y niveles de GH circulante. Por otra parte se
comprobd que un aumento sostenido de la GH circulante incrementa la actividad
somatomedinica del plasma. Ello sugiere que la GH puede actuar como factor
limitante del crecimiento, a pesar de no encontrarse una correlacion positiva entre

crecimiento y niveles circulantes.
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RESUMEN. En este capitulo se determiné el efecto de 1a racién y de los niveles de proteina en la dieta
sobre el crecimiento, niveles circulantes de GH, receptores hepaticos de GH y actividad somatomedinica
del plasma. Tanto la racién como la cantidad de proteina afectaron al crecimiento y a los factores
hormonales considerados. Se observd una disminucién significativa y progresiva de los niveles
plasmaticos de GH con el aumento de las tasas de crecirhiento y del nivel de proteina en la dieta. En
cambio, el nimero de receptores hepiticos de GH y la actividad somatomedinica aumentaron con el
incremento de proteina. Estg hgchp r_eflgja_ria una mayor sensibilidad por parte del higado a la accion de
GH ‘En. animales aiimentados con dietas comerciales, los niveles plasmaticos de GH disminuyeron
significativamente con el aumento de las tasas de ingesta. Sin embargo, en los animales alimentados ad
libitum (5,5 %P-d"), los niveles d¢ GH aumentaron con respecto a los alimentados al 2,7 %P-d". La
actividad somatomedinica y el nimero de receptores hepaticos de GH siguieron una tendencia opuesta.
Este comportamiento, aparentemente anémalo, podria formar parte del mecanismo que disminuye la

utilizacién del alimento en un estado de sobrealimentacion.

Nota: Este trabajo ha sido publicado recientemente en la revista Journal of Nutrition 125: 546-552 (1995).
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6.1. INTRODUCCION

En capitulods anteriores se ha visto que la secrecion de GH esta sujeta a un control
preferentemente hipotalamico. No obstante, también se ha puesto de relieve que la
regulacion de esta secrecion comporta un complejo sistema de control
neuroendocrino que conlleva la participacion de neurotransmisores y procesos de
retroalimentacion por parte de sustratos metabolicos y hormonales (ver Cap. 1). Tal
circunstancia explica que no suela darse una correlacion positiva entre los niveles
plasmaticos de GH y la tasa de crecimiento (ver Cap. 5). De hecho, en humanos, la
restriccion energética y proteica esta asociada a un aumento de la secrecion de GH
y a una disminucién de los niveles plasr_né,ticos de IGFs (Pell y Bates, 1990; Ross
y Buchanan, 1990). De igual modo, la diabetes va ligada a un aumento de la
secrecion de GH y a una disminucion de la actividad somatomedinica (Asplin ez al.,
1989). La sobrealimentacion también esta unida a un aumento de la actividad
catabolica para minimizar la ganancia de peso y facilitar la normalizacion del peso
corporal después de dicho trastorno alimenticio (Schwartz et al, 1992). Por
consiguiente, ante la disminucion de la secrecion de GH en individuos obesos
(Buonomo y Kindt, 1993; Leidy et al., 1993), es dificil establecer si ello es una

consecuencia y/o uno de los factores que favorece la obesidad.
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En los peces, se ha demostrado reiteradamente que la restriccion del alimento
va unida a un aumento de la secrecion de GH (Sumpter ef al., 1991; Farbridge y
Leatherland, 1992). Sin embargo, la respuesta de la GH ante diferentes estados
nutricionales sigue siendo un campo practicamente inexplorado. De acuerdo con
ello, el objetivo de este capitulo fue establecer el efecto de la racion y del nivel de
proteina en la dieta sobre el crecimiento, niveles de GH plasmatica, nimero de

receptores hepaticos de GH y actividad somatomedinica del plasma.
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6.2. MATERIAL Y METODOS

6.2.1. Animales.

Los alevines-juveniles de dorada fueron proporcionados por la piscifactoria Aquadelt
(Delta del Ebro, Tarragona). Antes de ser distribuidos en los tanques de
experimentacion, fueron sometidos a un periodo de aclimatacion de 3 semanas. Los
tanques utilizados eran de fibra de vidrio con una capacidad de 500 1. El flujo de
agua fue de 10 I'min”' y la aireacion constante. El fotoperiodo y la temperatura

fueron los naturales.
6.2.2, Experimento I: Niveles de proteina en la dieta.

Se formularon 3 dietas experimentales (B1, B2 y B3) con distintas proporciones de
proteina (Cuadro 6.1). El contenido energético se fijé en 20-20,9 kJ-g peso seco™,
mi;:ntras que la proporcion proteina/energia oscildo entre 17 y 26 mgkJ'. La
formulacion y elaboracion de las dietas corrio a cargo del Dr. Kaushik, Laboratoire
de Nutrition des Poissons (AUNITE MIXTE IFREMER-INRA). Las dietas se
fabricaron en seco sin la aplicacion de vapor y se almacenaron a 4 °C hasta su

utilizacion.
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CUADRO 6.L Composicién de las dietas experimentales’
|

Bl B2 B3

g + 100g peso himedo™

Ingredientes

Harina de arenque (CP:70)* 33 44 56
Harina de semilla de soja (CP:49)° 21 28 32
Almidén de maiz gelatinizado® 33,5 16,5 2
Alginato sodico 2 2 2
Complejo vitaminico® 1 1 1
Complejo de sales minerales® 1 1 1
Aceite de higado de bacalao 8,5 7,5 6

Analisis
Peso seco, g'100g 91,1 91,2 90,7
Energia bruta, kJ-g peso seco™ 20,1 20,4 20,9
g - 100g peso seco’

Proteina 345 446 54,7
Lipidos 12,9 12,6 12,4
Cenizas 10,0 12,2 14,3
Proteina/energia, mg-kJ"' 17,2 21,8 26,2

'Para determinar la composicion de las dietas se utilizaron los métodos recomendados por la AOAC (1990),
AOAC, Association of Official Analytical Chemists. CP, porcentaje proteina cruda. *Sopropeche, Boulogne,
Francia. *Descal, Pomarez, Francia. ‘Teustar, Aquitane, Bourdeaux, Francia. *Suministrado como sigue (mg-kg
dieta™): retinil acetato, 2,58; DL-colecalciferol, 0,037; DL-alpha tocoferol acetato, 30; bisulfato sédico menadiona,
2,5, tiamina, 7,5; riboflavina, 15; piridoxina, 7,5; acido nicotinico, 87,5; 4cido félico, 2,5; pantotenato célcico, 2,5;
vitamina B12, 0,025; acido ascérbico, 250; inositol, S00; biotina, 1,25 y cloruro de colina, 500; usandose celulosa
como sustrato.*Suministrado como sigue (mg o g-kg dieta™): carbonato calcico (40 % Ca), 2,15 g; hidréxido
magnésico (60 % Mg), 1,24 g; cloruro potasico, 0,9 g; citrato férrico, 0,2 g; ioduro potasico, 4 mg; cloruro sédico,
0,4 g; fosfato de calcio e hidrogeno, 50 g; sulfato de cobre, 0,3 mg; sulfato de zinc, 40 mg; sulfato de cobalto,
2 mg; sulfato de manganeso, 30 mg; seleniato sodico, 0,3 mg.
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Alevines-juveniles de 11,5 g de peso medio fueron distribuidos al azar en 6
tanques de experimentacion (75 peces/tanque). La temperatura del agua oscil6 entre
19,5 y 22 °C a lo largo del periodo experimental (7 semanas entre junio y j»uliro).
Cada una de las dietas fue asignada aieétofiéménfe a do§ réplicas. El alimento fue
suministrado mediante un comedero de autodemanda (vei' Fig. 6.1), a razéon de
6 %P-d"'. Esta cantidad fue reducida gradualmente hasta un 3,5 %P-d", con el fin
de minimizar la sobrealimentacion (overfeeding),‘ manteniendo un nivel lo mas
cercano posible a la saciedad. Cada 10-12 dias se determiné la biomasa total del

tanque, con el subsiguiente ajuste de la racion.

Al final del periodo experimental, 10 peces de cada tanque (20 peces por
tratamiento) fueron .anestesiados con MS-222 disuelto en el agua (0,1 gl™).
Seguidamente, mediante puncion caudal, se extrajeron muestras de sangre y se
centrifugaron a 3.000 g durante 20 min. El plasma obtenido fue almacenado a -20°C
hasta su utilizacion en los analisis posteriores. La extraccion de sangre se realizo
antes de que pasaran 20 h desde la ultima ingesta. Los peces fueron sacrificados
mediante seccion cervical, una vez tomada la muestra sanguinea. A continuacion se
extrajo el higado e inmediatarhente se procesO para obtener las preparaciones de
membrana para el ensayo de receptores hepaticos (ver Cap. 3). Al inicio (20 peces)
y al final (20 peces/tratamiento) del periodo experimental se analiz6 la composicion
corporal. Estos animales se homogeneizaron con una picadora. Una parte del
homogeneizado se destiné a la cuantificacion del contenido en agua mediante secado

en una estufa a 110 °C durante 24 h. El resto fue liofilizado con el fin de analizar
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su composicion de acuerdo con los métodos de la A ssociation of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1990). La cantidad de proteina se determind por el método de
Kjeldahl (N-6,25), las grasas siguiendo el método de Folch et al. (1957), y el

contenido energético utilizando una bomba calorimétrica adiabatica.

164



Estado Nutricional

Fig. 6.1. Esquema del comedero de autodemanda.
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6.2.3. Experimento II: Racién.

Alevines-juveniles de dorada (34,5 g de peso medio) se distribuyeron al azar en 8
tanques de experimentacion (40 peces/tanque). Fueron alimentados con un pienso
comercial de la casa Ewos (55 % proteina, 15 % lipidos), mediante un comedero de
autodemanda (ver Fig. 6.1). La temperatura del agua oscilo entre 22 y 24 °C durante
el periodo experimental (7 semanas, entre julio ylagosto). A uno de los grupos en
~ tratamiento (2 tanques por tratamiento) se le privo de alimento, a otro se le dio libre
acceso (5,5 %P-d"), y a los 2 restantes se les raciond al 1,2 y al 2,7 %P-d",
respectivamente. Al final del experimento, se extrajeron muestras de sangre e higado

(20 peces por tratamiento).

6.2.4. Radioinmunoensayo GH e IGF-I

Los niveles plasmaticos de GH endogena se determinaron mediante el
radioinmunoensayo (RIA) hofnélogo de doble anticuerpo para la GH de dorada
(Cap. 5). La actividad somatomedinica se determiné siguiendo el protocolo descrito
en el Cap. 3 (extraccion acida de las IGFs y analisis mediante el RIA de IGF-I

humana).
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6.2.5. Ensayo de radiomeceptores de GH.

El nimero de receptores hepaticos de GH, libres y totales, se determin6 segun el

protocolb descrito en el Cap. 3. Como trazador se utilizé la GH nativa de dorada.

6.2.6. Analisis estadistico.

Todos los datos fueron sometidos a un analisis de la varianza de una via. Cuando
los valores analizados dieron diferencias significativas (p<0,05), se compararon las

medias entre si con el test de Duncan.
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6.3. RESULTADOS

6.3.1. Experimento I: Niveles de proteina en la dieta.

El cuadro 6.II muestra los distintos indices de crecimiento de los peces alimentados
durante 7 semanas con las dietas B1, B2 y B3. Se observaron diferencias
significativas (p<0,05) en las tasas de crecimiento (SGR), siendo la tasa de ingesta
del mismo orden en los tres grupos exberimentales. La SGR oscilo entre 1,8 y 2,5,
valores que corresponden a los peces alimentados con la dieta Bl y B3,
respectivamente. El indice de conversion (IC) de los peces alimentados con B1 fue
significativamente mas alto (p<0,05) que el de los alimentados con B2 y B3. La
ganancia de nitrogeno diaria también varié con el nivel de proteina en la dieta,
alcanzando valores de 464, 505 y 582 mgkg’-d" en los peces alimentados con la
dieta B1, B2 y B3, respectivamente. El deposito de grasas también aumehté con el
incremento de proteina en la dieta, si bien las diferencias no fueron significativas.
La ganancia de energia se vio afectada significativamente (p<0,05) por la dieta,

oscilando entre 1,26 (B1) y 1,53 MJ-kg™-d* (B3).
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CUADRO 6.1L indices de crecimiento de los animales alimentados con las dietas experimentales durante

7 semanas’.

Dieta experimental

Bl B2 B3

P, , peso inicial (g) 11,5140,39  11,5340,15  11,5440,12
P, , peso final (g) 28,5042,29° 33,20+0,95® 38724027
T, , talla inicial (cm) 7,62+0,07 7,62+0,02 7,63+0,03
T, , talla final (cm) 9,99+0,18°  10,59+0,01* 11,05+0,01°
SGR? 1,82+£0,12°  2,15+0,02  2,46+0,005°
Ingesta, %P-d" 5,02+0,04 5,150,029  4,96+0,03
IC? 2,56+0,01* 2,08+0,001° 1,85+0,01°
Ganancia de nitrégeno, mg-kg™-d”’ 464,3+0,01° 505,940,01° 582,5+0,01°
Ganancia de grasa, g-kg'-d" 1,63+0,03 1,77+0,05 1,86+0,12
Ganancia energética, MJ-kg'-d"! 1,26£0,06°  1,35+0,04°  1,53+0,04°

'Cada valor corresponde a la media+EEM de dos tanques. EEM, Error Estandar de la Media. Los valores de una

misma fila que no comparten la misma letra, son diferentes significativamente (p<0,05).

’Tasa instantdnea de crecimiento, SGR = (Ln P;- Ln P) - d"* - 100.

*fndice de conversién, IC = peso seco del alimento - (P; - P,)".
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La Fig. 6.2 muestra el efecto del nivel de proteina en la dieta sobre los
niveles de GH circulante, actividad somatomedinica del plasma y numero de
receptores hepaticos de GH. El aumento de la ingesta proteica y de la SGR estuvo
asociado a una disminucion progresiva y significativa de los niveles plasmaticos de
GH, los cuales oscilaron entre los 15,2 + 1,11 ng'ml™, correspondientes a los peces
alimentados con la dieta B1, y los 8,98 + 1,00 ng'ml”, correspondientes a los peces
alimentados con la dieta B3 (ver Fig. 6.2A). La actividad somatomedinica del
plasma aumenté significativamente (p<0,05) desde los 66,3 + 2,95 ng:ml’,
detectados en los peces alimentados con la dieta B1, hasta los 95,2 + 2,57 ng:ml”,
correspondientes a los de la dieta B3 (Fig. 6.2B). El numero de receptores hepaticos
de GH mostr6 una tendencia similar. La afinidad de la hormona por el receptor no
se vio afectada por el tratamiento (datos no mostrados). Sin embargo, tanto los
receptores totales como los libres, aumentaron significativamente (p<0,05) con el

incremento del nivel de proteina en la dieta (ver Figs. 6.2C y 6.2D).
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Bl B2 B3 Bl B2 B3

DIETAS EXPERIMENTALES

Fig. 6.2. Efecto de la proteina en la dieta (Bl, 34,5; B2, 44,6; B3, 54,7 g-100g peso seco'l) sobre los
niveles plasmaticos de GH (A), actividad somatomedinica del plasma (B), namero total de receptores
hepaticos (Q y nimero de receptores libres del higado (D). Cada valor es la mediatEEM de 15-20
determinaciones. EEM, Error Estandar de la Media. Los valores que no comparten la misma letra son
diferentes significativamente (p<0,05).
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6.3.2. Experimento II: Racion.

El cuadro 6.III muestra el efecto de la racidon sobre las tasas de crecimiento y el
indice de conversion del alimento en peces alimentados durante 7 semanas. Ambos
valores niostraron un aumento progresivo y significativo (p<0,05) al aumentar la

racién (0, 1,2, 2,7, 5,5 %P-d™).

CUADRO 6.1IL indices de crecimiento de los animales alimentados durante 7 semanas con diferentes
tasas de ingesta’.

Ingesta, %P-d’

0 1,2 2,7 55

P, , peso inicial (g) 34342069 34,54£0,59 3429+043  34,51+0,43

P; , peso final (g) 128,50+0,71°  59,27+0.42° 76,14+0,78° 86,50+0,78°
T, , talla inicial (cm) 10,81+0,02  10,88+0,06 10,80+0,02  10,84+0,02

T; , talla final (cm) 10,85+0,01° 13,06+0,09° 13,90+0,03° 14,36+0,02¢
SGR? -0,40+0,01*  1,09+0,02°  1,59+0,04°  1,83+0,01°
IC? ' 1,00£0,01*  1,54£0,01°  2,71+0,02°

'Cada valor corresponde a la media+tEEM de dos tanques. EEM, Error Estindar de la Media. Los valores de una
misma fila que no presentan letras distintas son diferentes significativamente (p<0,05).
’Tasa instantdnea de crecimiento, SGR = (Ln P;- Ln P)) - d* - 100.

*indice de conversién, IC = peso seco del alimento - (P, - P,)".
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Al modificar la racién, se observaron diferencias signiﬁcativas.(p<0,05) en
los niveles de GH circulante, actividad somatomedinica del plasma y nimero de
receptores hepaticos de GH. Los niveles de GH disminuyeron progresi_vamente desde
los 36,1 + 3,10 ﬁg-‘ml'l de l§s pece.s ayunados hasta los 6,6 + 0,26 ng'ml” de los
-allim.en.tado‘s al 2,7 %P-d’. Se observé un aumento significativo en los peces
alimentados al 5,5 %P-d" al compararlos con los peces alimentados al 2,7 %P-d™
(Fig. 6.3A). La actividad somatomedinica del | plasma sigui6 una tendencia
‘totalmente opuesta, aument6 desde los 36,0 + 2,5 ng'ml” detectados en los peces
ayunados hasta los 100,6 + 4,66 ng'ml™ de los peces alimentados al 2,7 %P-d" (Fig
6.3B). Siguiendo con esta tendencia opuesta, se observa una disminucién
significativa (p<0,05) de estos niveles, al comparar los peces alimentados al 5,5
%P-d! con los alimentados al 2,7 %P-d’. De un modo similar, el nimero de
receptores hepaticos de GH, tanto libres como totales, aument6é conjuntamente con
los niveles de ingesta. Sin embargo, al igual que la actividad somatomedinica,

decrecié en los peces alimentados al 5,5 %P-d” (Fig. 6.3C). La afinidad de los

receptores no varid de forma significativa (datos no mostrados).
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Fig. 6.3. Efecto de la racion en los niveles de GH circulante (A), actividad somatomedinica del plasma
(B) y numero de receptores hepaticos de GH (GHRs) (C). Cada valor es la mediazEEM de 15-20
determinaciones. EEM. Error Estandar de la Media. Los valores que no comparten la misma letra son
diferentes significativamente (p<0,05).
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6.4. DISCUSION

" Los resultados obtenidos en esta éxperiencié i‘ndic.an. ciaréniehté q.ue. lé,s faéaﬁ d.e
crecimiento de los alevines-juveniles de dorada aumentan con los niveles de proteina
en la dieta. El crecimiento fue similar o mejor que el observado en estudios previos
en dorada (Klaoudatos y Apostopoulos, 1986; Davies et al., 1993) u otras especies
afines (Tswis ef al., 1992). Sin embargo, en todos los grupos experimentales, la
conversion del alimento siguid siendo alta con respecto a los salmoénidos, en donde
el IC suele ser igual o inferior a 1 con un incremento de peso del 2 %P-d*
(Austreng et al., 1987, Cho y Kaushik, 1990). Este hecho ha sido asociado a unos
requerimientos proteicos mas bajos. En cualquier caso, los peces utilizan una parte
importante de las proteinas de la dieta para la obtencion de energia, incluso cuando
son alimentados con dietas de bajo contenido proteico. Asi pues, en la trucha, el 40

% de la proteina presente en la dieta tiene un uso energético (Kim et al., 1991).

En mamiferos, el balance proteina/energia es uno de los factores que afectan
a la produccion de IGF-I, sintetizada mayoritariamente en el higado en respuesta a
la accion de la GH (Pell y Bates, 1990, Ross y Buchanan, 1990). En este estudio,
la disminucidén del crecimiento y de los niveles de proteina en la dieta estuvo unida
a un descenso de la actividad somatomedinica del plasma y del nimero de

receptores hepaticos de GH. Asimismo, se observo un aumento de los niveles
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circulantes de GH con la disminucién de las tasas de crecimiento. En este contexto,
debemos recordar que en la dorada, y posiblemente en otras especies de teleosteos,
el aumento estival de la tasa de crecimiento estd mas relacionado con el namero de
receptores hepaticos que con un aumento de la GH circulante (ver Cap. 5). Por
consiguiente, al igual que en los vertebrados superiores (ver Leung et al., 1987b;
Houseknecht et al., 1988), estos resultados sugieren que la disminucion de la tasa
de crecimiento en presencia de niveles altos de( GH y de un numero bajo de
receptores hepaticos refleja la insensibilidad del higado a la accion de la GH, y en

consecuencia, la disminucion del tono inhibitorio ejercido por las IGFs en la

secrecion hipofisaria de GH (ver Pérez-Sanchez et al., 1992).

En la trucha, los niveles circulantes de GH disminuyen con el aumento de la
racion, de manera que la ganancia diaria de energia y de nitrogeno esta inversamente
correlacionada con la concentracion de GH plasmatica (Storebakken et al., 1991).
En la dorada, también observamos una disminucion significativa y progresiva de la
GH circulante con el aumento de la cantidad de alimento (0, 1,2 y 2,7 %P-d™). Sin
embargo, en los peces alimentados ad libitum (5,5 %P-d"), la concentracion
plasmatica de GH fue mayor que la observada en los alimentados al 2,7 %P-d. Este
aumento de los niveles de GH estuvo unido a una disminucion del nuimero de
receptores hepaticos de GH y de la actividad somatomedinica del plasma, proceso
que podria formar ﬁarte del mecanismo que disminuye la utilizacion del alimento
en un estado de sobrealimentacion. En este contexto, es interesante sefialar que en

la trucha la sintesis de proteinas hepaticas es mayor con una tasa de ingesta
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la trucha la sintesis de proteinas hepaticas es mayor con una tasa de ingesta

intermedia que a elevados niveles de ingesta (McMillan y Houlihan, 1992).

En los ultimos afios, ha aumeﬁtado el inferés por conocer los efectos
‘pr‘esﬁn‘tar-rienté beneficiosos que. compdrta la restriccion niodefada de‘ lé ihgéSta. En
mamiferos, se ha demostrado que este régimen alimenticio aumenta la esperanza de
vida (Yu et al., 1982; Iwasaki et al., 1988) y la sintesis proteica (Ricketts et al.,
1985; Ward, 1988). D'Costa ef al. (1993) observaron que este aumento de la sintesis
proteica es consecuencia, al menos en parte, de una mayor respuesta tisular a la

accion de las IGFs, asi como de un aumento de los niveles circulantes de IGF-I y

GH.

Por otra parte, es un hecho reconocido que en los individuos obesos no
genéticos aumenta el metabolismo basal para minimizar la ganancia de peso que
acompafia a todo estado de sobrealimentacion (Schwartz et al, 1992). Segun
Yamamoto y Kato (1993), esta alteracion esta asociada a una disminucion de la
concentracion plasmatica de IGF-1. En este trabajo no se analizaron los niveles de
GH circulante. Sin embargo, en base a nuestros resultados, podemos sugerir que la
disminucion de la actividad somatomedinica unida a un aumento de la GH es un
hecho esencial para desencadenar una accidon catabolica tanto en animales
sobrealimentados como en subalimentados. En este contexto, es de interés que en
los casos de deficiencia de GH, la administracion de esta hormona contrarresta el

aumento de la masa del tejido adiposo preservando el resto de masa corporal
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(Slootweg, 1993). Esta accion lipolitica es independiente de la IGF-I y se ha
observado en gran numero de especies de vertebrados, incluidos los peces

(Leatherland y Nuti, 1981; Sheridan, 1986; Leung et al., 1991).

En resumen, este estudio evidencia una compleja y a veces controvertida
relacion entre crecimiento y sistema somatotropico. No obstante, podemos afirmar
que ante un inadecuado estado nutricional (composicion de dieta, tasa de
alimentacion), peces u otros vertebrados, aumentan los niveles circulantes de GH.
En cualquier caso, es necesario profundizar en este aspecto para poder establecer

con mayor claridad la interaccion entre alimentacion y factores endocrinos.
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RESUMEN. En este capitulo, se pretende averiguar, mediante un disefio multifactorial, el efecto de la
relacion proteina/energia sobre el crecimiento y los niveles circulantes de GH. Para esta experiencia, se
formularon 9 dictas con 3 niveles de proteina (45 %, 52 %, 60 %) y lipidos (8 %, 12 %, 17 %), con un
cociente proteina/energia entre 21,7 y 29,2 mg-kJ peso seco’. Los peces alimentados con dietas con una
relacién alta en proteina/energia presentaron tasas de crecimiento (SGR=2,6-2,9) e indices de conversién del
alimento (IC=1,1-1,3) comparables a los registrados en truchas de ripido crecimiento. Sin embargo, la
dism_inqci()n Qe la ;elacién proteina/energia de la dieta provocd un aumento de la hiperfagia unido a una
disminucién del crecimiento y a un empeoramiento dél irndicerde. co-nversi-6n> dél aiimento. Este fenéméno
‘estuvo acompafiado de un aumento de los niveles circulantes de GH, lo que podria hacer més acusada la
intolerancia a la ingesta de sustratos no proteicos.

También se estudiaron las variaciones de crecimiento, GH circulante y expresién hipofisaria de GH en

funcién dé la edad del pez. Los resultados obtenidos nos llevan a sugerir que tanto en peces como en

vertebrados superiores, la secrecién hipofisaria de GH disminuye con la edad.
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7.1. INTRODUCCION

El envejec1m1ento €S un proceso de rgran complejldad que tiene por resultado una
reducc1on paulatma del funclonamlento de todos los sistemas corporales Tal
disfuncion comienza con la madurez del individuo y progresa rapidamente con la edad.
Una consecuencia de este proceso degenerativo es‘el aumento de la masa adiposa
corporal, acompaiiado de una disminucion de la potencia muscular, masa corporal no
grasa y densidad 6sea (Forbes, 1976, Mazess, 1982; Ross et al., 1990). Estos cambios
en la composicion corporal y crecimiento 0seo estan asociados, en humanos y animales
domésticos, a una disminucion de la concentracion basal y pulsatil de GH (Corpas et
al., 1993). El hecho de que un gran numero de efectos biologicos de la GH sean
opuestos a los cambios corporales ocasionados por el envejecimiento, ha aumentado
el interés por el uso clinico de la GH en individuos adultos. No obstante, muchas de
las cuestiones relacionadas con la dosis, beneficios y tolerancia no han sido contestadas
todavia, y por tanto, deben ser estudiadas mas a fondo (Ho y Hoffman, 1993; Allen
et al., 1994; Riedel et al., 1994, Sassolas, 1994; Rosen, 1994). Por otra parte, tal y
como se ha descrito en capitulo§ anteriores, no suele existir una correlacion positiva
entre niveles de GH y crecimiento. En tales circunstancias, niveles bajos de GH no
reflejan un verdadero hiposomatotropismo ya que esta aparente deficiencia va asociada
a un incremento del nimero de receptores hepaticos que origina un aumento de la
sintesis y secrecion de IGFs y, en consecuencia, de la retroalimentacion negativa

ejercida sobre la secrecion hipofisaria de GH (ver Cap. 5 y 6).
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El grado de conocimiento alcanzado en aves y mamiferos es notablemente
superior al de vertebrados inferiores. No obstante, tal y como hemos podido
comprobar, los peces constituyen un modelo adecuado para el estudio de la accion y
regulacion de este sistema. Como prueba de ello, se han caracterizado los receptores
de GH en higado (ver Cap. 3), testiculo (Le Gac et al., 1992), sistema nervioso central
(Pérez-Sanchez et al., 1991), y células hematopoyéticas (Calduch-Giner ez al., 1995).
Se han detectado cantidades apreciables de GH y receptores en larvas recién
eclosionadas (ver Cap. 4). Se han descrito cambios estacionales en los niveles
circulantes de GH, asi como en el nimero de receptores hepaticos (ver Cap. 5). A su
vez, se ha podido comprobar que la restriccion proteica y energética esta asociada al
aumento de los niveles de GH circulante, asi como a la disminucién del nimero de
receptores hepaticos de GH y de la actividad somatomedinica del plasma (ver Cap. 6).
Este defecto a nivel de receptores hepaticos, unido a un aumento de la GH circulante
también ocurre en los peces alimentados ad libitum. No obstante, queda por establecer
si esta resistencia a la accion de GH, es el resultado de una sobrealimentacién
prolongada o de un efecto mas especifico (relacion proteina/energia). Por otra parte,
no se conoce el alcance de la disfuncion hipofisaria que tiene lugar con el avance de

la edad.

De acuerdo con lo descrito anteriormente, en este capitulo se estudia, mediante
un disefio multifactorial, el efecto de la relacion proteina/energia sobre el crecimiento
y los niveles circulantes de GH de alevines-juveniles de dorada alimentados a voluntad
con comederos de autodemanda. Ademas, se estudia el efecto de la edad del animal

sobre el crecimiento, GH circulante y expresion hipofisaria de GH.
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7.2. MATERIAL Y METODOS

7.2.1 Interaccién Proteina/Energia.

Se formularon 9 dietas con 3 niveles de proteina (45 %, 52 %, 60 %) y lipidos (8 %,
12 %, 17 %). Con la suplementacion de distintas cantidades de almidon gelatinizado,
se obtuvieron 3 niveles de energia (20,8; 21,7 y 22,4 kJ-peso seco™), que dieron como
resultado una relacion proteina/energia entre 21,7 y 29,2 mg-kJ peso seco™” (Cuadro
7.I). La formulacion y elaboracion de las dietas corrié a cargo del Dr. Kaushik,
Laboratoire de Nutrition des Poissons (UNITE MIXTE IFREMER-INRA). Las dietas
se fabricaron en seco, sin la aplicacion de vapor, y se almacenaron a 4 °C hasta su

utilizacion.
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|

CUADRO 7.1 Composicion de las dietas experimentales” .

|
1 2 3 4 5 6 7 8 9

1

g - 100g peso hamedo

Ingredientes
CPSP G' 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Harina de arenque (CP:70)* 33 43 55 33 43 55 33 43 55
Harina semilla de soja (CP:49)® 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Gluten 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Almidon de maiz 0 6 10 6 0 0 0 0 0
Almidén de maiz gelatinizado* 30 15 0 20 17 6 22 13 2
Alginato sodico 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Complejo vitaminico® 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Complejo de sales minerales® 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Aceite de higado de bacalao 2 1 0 6 5 4 10 9 ]

Anilisis
Peso seco (%) 863 849 862 873 871 871 894 884 876

Energia bruta (kJ-g peso seco’) 20,7 20,8 209 216 219 21,8 224 224 225
g * 100g peso seco™

Proteinas 45 53 613 45,7 524 60,7 44,7 51,7 595
Lipidos 81 79 81 11,5 124 125 169 16,7 16,5
Cenizas 83 103 11,9 84 101 121 92 109 13,1
Proteina/energia (mg-kJ™') 21,7 254 292 21,1 239 279 199 23,1 264

“Para determinar la composicién aproximada se utilizaron los métodos recomendados por la AOAC (1990); AOAC, A ssociation
of Official Analytical Chemists. 'Proteina sintética comercial. 2Sopropeche, Boulogne, Francia. *Descal, Pomarez, Francia.
*Tenstar, Aquitane, Bourdeaux, Francia. *Suministrado como sigue (mg-kg dieta™): retinil acetato, 2,58; DL-colecalciferol, 0,037;
DL-alfa tocoferol acetato, 30; bisulfato s6dico menadiona, 2,5; tiamina, 7,5; riboflavina, 15; piridoxina, 7,5; 4cido nicotinico,
87,5; 4cido félico, 2,5; pantotenato célcico, 2,5; vitamina B12, 0,025; 4cido ascérbico, 250; inositol, 500; biotina, 1,25 y cloruro
de colina, 500; usindose celulosa como sustrato.*Suministrado como sigue (mg o gkg dieta™): carbonato calcico (40 % Ca),
2,15 g; hidréxido magnésico (60 % Mg), 1,24 g; cloruro potisico, 0,9 g; citrato férrico, 0,2 g; ioduro potasico, 4 mg; cloruro
sddico, 0,4 g; fosfato de calcio e hidrogeno, 50 g; sulfato de cobre, 0,3 mg; sulfato de zinc, 40 mg; sulfato de cobalto, 2 mg;
sulfato de manganeso, 30 mg; seleniato sodico, 0,3 mg.
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Alevines-juveniles, de aproximadamente 15 g de peso, se distribuyeron
aleatoriamente y por duplicado, en 18 tanques de fibra de vidrio, de 100 | de capacidad
con un flujo de agua de 2 I'min™ y aireacion constante (30 peces/tanque) (ver Fig. 7.1).
Los peces se alimentaron a voluntad mediante comederos de autodemanda. Se les dio
libre acceso al alimento durante 7 h al dia. La temperatura del agua oscil6 entre 21 y

'23 °C (junio y julio). Al final del experimento (7 semanas), 15 peces de cada tanque
(30 por tratamiento) se anestesiaron con MS-222 al 0,1 %. La sangre se extrajo por
puncion caudal 18 h después de la ultima ingesta, y las muestras de plasma se
almacenaron a -20 °C hasta ser analizadas. Adicionalmente, 5 peces/tanque,
correspondientes al inicio del experimento, y 10 del final, se sacrificaron por
decapitacion. Estos animales se homogeneizaron con una picadora. Una parte del
.homogeneizado se destind a la cuantificacion del contenido en agua mediante secado
en una estufa a 110 °C durante 24 h. El resto se liofilizo con el fin de analizar su
composicion de acuerdo con los métodos recomendados por la A ssociation of Official
Analytical Chemists (AOAC, 1990). La cantidad de proteina se determiné por el
método de Kjeldahl (N-6,25), las grasas siguiendo el método de Folch et al. (1957),

y el contenido energético utilizando una bomba calorimétrica adiabatica.
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Fig. 7.1. Tanques y comederos de autodemanda utilizados en la experiencia de nutricion.

7.2.2. Edad.

A finales de julio, se extrajeron muestras de sangre e hipo6fisis de doradas cultivadas
en nuestras instalaciones (+0, < 12 meses; +1, entre 12 y 24 meses; +2, > 24 meses).
Estos peces habian sido alimentados con dietas comerciales (Ewos, Espaiia) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Las muestras de plasma fueron almacenadas a

-20 °C. Las hipoéfisis se extrajeron en condiciones estériles y se congelaron a -70 °C

hasta el momento de ser analizadas.
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7.2.3. Radioinmunoensayo de GH.

Los niveles de GH plasmatica e hipofisaria se determinaron mediante el
radioinmunoensayo (RIA) homologo de doble anticuerpo descrito en el Cap. 5. La GH
hipofisaria se cuantificé a partir de la homogeneizacién individual con tampén de

ensayo de cada una de las hipdfisis.
7.2.4. Cuantificacion del mRNA de GH.

La extraccion del RNA hipofisario se llevé a cabo de acuerdo con el método del
isotiocianato de guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987) (ver Fig. 7.2). Los
precipitados de RNA se secaron al vacio y se disolvieron en agua tratada con
- dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1 %. La lectura de la densidad optica (D.O., 260/280

nm) se utilizé para estimar la cantidad y pureza de las muestras.

D-o.zw/D-Oozw= 1,8'2
D.0uyg=1 cooveenne. =~ 40 pg RNA'ml"
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Hipéfisis (=300 mg) en 3 ml de soluciéon D
2
Homogeneizacién manual con Potter

+ 2 ml cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
+ 5 ml fenol saturado con acetato 0,3 M (pH 5,0)
1

Incubacién en hielo 15 min y
centrifugacién a 20.000g 25 min a 4°C
$

Recuperacion de la fase acuosa
Reextraccion de la fase orgénica e interfase
con 2 ml de soluciéon D (incubacién en hielo
y centrifugacion, en las mismas condiciones)

Unioén de la fase acuosa con la anterior
+ 0,5 vol. cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)

+0,5 vol. de fenol saturado con acetato 0,3 M (pH 5,0)
{

Incubacién en hielo
y centrifugacién, en las mismas condiciones

Recuperacién de la fase acuosa
+ 0,5 vol. cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
+0,5 vol. de fenol saturado con acetato 0,3 M (pH 5,0)
{

Incubacién en hielo
y centrifugacion, en las mismas condiciones

Recuperacion de la fase acuosa
+ 1 vol. isopropanol

Precipitacién 1 h a -20°C
\
Centrifugacion a 25.000g, 30 min a 4°C
y

Decantacion del sobrenadante y resuspension
del precipitado en 600 pul de solucién D
2

+ 1 vol. de isopropanol (600 pl) y
precipitacién toda la noche a -20°C

2 lavados del precipitzldo con etanol al 80 %

Secado del precipitado y resuspensiéon en H,O-DEPC

Fig. 7.2. Extraccién del RNA total hipofisario. Solucién D (tiocianato de guanidina 4M, Tris-HC1 0,1M, $-
mercaptoetanol al 1 % , sarcosil al 0,5 %). H,0-DEPC, agua tratada con dietil pirocarbonato.
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Los muestras de RNA se corrieron en condiciones desnaturalizantes, en geles
de agarosa (1 %) con un 6 % de formaldehido. Se cargaron cantidades iguales de RNA
total (1, 0,5 y 0,25 ug), y los errores de carga fueron controlados por el grado de
similitud en las bandas de RNA ribosémico (subunidades 28S y 18S). Después de la
eleétroforesis, el RNA se transfirié por 'capiiaridéd en SSC x 20 (NaCl 3 M, citrato
'sodico 300 mM, pH=7) en membranas de nylon cargadas positivamente (Boehringer
Mannheim). La fijaciéon del RNA a las membranas se realizd mediante incubacion a
120 °C durante 30 min, y la prehibridacion de éstas se llevo a cabo con una solucion
compuesta por fosfato sédico 0,25 M, EDTA 1 mM, SDS (dodecil-sulfato sédico) al
20 % y leche desnatada (Boehringer Mannheim) al 0,5 % (pH=7,5). La hibridacion se
llevo a cabo a 68 °C durante 9-10 h, en el mismo tampon de prehibridacion al que se
le habia afiadido la sonda de DNA que codifica para la proteina madura de GH
(Martinez-Barbera et al, 1994). La sonda (560 pares de bases) se marcd con

digoxigenina, siendo la concentracién final de 40-50 ng'mi™.

Tanto la deteccion como el marcaje de la sonda se realiz6 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Boehringer Mannheim). La reaccion anticuerpo-enzima
(anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina) se llevo a cabo a temperatura ambiente (30 min).
La reaccion de color tiene lugar al afiadir, en pH basico, 5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato (X-phosphate) y una sal de tetrazolio, NBT. La reaccion da un precipitado azul
que se interrumpio a las 5-6 h, lavando la membrana con TE (Tris-HC1 10 mM, EDTA
1mM, pH=8). Las bandas identificadas como mRNA de GH (=0,9 kb) se cuantificaron
en un densitometro. Los valores se expresaron como porcentaje de los niveles

detectados en hipofisis de doradas de < 12 meses (+0).
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La Fig. 7.3 muestra de forma esquematica todo el proceso seguido para la

deteccion-cuantificacion de los mensajeros de GH.

7.2.5. Analisis estadistico.

Los datos fueron sometidos a analisis de la varianza de una y dos vias con un nivel
de significacion de P<0,05. La comparacion de medias se llevo a cabo con el test de

Duncan.
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Bacterias E. coli XLI-Blue transformadas con
el plasmido portador del cDNA de dGH.
Conservadas en glicerol a-70 °C
Cultivo en placa

LB-Agar-AT

Siembra de una colonia
en medio liquido LB-AT

Obtencion del DNA plasmidico (-3 pg) Extraccion de las hipofisis
Xiagtc Miniprep (Promega) y congelacion inmediata en nitrégeno liquido
Digestion enzimética DNA plasmidico (~3 pg) Extraccion RNA total hipofisario por el
Bam Hl'y Xho I método del isotiocianato de guanidina (ver Fig. 7.2)
Electroforesis preparativa Electroforesis en gel de agarosa al 1%,
en gel de agarosa al 0,8 %. en condiciones desnaturalizantes

Recuperacion del inserto
QUIAEXDNA Gel Extraction (Quiagen)
Mareaje de la sonda > 1o -z A/RN
(~ 300 ng de cDNA-dGH) con digoxigenina Hibridacion DN A
Labeling Kit (Boehringer Mannheim) (~40-50 ng/ml)

Transferencia del RNA a una membrana de nylon

Revelado

Detection Kit (Boehringer Mannheim)

Cuantifkacion por densitometria

Fig. 7.3. Organigrama del proceso seguido para la deteccion-cuantificacién del mRNA de GH de dorada.
LB-AT, medio de cultivo Luria-Bertani (triptona 1 %, extracto de levadura 0,5 %, NaCl 0,5 %), ampicilina
0,01 %, tetraciclina, 0,0012 %; LB-Agar-AT, LB-AT + agar 1,5 %.
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7.3. RESULTADOS

7.3.1. Interaccion proteina/energia.

En el Cuadro 7.1I se muestra la tasa de crecimiento (SGR), la ingesta (I) y el indice
de conversion (IC). Se puede comprobar un efecto significativo de los niveles de
proteina en la dieta sobre la ganancia diaria de peso. Las tasas de crecimiento (SGRs)
aumentaron con el incremento de la concentracion de proteina en la dieta (45 % a
60 %). Para una misma cantidad de proteina, el mayor incremento de peso
correspondié a los animales alimentados con un 12 % de lipidos (45P:12L, 52P:12L,
6OP:12L). No se encontraron diferencias significativas al comparar los animales
alimentados con dietas de una concentracion lipidica del 8 % (45P:8L, 52P:8L,

60P:8L) con los alimentados con dietas del 17 % (45P:17L, 52P:17L , 60P:17L).

Los peces alimentados con dietas de un 45 % de proteina (45P:8L, 45P:12L,
45P:17L) comieron mas que los alimentados con dietas del 52 % (52P:8L; 52P:12L;
52P:17L) y del 60 % (60P:8L, 60P:12L, 60P:17L) de proteina. La ingesta no se vio

afectada significativamente por los niveles de lipidos en la dieta.
El indice de conversion del alimento disminuy6 al aumentar la concentracion

de proteina en la dieta del 45 % al 60 %. La mejor conversion del alimento (1,19-1,23)

se obtuvo en los peces alimentados con un 60 % de proteina y un 8-12 % de lipidos.
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CUADRO 7.IL Indices de crecimiento de los animales alimentados con 9 dietas experimentales durante 7
semanas’.

Dieta

experimental p! P} SGR? r* IC
1 (45P:8L) 14,940,10  39,1+1,80° 2,28+40,09*° 5,09+0,23° 2,08+0018°
2 (52P:8L) 15,1£0,04  42,7+037% 248+0,03%® 42340,10® 1,56+0,05®
3 (60P:8L) 14,9+0,10  453+0,70° 2,64+0,03% 330+0,14*° 1,19+0,06
4 (45P:12L) 14940,12  42,4+027® 2494003 476+0,01° 183+001%
5 (52P:12L) 14,940,05 45,1+1,50° 2,63+0,05*° 4,2240,11%> 1,55+0,08%
6 (60P:12L) 14,840,03  51,1+1,68° 2,95+0,08¢ 3,78+0,28% 1,23+0,07%
7 (45P:17L) 15,3£0,59  39,9+1,33%® 229+001% 4,92+042° 2,08+0,17°
8 (52P:17L) 14,940,31, 41,9+0,88% 246+0,09% 501+0,52° 198+021%
9 (60P:17L) 1474023  453+136° 2,68+0,02% 4.45+039% 163+0,13®

"Cada valor corresponde a la media+EEM de dos tanques. EEM, Error Estandar de la Media. Los valores
de una misma columna que no comparten la misma letra, son diferentes significativamente (p<0,05).
'Peso corporal inicial, g

?Peso corporal final, g

3Tasa instantinea de crecimiento: SGR = (Ln P;-LnP)) - 4" - 100

“Ingesta: I = %P-d"

Sindice de conversién: IC = peso seco del alimento - (P; - P_)"
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En el Cuadro 7.1II se muestra el efecto de la dieta sobre la composicion corporal
del pez. La concentracion lipidica corporal disminuy6 con el incremento del nivel de
proteina en la dieta. La tendencia fue totalmente opuesta con el aumento de la
concentracion lipidica en la dieta. Asi, la mayor concentracion corporal de lipidos
(11,2 %) se encontré en peces alimentados con un 45 % de proteina y un 17 % de
lipidos, mientras que la menor concentracién (6,4 %) correspondié a los peces
alimentados con un 60 % de proteina y un 8 % de lipidos. La cantidad de agua,

proteina y energia corporal no varié significativamente entre los diferentes grupos

experimentales.
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]
CUADRO 7.IIL Composicién corporal de los animales alimentados con 9 dietas experimentales durante 7 semanas’.

Dieta % Peso humedo kJ.g Peso seco™
experimental
Agua Proteinas Lipidos Energia

1 (45P:8L) 70,1+0,18 16,9+0,26 9,1+0,08%  24,240,51
2 (52P:8L) 69,8+0,40 17,740,26  7,9+0,14®®  23.120,32
3 (60P:8L) 71,10,17 1824021  6,4+037* 22,440,554
4 (45P:12L) 69,7+0,07 16,9+0,29 9,5+0,22  23,7+0,53
5 (52P:12L) 69,6+0,18 17,240,33 8,9+0,15° 23,4+0,12
6 (60P:12L) 71,240,12 1694008  7,84020%°  22,940,34
7 (45P:17L) 68,6+0,13 16,1+0,50 11,240,43°  24,4+0,61
8 (52P:17L) 70,0+0,46 16,9+0,04 9,0+£0,50%  23,3+0,24
9 (60P:17L) 70,2+0,02 17,240,39 8,2+0,41%° 23,1:t0,22

“Cada valor corresponde a la mediaEEM de dos tanques. EEM, Error Estindar de la Media. Los valores de una

misma columna que no comparten la misma letra, son diferentes significativamente (p<0,05).
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En la Fig. 7.4 se muestra el efecto de las diferentes dietas en los niveles de GH
circulante. La mayor concentracion (15-16 ng'ml™) se registré en los peces alimentados
con dietas de un 45 % de proteina. En los peces alimentados con dietas de un 8 % de
lipidos, los niveles de GH plasmatica disminuyeron un 40 % con el aumento del
porcentaje de proteina. Este efecto del porcentaje de proteina desaparecioé al aumentar
la proporcion de lipidos (12, 17 %). Al relacionar los niveles de GH con los valores
de ganancia diaria de nitrogeno, la GH aumento linealmente, si bien se observé la

tendencia a formar una meseta en los niveles mas bajos de ganancia de nitrégeno.
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Fig. 7.4. Correlacion entre los niveles circulantes de GH y la ganancia diaria de nitrégeno. La grifica
insertada muestra los niveles de GH circulante en los animales alimentados con las 9 dietas experimentales.
Los valores son la mediatEEM de 15-20 determinaciones. EEM, Error Estandar de la Media. Los valores
que no comparten la misma letra son diferentes significativamente (p<0,05).
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7.3.2. Edad y GH.

En el Cuadro 7.1V se muestra el efecto de la edad sobre los niveles de GH circulante
e hipofisaria. Las SGRs mostraron una disminucion significativa con el incremento de
la edad. En contraste, se observo un aumento del factor de condicidon. Los niveles de
GH plasmatica disminuyeron un 50 % al comparar las doradas de 1 afio (+0) con las
de 2-3 afios (+1, +2). Ello estuvo acompafiado del una disminucién de mas del 75 %
en la concentracion hipofisaria de GH. En la Fig. 7.5 se muestra como la disminucion
de la concentracion de mensajeros de GH es de la misma magnitud que la observada

con la concentracidon de hormona.

CUADRO 7.IV. Valores medios de peso corporal (P), tasa instantinea de crecimiento (SGR), factor de condicion (FC)
y niveles de GH plasmaética e hipofisaria. +0, < 12 meses; +1, entre 12 y 24 meses y +2, 2 24 meses .

Edad

+0 +1 +2
P! 15-50° 200-300° >600°
Sexo d J ?
SGR 2 1,4-1,8° 0,8-1,1° 0,4-0,5°
FC? 2,51+0,032 2,75+0,06° 3,01+0,07°
GH plasmatica (ngml™) 15,50+0,69° 11,16+0,75% 8,9410,36°
GH hipofisaria (ugkg P*) 22,87+2,68° 12,24+0,81° 5,15+0,5°

“Tanto el factor de condicion, como los valores de GH, son la media+tEEM de 25-30 réplicas. EEM, Error Estindar
de la Media. Los valores de una fila que no comparten la misma letra, son diferentes significativamente (p<0,05).
'Peso corporal, g.

’Tasa instantinea de crecimiento: SGR = (Ln P;- La P,) - d" - 100

3 Factor de condiciéon: FC = (P-100) - longitud estindar™.
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Fig. 7.5. Cuantificacién de mRNA de GH presente en la hipé6fisis de doradas de diferentes edades (+0, +1
y +2). En la parte superior se muestran las seiiales obtenidas en la hibridacién (1,2,3: 1 pg de RNA total;
4,5,6: 0,5 pg de RNA total; 7,8,9: 0,25 pg de RNA total). En la grafica se muestra la mediatEEM de todas
las determinaciones (5 por grupo). EEM, Error Estindar de la Media. Los valores que no comparten la

misma letra son diferentes significativamente respecto a + 0 (p<0,05).
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7.4. DISCUSION

El cultivo de un nimero cada vez mayor de teledsteos ha permitido comprobar su
elevada eficiencia en la conversion del alimento. Este hecho se atribuye a varios

factores (Cho y Kaushik, 1990; Kaushik y Medale, 1994):

- son animales poiquilotermos y por tanto, no gastan energia en regular su.
temperatura corporal.

- su modo de vida es acuatico, menos costoso energéticamente que el terrestre.
- son amoniotélicos, la excrecion pasiva de los productos nitrogenados en forma

de amonio es energéticamente menos costosa para el animal.

Consecuentemente, la proporcion del componente energético no proteico en la
dieta se ve disminuida con respecto a la de mamiferos y aves. Asi, en alevines-
juveniles de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), las mejores tasas de conversion
alimentaria y proteica se obtienen con una racion intermedia (3-3,5 %) compuesta por
un 35-40 % de proteina y un 15-18 % de lipidos (Tacon y Cowey, 1985, Austreng et
al., 1987, Cho y Kaushik, 1990). No obstante, en otras especies, las tasas dev
crecimiento no superan el 2 % y el indice de conversion es igual o mayor que 1,5.‘:
Ello llega a ser especialmente relevante para algunas especies marinas como la doradé
y la lubina (Dicentrarchus labrax), ampliamente cultivadas en toda el area mediterranea
(ver Tsevis et al., 1992; Davies et al., 1993, Ballestrazi et al., 1994). Se podria pensar

que esta situacion no deseada (costes elevados de alimentacion y gran produccion de
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deshechos) es inherente a la naturaleza de estas especies, aunque no se puede excluir
la posibilidad de la no idoneidad de las dietas y/o de los regimenes alimenticios

utilizados con fines practicos y/o experimentales.

En este trabajo se comprobé que peces alimentados con dietas altas en proteinas
'y de bajo contenido lipidico (60P:8L, 60P:12L) presentan tasas de crecimiento (2,6-
2,9) e indices de conversion del alimento (1,1-1,2) similares a los obtenidos con lineas
de crecimiento ré.pido de trucha. No obstante, también se comprobé que la disminucion
de la proporcion proteina/energia en la dieta conlleva a un aumento de la hiperfagia
y del porcentaje de grasa corporal, unido a una menor ganancia de peso y a una peor
conversion del alimento. Todo ello, unido al aumento de los niveles de GH circulante,
sugiere que este empeoramienfo del crecimiento es el resultado de un ayuno

intracelular causado por un desequilibrio metabélico y/u hormonal.

Esta idea esta en consonancia con los resultados obtenidos en el capitulo
anterior, en donde la mejor conversion del alimento en animales alimentados con
piensos comerciales (relacion proteina/energia baja) se obtuvo con una baja tasa de
ingesta (1,2-1,5 %). De hecho, tasas de ingesta demasiado altas pueden provocar
resistencia a la accion de la GH, reflejada en un aumento de los niveles circulantes de
GH, y en una disminucién de los receptores hepaticos, asi como de la actividad
somatomedinica del plasma. Este comportamiento también se da en los peces ayunados
y en los mal desarrollados (stunf) (Duan et al., 1995; ver Cap. 6). La situacion se
repite en estados diabetogénicos (Pell y Bates, 1990; Ross y Buchanan, 1990). Asi
pues, tal y como han sugerido éstos y otros autores (Ross y Chew, 1995), los factores

asociados con la disfuncién del crecimiento pueden tener diferentes causas, pero la
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resistencia del higado a la accion de la GH, unido a un hipersomatotropismo

compensatorio son parte de un patron comun de situaciones de baja retencion proteica.

De acuerdo con lo descrito anteriormente, en este capitulo se ha encontrado una
relacion inversa entre los niveles circulantes de GH y la ganancia diaria de nitrogeno.
El aumento de la GH posibilita un suplemento constante de energia durante estados
de hipoglucemia, ayuno y estrés. Los efectos hiperglucémicos y lipoliticos de la GH
se han demostrado en diferentes especies de peces (Leatherland y Nuti, 1981; Sheridan,
1986; Leung et al., 1991). Sin embargo, cuando este desarreglo metabolico es debido
a una dieta no equilibrada es probable que este hipersomatotropismo compensatorio
incremente la intolerancia a los azucares y a las grasas. Es dificil hacer comparaciones
entre las distintas especies de peces, si bien teniendo en cuenta éste y otros estudios
previos (ver Cap. 5 y 6), parece concluyente que, independientemente del régimen
alimenticio, la concentracion de GH circulante en juveniles y adultos de dorada es mas
alta que en la anguila japonesa (A4 nguilla japonica) (Duan e Hirano, 1990), tilapia
(Tilapia mossambica) (Ricordel et al., 1995), trucha arco iris (Pickering et al., 1991,
Sumpter et al., 1991), salmén chinook (Oncoriiynchus tshawytscha) (Le Bail et al.,
1991) y salmoén del Atlantico (Salmo salar) (Bjérsson et al., 1994). Por otra parte,
Parrizas et al. (1994) han demostrado que el nimero de receptores de insulina y la
actividad tirosina-kinasa del musculo esquelético de dorada son menores que las de
carpa (Cyprinus carpio) y tilapia. Por consiguiente, si tenemos en cuenta la accién
antagonica de GH (lipolitica e hiperglucemiante) e insulina (lipogénica e
hipoglucemiante), no es de extrafiar que la dorada presente una cierta intolerancia a
dietas con una relacion proteina/energia baja, circunstancia que debe verse aumentada

con altos niveles de ingesta.
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De acuerdo con lo descrito anteriormente, los sujetos acromegalicos tienen un
mayor riesgo a desarrollar hipertension, intolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulina (Molitch, 1992). Paraddjicamente, a pesar de la disminucion de la sintesis y
secrecion de GH (Valsania y Micossi, 1994), la edad puede ser considerada un factor
de riesgo. No obstante, estudios recientes, indican que esta situacion responde
‘preferentemente al modo de vida sedentario y al aumento de la obesidad abdominal
(Cefalu et al., 1995). De hecho, se podria especular que la disminucion de la secrecién
de GH con el avance de la edad es un fenémeno permisivo frente a la disminucion de
la proporcion optima de proteina/energia en la dieta. Por el momento, en los peces, no
se ha establecido claramente un cambio en la relacion optima de proteina/energia
(Kaushik y Médale, 1994). Es mas, éste es el primer trabajo que demuestra una
disminucion de la actividad secretora de GH a medida que aumenta la edad del animal.
Prueba de ello es que la disminucion de la GH circulante e hipofisaria va unida a una
disminucién de los mensajeros codificantes para la GH hipofisaria. En cualquier caso,
estudios preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio sugieren que este
hiposomatotropismo es debido preferentemente a un defecto hipotalamico. Esta
hipotesis esta de acuerdo con estudios previos llevados a cabo en ratas de edad
avanzada (Miller et al., 1993), que demuestran como se mantiene la capacidad
secretora de GH, al restablecer (GHRH) o atenuar (SS) la secrecion de diferentes

factores hipotalamicos.

En resumen, la relacion entre GH y crecimiento es compleja y controvertida. Es
importante destacar que, bajo nuestras condiciones experimentales, doradas alimentadas
con dietas de una elevada proporcion de sustratos no proteicos son incapaces de

controlar de una forma efectiva la ingesta de alimento. Por tanto, en términos de
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rentabilidad econdomica y calidad de producto (porcentaje de grasa corporal), es
necesaria una evaluacion mas precisa de las diferentes estrategias de cultivo. Para lo
cual es conveniente es conveniente adecuar en todo momento el nivel de ingesta a una
determinada relacion proteina/energia, parametros éstos que variaran en funcion de la
edad, de la estacion y de la especie en estudio. De hecho, a nuestro juicio,
concentraciones elevadas de GH pueden actuar como un factor de riesgo ante dietas
de una baja relacion proteina/energia, ya que puede desembocar en un estado de ayuno
metabodlico (hipersomatotropismo, resistencia hepatica a la GH), en el que el

comportamiento alimentario y la eficiencia alimentaria son alteradas ampliamente.
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Conclusiones

8.1. CONCLUSIONES

1.- La unién de la GH de dorada a sus recéptorés tisulares es saturable por la cantidad

" de membranas, es altamente especifica y presenta una elevada afinidad.

2.- Anticuerpos de IGF-I de mamifero presentan reaccion cruzada con el plasma de

dorada.

3.- Se demuestra por primera vez en un vertebrado inferior la presencia de receptores

de GH en los primeros estadios de desarrollo.
4 .- La distribucion desigual de estos receptores sugiere el predominio de una accion
local o directa, a diferencia de la fase adulta en donde tendria una mayor incidencia

la accion sistémica.

5.- Los niveles mas bajos de GH circulante se alcanzan durante el periodo invernal,

mientras que en la primavera coincide con el periodo de mayor secrecion.

6.- La administracion intraceldmica de GH aumenta los niveles circulantes de IGFs

durante el periodo invernal.
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7.- La mayor respuesta del higado a la acciéon de GH ocurre durante el periodo estival
(maximo crecimiento). Este hecho va acompaifiado de un aumento de los niveles
circulantes de IGFs, con lo que disminuye el efecto inhibitorio generado sobre la

secrecion hipofisaria de GH.

8.- La retroalimentacion negativa entre IGFs y GH es uno de los factores que explican

la falta de correlacion positiva entre GH y crecimiento.

9.- La restriccidon proteica y/o energética comporta una disfuncion del sistema
somatotropico, reflejada en una disminucion de los receptores hepaticos de GH y un

aumento de los niveles circulantes de GH.

10.- Esta disfuncion del sistema somatotropico también se da en los animales
alimentados ad libitum, circunstancia ésta que se ve favorecida por una inadecuada

proporcion proteina/energia.

11.- La disminucion de la secrecion de GH con la edad es uno de los factores que

podrian favorecer la disminucion de la relacion optima de proteina/energia en la dieta.
12.- Las diferencias interespecificas en los niveles circulantes de GH es uno de los

factores que deberian tenerse en cuenta en el disefio de un determinado régimen

alimenticio.
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ABREVIATURAS

aa Amiﬁoécido
cDNA DNA complementario
CS Somatomamotropina corionica
DA Dopamina
DNA Acido desoxirribonucleico
E Epinefrina
EEM Error estandar de la media
GABA Acido gamma-aminobutirico
GH Hormona de crecimiento
GHBP Proteina de transporte de GH
GHRH Somatocrinina
GnRH Hormona estimuladora de las

gonadotropinas
IGF Somatomedina
IFGBP Proteina de transporte de IGF
MIH Hormona inhibidora de lamuda
mRNA RNA mensajero
NE Norepinefrina
NPY Neuropéptido Y
PRL Prolactina
PTTH Hormona toracotropica
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RNA Acido ribonucleico

SL Somatolactina

SNC : Sistema nervioso central
SS Somatostatina

TRH Tiroliberina

TSH Tirotropina
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