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RESUMEN

La hormona de crecimiento (GH) controla funciones fisioldgicas esenciales en peces
teledsteos, incluyendo crecimiento, metabolismo y osmoregulacion. En los ultimos afios se
han identificado los receptores de GH (GHR-I y GHR-I1I) en peces, los cuales se expresan
altamente en el higado. GH, a través de los GHRs, estimula la produccion de factores de
crecimiento similares a insulina (IGFs), los cuales median las acciones de GH en muchos de
los procesos fisioldgicos mencionados. En este trabajo se estudié el efecto de GH bovina,
insulina, cortisol y estradiol sobre los niveles de ARNm de GHRI, GHRII, IGFI e IGFII en
cultivos primarios de hepatocitos de Pejerrey, para lo que, como primera medida, fue
necesario la estandarizacion de dicha metodologia para la especie. Diferentes
concentraciones de GHb estimulan los niveles de ARNm de GHRI e IGFI, pero no afectan
los niveles de ARNm de GHRII e IGFII. Insulina estimula levemente la expresion de GHRI
e IGFII, pero no afecta GHRII e IGFI. Cortisol y estradiol por si solos no presentaron
acciones estimulantes o inhibitorias sobre la expresion de los genes de estudio. La accion
combinada de tanto de GHb e insulina y GHb y cortisol, tiene un efecto negativo sobre la
accion de GH, lo que resulta en la reduccion de los niveles de ARNm de los genes de interés.

GHb y estradiol promueven el aumento de los niveles de ARNm de todos los genes, es decir,



E2 tiene un efecto estimulante sobre la accion de GH. Este estudio muestra que la expresion
de GHRs e IGFs en hepatocitos de Pejerrey en cultivo primario estd diferencialmente
regulada por diferentes concentraciones de GH e insulina administradas de manera

individual, y por GH y hormonas esteroides administradas en conjunto.

Palabras clave: Hormona de crecimiento, Insulina, Cortisol, Estradiol, Receptores de GH,

Factores de crecimiento similares a insulina.

ABSTRACT

Growth hormone (GH) controls essential physiological functions in teleost fish, including
growth, metabolism and osmoregulation. Recent studies have identified GH receptors (GHR-
I and GHR-II) in fish, which are highly expressed in the liver. Similarly, GH stimulates
production of insulin-like growth factors (IGFs), which mediate the actions of GH in such
metabolic processes. In this work we investigated the effect of bovine GH, insulin, cortisol
and estradiol on mRNA levels GHRI, GHRII, IGFI and IGFII in primary cultured Pejerrey
hepatocytes and as a first step, it was necessary to standardize the methodology for the specie.
Different concentrations of GHb stimulate mRNA levels of GHRI and IGFI, but did not affect
MRNA levels GHRII and IGFII. Insulin stimulates expression level of GHRI and IGFII, but
did not affect GHRII and IGFI. Cortisol and estradiol administered alone showed no
stimulatory or inhibitory actions on the expression of the genes studied. Combination of both
insulin and GHb, and GHb and cortisol, had a negative effect on the action of GH, resulting
in reducing mMRNA levels of the genes of interest. GHb and estradiol increased mMRNA levels
of all genes, ie, E2 has a stimulating effect on GH action. This study shows that GHRs and
IGFs gene expression are differentially regulated by different concentrations of GH and
insulin  administered individually, and GH and steroids hormones administered in
combination, in primary culture of Pejerrey hepatocytes.

Key words: Growth hormone, insulin, cortisol, estradiol, GH receptors, insulin-like growth

factors.



INTRODUCCION

En gran medida, la regulacion del metabolismo en los vertebrados estd mediado por
factores neuroendocrinos que intervienen en diversos procesos fisiologicos y del desarrollo
de los individuos (Kopchick y Andry, 2000; Grandi et al., 2003; Inoue et al., 2003). La
hormona de crecimiento (GH, por sus siglas en Ingles), que pertenece a la familia de las
citoquinas junto a prolactina (PRL) y somatolactina (SL), es secretada por las células
somatotropas de la pars distalis proximal (PDP) de la adenohipofisis (Robinson y
Hindmarsdh, 1999; Laiz-Carridn, 2003; Butler y Le Roith, 2001 revisado en Canosa et al.,
2007), regulando diversos procesos fisioldgicos (Pierce et al., 2007). Adicionalmente, GH
puede expresarse en otros tejidos como gonadas y cerebro, incluso en células del sistema
inmune (Wong et al., 2006).

GH es una hormona pleiotropica que cumple diversas funciones, generalmente
indirectas, a través de la estimulacion y liberacion de somatomedinas o factores de
crecimiento similares a insulina (IGF-I e IGF-I1) (Kopchick y Andry, 2000; Inoue et al.,
2003). Dichos factores son producidos por el higado, el principal 6rgano blanco de GH en
vertebrados (Chang y Wong, 2009). Estudios han demostrado que IGF-I es el mediador méas
importante de las funciones de GH (Mommsen, 2001; Inoue et al., 2003), aunque de igual
manera esta hormona también tiene efectos directos independientes de IGF-1 (Pierce et al.,
2012). Como ya se menciond, GH actta como el mayor regulador del crecimiento (Chang y
Wong, 2009), definiendo el crecimiento como cambios en longitud y/o peso en el tiempo
(Beckman, 2011). Esta accién estd mediada por sus receptores (GHR, por sus siglas en
inglés), que se expresan principalmente en el higado (Pierce et al., 2012) y génadas,
contribuyendo también a la maduracién sexual, gametogénesis y esteroidogénesis gonadal
(Chang y Wong, 2009). Adicionalmente, desempefia funciones importantes en procesos de
osmoregulacion, en casos particulares como en la adaptacion a agua de mar (Inoue et al.,
2003 y Sakamoto y McCormick, 2006) o a agua dulce (Sakamoto y McCormick, 2006).
Ademas, tiene efectos sobre el apetito y el comportamiento durante el forrajeo, donde se ha
demostrado que un tratamiento con inyeccion de GH puede incrementar el apetito y generar

un comportamiento alimenticio dominante (Chang y Wong, 2009).



Los receptores de GH, forman parte de la superfamilia de receptores de citoquinas de
la clase 1 (Zhu et al., 2001). Estos receptores se componen de un dominio extracelular de
unién, un dominio transmembrana y un dominio intracelular que contiene los elementos de
interaccion con efectores intracelulares que desencadenan la activacion de mensajeros
secundarios de sefializacion. (Pierce et al., 2007). La sefial de traduccién de estas hormonas
comienza con la union a un ligando simple a dos receptores, causando la dimerizacion de los
receptores y continua principalmente por la via de sefalizacion JAK/STAT (Kopchick y
Andry, 2000; Pierce et al., 2007; Zhu et al., 2001). La activacion de los receptores tambiéen
desencadena la inhibicion de la via de sefializacién de JAK/STAT por una concomitante
activacion conocidos como SOCS (del inglés, suppressors of cytokine signaling) (Ram y
Waxman, 2000), lo que genera un agotamiento de la respuesta ante estimulos continuos de
la hormona. En peces teledsteos se ha reportado la presencia de dos tipos de GHR,
denominados como GHRI y GHRII, cuya expresion es alta en higado y que posiblemente
podrian estar regulados de manera diferencial por GH y algunas hormonas como el cortisol
y el estradiol (Leung et al., 2008; Pierce et al., 2012; Reindl y Sheridan, 2012).

En peces, y otros vertebrados, la expresion de GHRs es mayor en el higado, sin
embargo, niveles de ARNm y de proteina son expresados en tejidos extra-hepéaticos
(Calduch-Giner et al., 2003). Por un lado, se ha reportado que GHRI se expresa en mayor
medida en tejido adiposo, el higado y el sistema muscular, lo que indica posibles acciones
sobre el metabolismo, y a su vez la expresién de GHRII se encuentra en el sistema muscular,
en el corazon, los testiculos e higado, lo que indica acciones tanto en el metabolismo como
en el crecimiento (Reindl y Sheridan, 2012). Sin embargo, no es del todo claro por qué ambos
receptores podrian estar vinculados a diferentes actividades metabdlicas, incluso cuando su
expresion es compartida en varios tejidos. Por otro lado, estos receptores también se
encuentran regulados por factores de tipo ambiental, fisiologico e incluso la dieta de cada

individuo (Goméz-Requeni et al., 2012).

Los factores de crecimiento similares a insulina (IGFs) son los mediadores principales
de los efectos del crecimiento promovidos por GH en peces y otros vertebrados, donde han
sido demostradas sus acciones autocrinas, paracrinas y endocrinas (Kopchick y Andry, 2000;
Mommsen, 2001; Reinecke, 2010; Sciara et al., 2008). Los IGFs regulan algunos procesos



como la proliferacion, diferenciacion, supervivencia y migracion celular. Se ha demostrado
que los IGFs estan relacionados fuertemente como estimuladores de procesos anabolicos que
resultan en el crecimiento del musculo, como por ejemplo: incorporacion de amino &cidos,
proliferacion celular, sintesis de proteinas, transporte de glucosa y diferenciacion de fibras
musculares (Mommsen, 2001; Mommsen y Moon, 2001). El higado es el principal sitio de
sintesis de IGFs, sin embargo, se ha documentado su expresion en tejidos extra-hepaticos.
En peces en diferentes estadios del crecimiento se ha mostrado su presencia en distintos
tejidos tales como musculo, intestino, corazon, génadas, rifion, hipéfisis y cerebro (Pierce et
al., 2004). Dado que los IGFs se expresan en diferentes tejidos, no sorprende encontrar que
tengan acciones promotoras de crecimiento independientes de GH (Reindl y Sheridan, 2012).
Por otro lado, ha sido descrito que los niveles de expresion de IGF-I son modulados, no solo
por factores fisiologicos de los individuos como el estado nutricional, sino también por
factores ambientales como la temperatura, el fotoperiodo y las estaciones (Mommsen, 2001;
Reinecke, 2010).

El estudio de GHRs e IGFs es importante puesto que cada uno de sus grupos se encuentran
relacionados con un tipo de actividad del sistema neuroendocrino, especialmente dentro del
eje GH-IGFI, las cuales son controladas bajo la accion de diferentes hormonas (Sciara et al.,
2008). Para IGFs, tratamientos in-vivo por inyeccion e in-vitro con cultivos de hepatocitos,
han demostrado que GH estimula la sintesis de mMRNA de IGFI e IGFII en peces (Reindl y
Sheridan, 2012). Sin embargo, la sintesis en el caso particular de IGFI puede ser tanto
dependiente como independiente de GH de acuerdo al estadio del individuo y el tipo de tejido
tratado (Sciara et al., 2008). Ademéas de GH, hormonas como la insulina, somatostatina,
cortisol y hormonas esteroides, influencian la expresién de mRNA de IGFI e IGFII en higado
y tejidos extra-hepaticos (Reindl y Sheridan, 2012). Sin embargo, estas caracteristicas no han

sido definidas para la mayoria de telesteos como el pejerrey.

El pejerrey (Odontesthes bonariensis), es emblematico de la cuenca del rio de La Plata,
siendo una de las especies mas apreciadas, no solo por su valor en la pesca deportiva sino
también por su valor comercial en Argentina y otros paises donde ha sido introducida (Lopez
et al., 2001). En los ultimos afos, la gran demanda de carne de la especie por consumidores

locales e internacionales ha ido en aumento, lo que podria mermar las poblaciones naturales



en diversas épocas del afio, como en épocas de sequia (Somoza et al., 2008), razén por la que
se ha convertido en una especie de interés para la acuicultura El pejerrey es uno de los peces
de agua dulce de Argentina mas aceptado para el consumo por la calidad de su carne, ademas
los ejemplares de esta especie presentan el mayor tamafio registrado para Atheriniformes con
52 cm de longitud total (Lopez et al., 2001). Sin embargo, la tasa de crecimiento del Pejerrey
es muy baja lo que contribuye a que su acuicultura no sea comercialmente viable. De esta
manera, entender algunos de los aspectos relacionados con el crecimiento que ain no han
sido descritos para la especie, resulta de gran importancia para el 6ptimo desarrollo de su cria

en cautiverio.

La regulacion de GHRs e IGFs, a pesar de que ha sido estudiada en otras especies de
teledsteos, ha sido poco estudiada en pejerrey, por lo que este estudio permitira describir
parcialmente el comportamiento del sistema GH-IGF del pejerrey a través de la medicion de
los niveles de expresion de MRNA de GHR-1, GHR-II, IGF-1 e IGF-II bajo la influencia de
GH, insulina y las hormonas esteroides, cortisol y estradiol, en cultivos de hepatocitos in-
vitro. Los resultados obtenidos seran importantes para comprender el funcionamiento del
sistema GH-IGFs en la regulacién del crecimiento somatico de la especie. Para esto fue
necesario establecer un método estandarizado de cultivo de células hepaticas de Pejerrey, lo

que representara una herramienta valiosa para estos estudios.
MATERIALES Y METODOS
Material Bioldgico

Ejemplares de Pejerrey (Odontesthes bonariensis) fueron mantenidos en tanques de
2000L en sistema de circulacion abierto en la sede Chascomds del Instituto de
Investigaciones Biotecnoldgicas - Instituto Tecnoldgico de Chascomus (1IB-INTECH),
Argentina. Los peces fueron alimentados con Shullet® al 0,5% de la biomasa total por tanque
dos veces por dia, sin embargo, un dia antes del muestreo, los peces no fueron alimentados.
La temperatura del agua fue mantenida entre 17-18 °C vy salinidad del 1,5%. Todos los
individuos utilizados fueron hembras entre 2 y 3 afios de edad, peso promedio de
142,41+39,68 g, longitud estandar promedio de 22,42+2,09 cm y longitud total promedio de

25,59+£2,20 cm. Los experimentos fueron realizados siguiendo las recomendaciones



internacionales de manejo de animales de laboratorio (UFAW Handbook on the Care and

Management of Laboratory Animals y The Canadian Council on Animal Care).
Cultivo de hepatocitos primarios

La metodologia descrita a continuacion corresponde al protocolo final establecido para el

cultivo de células hepéticas de Odontesthes bonariensis.
Aislamiento de hepatocitos:

El procedimiento a continuacion descrito se basa en el descrito por Pierce y colaboradores
(2012). Los peces fueron mantenidos en ayunas desde el dia anterior a la preparacion de los
hepatocitos. Los individuos fueron anestesiados con benzocaina (50 mg/l) y posteriormente
sacrificados por corte medular a nivel cervical. El higado fue removido del pez, pesado y
posteriormente colocado en Solucion Balanceada de Sales de Hanks (HBSS) sin calcio y sin
magnesio (HyClone®). Luego, bajo condiciones de esterilidad en flujo laminar, el higado
fue trozado en pequefios trozos con tijeras quirargicas y tratado con Tripsina (1,5 g/l) (Sigma-
Aldrich®) por 1 hora en agitacion para permitir disociacién de las células. Posteriormente,
se realiz una disociacién mecanica con pipeta Pasteur para obtener una solucion de células
homogéneas. Dicha solucién fue filtrada por una malla de 30 um y las células fueron lavadas
y colectadas posteriormente en HBSS por centrifugacion a 500xg por 5 minutos. Las células
fueron re-suspendidas en 3-6ml de medio M199 con Sales de Earls (Sigma-Aldrich®), pH
7,2 suplementado con bicarbonato de sodio (7,5% wi/v) por litro. Se realiz6 un conteo celular
tifiendo las células con azul de Tripano (Sigma®) en camara de Newbauer. Esta tincion
permite diferenciar las células viables de las no viables, lo que favorece la exactitud de la
técnica. EI nimero de células/ml de suspension es calculado a partir del promedio de células

viables contadas en dos 0 mas secciones iguales de la camara de Newbauer.
Cultivo de Hepatocitos

Las células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos a diferentes densidades (en el rango
de 2.5 x 10° a 2.0 x 10° células/ml) en experimentos previos (ver mas adelante) y para los
experimentos de tratamiento hormonal se utilizo una densidad de 7,5x10° células/ml con 1ml

de medio suplementado con 1% solucion de Antibidtico (Penicilina, 5000 U/ml-



Estreptomicina, 5 mg/ml, Gibco) y 1% solucién de Antimicotico (FUNGIZONE®,
amphotericin B, 250 pug/ml, Gibco) y 10% suero fetal bovino. Bajo estas condiciones las
células fueron incubadas a 22°C en atmosfera de 5% CO,, por toda la noche (overnight-ON)
para permitir la adherencia al sustrato. Luego se realiz6 el cambio de medio por el medio
experimental con antibi6tico y antimicotico, pero en ausencia de SFB. Los cultivos fueron
detenidos removiendo el medio y adicionando 1ml de TriPure Insolation Reagent (Roche®)

a cada pocillo.
Tratamientos Hormonales

Se realizaron tratamientos con GH bovina recombinante (Posilac®, Monsanto, St. Louis,
MO, USA) gentilmente donada por el Dr. Adrian Mutto (IIB-INTECH), Insulina humana
(Roche), cortisol (Sigma) y p-estradiol (Sigma), Cada uno de los tratamientos y el control
aplicados a los cultivos fueron realizados por triplicado durante 4 horas, terminado el tiempo
de incubacion, se prepararon las células para el proceso de extraccion del ARNm y gPCR.
Para los tratamientos con cortisol y estradiol, estos se agregaron disueltos en etanol de modo
tal que el vehiculo no supere el 1% del volumen final. En los respectivos controles se adiciond

al medio etanol a una concentracion final igual a la de los tratamientos hormonales.
Extraccién de ARN y PCR cuantitativa (QPCR)

La extraccion de ARN se realiz6 siguiendo el protocolo de TriPure Insolation Reagent.
Posteriormente el ARN obtenido se tratado con DNAsa (Roche) segun indicaciones del
productor para eliminar cualquier contaminacion con ADN gendmico. Finalmente, se re
purifico con fenol-cloroformo (Sambrook y Russell, 2001). La cantidad de ARN obtenido se
determind por absorbancia a 260nm (Synergy H1 Hibrid Reader, BioTek®: valores de la
relacién abs. 260:280 entre 1,8-2,1). Se us6 una concentracion de 1ug/pL de ARN para la
sintesis de cDNA realizada con Super Script Il (Invitrogen). Todas las qPCR fueron
realizadas en placas de 96 pocillos en el equipo Stragene MX3005P usando las siguientes
condiciones de reaccion: 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 30 segundos a 95°C y
1 minuto a 60°C y finalmente un ciclo de 1 minuto a 95°C, 30 segundos a 55°C y 30 segundos
a 95°C. Este ultimo ciclo se realiz6 para determinar la temperatura de fusion del producto de

PCR obtenido, lo que permite comprobar que un solo producto fue amplificado, lo que fue



comprobado por medio de la curva de “Melting” o curva de disociacion arrojada por el
equipo. La mezcla de reaccion fue preparada con FastStart SYBR Green Master Mix (Roche),
set de primers y CADN en un volumen de reaccion final de 10pul. La concentracion final de
los primers se fijo en 150nM luego de una serie de ensayos de validacion (ver resultados).
Los primers utilizados en este trabajo (Tabla 1) fueron previamente descritos por Gémez-
Requeni y colaboradores (2012). La expresion de los genes en los experimentos fue
normalizada por la expresion de B-actina, o alternativamente el factor de elongacion I, segun
cual mostrara mejor comportamiento como gen de referencia, es decir que los Cty los niveles
relativos de expresion no varien con los tratamientos.

Tabla 1. Resumen de los primers forward (f) y reverse (r) utilizados para el analisis
por real-time (QPCR).

Nombre Primer Secuencia Primer

GHRI fl 5'- CTTTGGAGAGAGGTGAAACGGTTG -3
rl 5'- CTTGGGCGTAGAAGTCTGTGTTG -3'

GHRII fl 5'- GACGGACCTGGACACGGACTG -3'
rl 5'- ACGGGAGAATGGAGCGGTGAC -3'

IGFI fl 5'- CTGCGCAATGGAACAAAG -3'
rl 5'- GAATGAGCGCTAGACATCC -3'

IGFII fl 5'- AGCAGAGAACAGCCGAAT -3'
rl 5'- GTAGAGCGTGAGAGCCAG -3'

BACT fl 5'- GCTGTCCCTGTACGCCTCTGG -3'
rl 5'- GCTCGGCTGTGGTGGTGAAGC -3'

Analisis de datos

Los datos de expresion para cada gen fueron analizados por el método de expresion
relativa con correccion por eficiencia (Pfaffl, 2001), donde se realizaron transformaciones
por log, de los datos que no cumplian con los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Se realizo6 ANOVA de una sola via seguido del test a posteriori de Student-
Neuman-Keuls utilizando el programa estadistico SigmaPlot 12.0. Los resultados fueron
considerados estadisticamente significantes con el valor de p<0.05. Los datos dados se
expresan como la mediatSEM (Error estandar medio) y los graficos presentados fueron

elaborados utilizando el programa GraphPad Prism 5.



Los porcentajes de identidad entre secuencias presentados fueron realizados con el
programa Lasergene, con las aplicaciones EditSeq y MegAlign de DNASTAR version 7.1.0
y las secuencias fueron obtenidas de la plataforma National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
RESULTADOS Y DISCUSION
Cultivo de hepatocitos de Pejerrey y analisis por gPCR
Prueba 1: Estandarizacion del cultivo y densidad celular.

Fue necesaria la estandarizacion de los parametros éptimos para el adecuado
establecimiento de las células hepaticas de Pejerrey en cultivo, su mantenimiento durante las
horas de tratamiento, asegurando el normal funcionamiento de la actividad fisioldgica,
ademés de proveer un ambiente libre de contaminantes y un proceso adecuado para la
extraccion del ARNm. De esta manera, varios factores tuvieron que ser evaluados durante el

proceso:

a. Agentes antibidticos y antimicéticos: Inicialmente se pudo comprobar que el uso de
Unicamente una combinacion de agente antibiético como la mezcla de penicilina y
estreptomicina no fueron suficientes, puesto que se encontré contaminacion con
levaduras, y estos agentes al ser solo bactericidas no tenian efectos sobre esta
contaminacion. De esta manera, se decidio suplementar el medio de cultivo con el
antimicético, FUNGIZONE de Gibco, capaz de evitar la colonizacion de hongos y
levaduras. Esta combinacion de antibiético y antimicotico fue utilizada durante todas
las etapas del cultivo.

b. Tipo de cultivo: Se evaluaron dos tipos de cultivos: pequefios explantos de
aproximadamente medio centimetro del tejido hepatico en cajas de Petri con medio
de cultivo y cultivos primarios en monocapa de hepatocitos dispersos, en placas de
24 pocillos. De los explantos se esperaba que las células se segregaran a medida que
pasara el tiempo, formando eventualmente una monocapa de células. Sin embargo,
esto no sucedid con la celeridad necesaria y se pudo observar la degradacion del tejido
y la muerte celular luego de 24 horas. Por otro lado, en el cultivo en monocapa de

células dispersas, se pudo observar como luego de 2 horas de la disposicion de las


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

células en los pocillos, estas comenzaban a adherirse a la placa, estableciendo el
cultivo primario.

c. Dispersion de células hepaticas: Para dispersar las células se probaron varios
protocolos en ensayos preliminares, como ejemplo dispersion mecanica con bisturi
seguido de dispersidbn mecanica con pipeta Pasteur, pero estos protocolos no
permitieron la adecuada separacion de las células del tejido conectivo. Finalmente se
optd por digestion enzimatica con Tripsina (1,5 g/l) durante 30 minutos, que permitio
una adecuada separacion de las células, seguido de dispersién mecanica de las células
con pipeta Pasteur y posterior filtracion de las mismas por una malla de 30 um
(Segner, 1998), de manera que cualquier agregado de tejido tanto hepatico como
conectivo, no pase a la suspension final de células.

d. Densidad celular: También fue necesario establecer una densidad adecuada de
células en cada pozo, de manera que permitiera un adecuado establecimiento del
cultivo durante las horas de tratamientos y que ademas asegurara una concentracion
optima de ARNm luego de su extraccion. Se probaron concentraciones entre 2.5 x10°
hasta 2 x10° células/pocillo, que fueron dejadas en la cdmara de cultivo por 24 horas.
Pasado el tiempo, los cultivos fueron detenidos y se llevé a cabo la extraccion de
ARNmM. Como era de esperarse, se observé que, a mayor concentracion de células,
mayor concentracion de ARNm obtenido (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones de ARNm obtenidas a partir de diferentes densidades de
células hepéaticas de Pejerrey en cultivo.

Densidad  ARNm (ng/uL)

2,5x10° 353,321
5x10° 734,413
7,5x10° 1229,9

1x10° 1114,727
1,5x10° 2339,125
2x10° 2753,183

Estos resultados muestran que densidades entre 7,5x10° y 1,5x10° permitieron
obtener concentraciones de ARN total suficientes, para medir la expresion de los

genes de interés por PCR en tiempo real (qQPCR). Se escogio trabajar con una densidad



de 7,5x10° células/pocillo como la concentracion de siembra para los experimentos
desarrollados en este trabajo, dado que es el menor nimero de células que permiten
obtener cantidad de ARN suficiente para la determinacién de la expresion génica y

adicionalmente permite que un mayor numero de pozos puedan ser sembrados.
Prueba 2: Diferentes concentraciones de primers

No solo fue necesario establecer las condiciones adecuadas para el cultivo, sino
también determinar y establecer las condiciones adecuadas para el dptimo funcionamiento
durante la gPCR. Uno de los factores importantes corresponde a la concentracion de los
primers encargados de la amplificacion de los genes de interés. Para esto se realizaron
pruebas con cada uno de los primers a diferentes concentraciones (100, 200 y 400nM), con
sus respectivas curvas de eficiencia, con diluciones seriadas en factor 1:4 del cDNA obtenido
de los cultivos primarios. Posteriormente se analizaron las curvas estandar arrojadas por la
gPCR. Se pudo determinar que, para cada uno de los genes, concentraciones entre 100nM y
200nM, arrojan resultados optimos teniendo en cuenta la eficiencia del proceso de qPCR,
valores que oscilan entre el 82 - 100% (datos no mostrados). De esta manera, se decidio
trabajar con concentraciones de primers a 150nM, concentracion utilizada para los mismos

primers por Gémez-Requeni y colaboradores (2012).
Prueba 3: Concentracion optima de primers y densidad celular

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de las dos pruebas anteriores, se
procedio a evaluar el desempefio de gPCR concentracion de 150nM de cada primer. Como
resultado se obtuvieron eficiencias de la curva estandar entre 69,2 y 100% para todos los
primers evaluados (Tabla 3), ademas de curvas de amplificacién y de disociacion adecuadas.

Tabla 3. Eficiencias para cada uno de los primers de los genes de interés luego del
analisis por qPCR.

Gen Eficiencia
GHRI 86,3 - 123%
GHRII 85-107%

IGFI 95,6 - 117,3%
IGFII 69,2 - 126%

BACT 88,2 - 100%




Sin embargo, durante los diferentes experimentos realizados, los valores de las
eficiencias para cada gen variaron entre ensayos, casi siempre fueron diferentes del 100% y
diferentes entre los distintos genes de interés y de referencia. Por esta razon, se decidio llevar
a cabo el proceso de analisis de qPCR por medio del método de Pfaffl (2001) con correccion
de eficiencia en lugar del método delta-delta Ct, como habia sido decidido al iniciar este

trabajo de investigacion, por su simpleza.

Prueba 4: Efecto de las condiciones de cultivo sobre la expresion de los genes de

interés.

Lo niveles de expresion de ARNm de los diferentes genes estudiados fueron
evaluados por qPCR luego de cultivar los hepatocitos por diferentes periodos. Durante el
desarrollo de este experimento, se logro evidenciar que las células se mantienen estables
incluso durante 24 horas, ademas el gen de referencia (-actina) mantuvo su expresion génica
de manera estable durante los experimentos, lo que permitié demostrar que es un buen gen

de referencia al no verse alterado con durante el tiempo de cultivo.

Al determinar la expresion relativa de los receptores de hormona de crecimiento | y 1l
(Fig. 1A'y B), se puede observar como a medida que pasa el tiempo, la expresion de cada
uno de los genes va disminuyendo. Esto se debe a que las células, al encontrarse en cultivo,
no estan bajo el control hormonal y del metabolismo normal del organismo, por lo que la
expresion génica no puede ser modulada de ninguna manera, resultando en la disminucion
de su expresion con el paso del tiempo. La misma respuesta fue observada para los genes de
los factores de crecimiento similares a insulina I y 1l (Fig. 1B y C). Estos resultados indican
que las células en el medio de cultivo se encuentran activas metabdlica y fisiolégicamente
incluso 48 horas después de ser extraidas del individuo. Ademas, se observa que los niveles
de expresién se reducen a medida que pasan las horas de muestreo, y en general, luego de 8
horas de cultivo, se estabilizan los niveles de expresidon para la mayoria de los genes en
estudio (GHRI, GHRII e IGFI), con la excepcion de IGFII que requirié 12 horas de cultivo.
A partir de estos datos se decidié que en los sucesivos cultivos se estabilizaran por la noche
(16-18 horas) antes de aplicar los tratamientos hormonales y que estos se realizaran por 4

horas.
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Figura 1. Analisis de la expresion de los receptores de hormona de crecimiento GHR-I
(A), GHR-II (B) y de los factores de crecimiento similares a insulina IGF-I (C) e
IGF-I1 (D) en funcidn de la duracién del cultivo in vitro sin tratamiento. Las letras
diferentes indican diferencias significativas entre tiempo de cultivo con p<0,05
(Test: Student-Newman-Kleus). Los puntos representan la media +/- el error
estandar medio (SEM).

Como es bien sabido, en los vertebrados el higado estd encargado de multiples
funciones dentro del metabolismo, como la sintesis y secrecion de proteinas, mantener los
niveles de glucosa en el plasma sanguineo, almacenamiento de energia, eliminacion de
componentes del nitrégeno luego de la formacién de urea 0 amonio, entre otros (Segner,
1998). Estudios in vitro permiten un mejor entendimiento de las propiedades basicas del

higado y sus respuestas adaptativas, y mas importante aun, diversos tipos de condiciones



experimentales pueden ser iniciadas con poblaciones celulares obtenidas de un mismo
individuo. Ademas de ello, hepatocitos aislados ofrecen todos los beneficios de una célula
intacta (organelos funcionales, interacciones enzimaticas, concentraciones de metabolitos,
etc) sin la complejidad de un animal intacto (Segner, 1998). Por otro lado, la naturaleza
dindmica del higado y la regulacion de procesos fisiologicos y metabdlicos, hace de este
6rgano un modelo importante para el estudio del eje de crecimiento (Mommsen et al., 1994).
Es por esta razon que estandarizar el cultivo de células hepéticas de Pejerrey fue de gran
importancia para el desarrollo de este estudio, de manera que permitiera entender de manera

mas precisa el funcionamiento del eje GH-GHRs-IGFs en esta especie.
Efecto de GH bovina (GHb) en cultivo de hepatocitos in vitro de Pejerrey
Porcentajes de identidad entre GHb y GH de Pejerrey

Se realizo el analisis de porcentaje de identidad entre la hormona de crecimiento
bovina (Codigo de accesion NCBI M27325) y de Pejerrey (Codigo de accesion
AY187284.2), donde se obtuvo un 52,9% de identidad del marco abierto de lectura entre
ambas secuencias de amino &cidos. Esto muestra que la secuencia de GH se ha conservado
en cierto porcentaje entre vertebrados durante los procesos evolutivos, y sugiere que GHb de
manera heter6loga podria tener efectos metabdlicos y fisioldgicos sobre células de otra

especie, como en este estudio.

Efecto de concentraciones crecientes de GHb sobre la expresion de GHRs e IGFs

en cultivo de hepatocitos in vitro.

Cuando hepatocitos en cultivo fueron tratados con concentraciones crecientes de
GH bovina (GHb) por 4 horas, se pudo observar que a bajas concentraciones (5nM), no se
obtuvieron diferencias significativas en la expresion de GHRI respecto al control (OnM). A
partir de la concentracion 50nM, el nivel de expresién del ARNm aumento con respecto al
control y de igual manera ocurre a una concentracion de 100nM (Fig. 2A). Por otro lado, y
contrario a los resultados obtenidos para GHRI, la expresion de GHRII no se vio alterada por

ninguna de las concentraciones de GHb utilizadas (Fig. 2B).



Estos resultados muestran que los niveles hepaticos de ARNm de GHRI y GHRII
fueron regulados de manera diferencial por GH bovina. La estimulacion de GHRI sugiere
que los transcriptos de ARNm de Pejerrey codifican para receptores de hormona de
crecimiento funcionales. Ademas, la estimulacion en la expresion de GHRs en hepatocitos
con hormona de crecimiento heteréloga (GHb) confirma que, aunque el grado de homologia
y conservacion estructural de GH entre diferentes grupos de vertebrados no sea muy elevado
(52%), aun asi, GHb es capaz de estimular la expresion de genes relacionados con el eje del

crecimiento en Pejerrey.

GHb estimula el nivel de ARNm de GHRI en hepatocitos de Pejerrey, empezando a
una concentracion de 50nM hasta 100nM (Fig. 2A), lo que coincide con la estimulacion de
hepatocitos de Tilapia (Oreochromis mossambicus) con GH homdloga, en donde el nivel de
expresion aumenta desde una concentracion de 50nM, hasta un pico maximo de 500nM
(Pierce et al., 2012). Sin embargo, GHRI fue el Unico receptor de GH que se vio alterado en
O. bonariensis a diferencia de lo que sucedié en O. mossambicus donde, ambos receptores
se vieron influenciados por el tratamiento con hormona de crecimiento (Pierce et al., 2012).
Otros estudios, el tratamiento con GH result6 en un incremento de 2,5 a 3 veces en la tasa de
transcripcion de GHRI y GHRII, en hepatocitos de trucha arcoiris (Saera-Vila et al., 2005),
lo que coincide con los datos obtenidos para GHRI de Pejerrey, pero no para GHRII. Estos
resultados podrian indicar que GHRI es estimulado de manera mas activa por GH, por lo que
podria suponerse que este receptor cumple un rol mas directo en el crecimiento del Pejerrey

que GHRII, que bajo la accion de GH no demostré un aumento significativo de su expresion.

Para los factores de crecimiento similares a insulina (IGFs) la respuesta a GHb fue
diferente entre ambos genes. IGFI tuvo una respuesta bifasica y dependiente de la
concentracion, donde los niveles de ARNm fueron estadisticamente detectables a 0,5nM, que
corresponde al punto de maxima expresion. Posteriormente la respuesta se vio reducida al
nivel del control negativo desde la concentracion de 5nM (Fig. 2C). Resultados similares
fueron obtenidos en Tilapia (Oreochromis mossambicus) (Pierce et al., 2011) y en Salmén
(Oncorhynchus kisutch) (Pierce et al., 2004), donde la expresion de ARNm aumenta hasta
un punto maximo a una concentracion de GH entre 1 y 5nM, y luego desciende
significativamente. Estudios realizados en Dorada plateada (Sparus sarba) tambien se



obtuvieron resultados similares luego de un tratamiento con GH por 24 horas (Leung et al.,
2008). Para individuos de Oncorhynchus kisutch no transgénicos (transgen de sobreexpresion
de GH), la aplicacion de GH bovina también incremento la expresion de IGFI (Raven et al.,
2012). Por otro lado, y contrario a lo reportado en estudios anteriores como los de Pierce y

colaboradores (2010 y 2011), GHb no estimul la expresion de IGFII en Pejerrey (Fig. 2D).

Los niveles de ARNm de IGFI fueron estimulados por GH en hepatocitos de Pejerrey
en cultivo primario, como ha sido reportado en estudios anteriores en otros peces teledsteos
(Leung et al., 2008; Moriyama et al., 2008; Pierce et al., 2004, 2011). Sin embargo, el nivel
de ARNm de IGFII no se vio afectado en el Pejerrey. La curva de respuesta bifasica obtenida
indica que altos niveles de GH regulan negativamente la sefializacién de GH en el higado,
donde dos mecanismos podrian estar involucrados: a) Inhibicidn de la activacion del receptor
por exceso de ligando, o b) Inhibicion corriente abajo por induccién de inhibidores
intracelulares (Pierce et al., 2004), un fendmeno comun para los receptores de citoquinas que
involucra la activacion de inhibidores de sefializacion inducibles por citoquinas conocidos
como SOCS (del inglés, suppressors of cytokine signaling) (Ram y Waxman, 2000). Sin
embargo, esto ain no ha sido demostrado en peces, aunque se cree que existen proteinas
homologas a SOCS que cumplirian esta funcion (Pierce et al., 2004), lo que podria vincularse
en la respuesta obtenida en este estudio. Por otro lado, en humanos ha sido demostrado que
la interaccion del ligando | de GH con su respectivo GHR puede resultar en una inhibicién
de la activacion del receptor con niveles altos de GH (Frank, 2002). La expresion bifasica de
IGFI también fue descrita para Sparus sarba luego de que hepatocitos fueran incubados por
24 horas con GH (Leung et al., 2008).
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Figura 2. Efecto de concentraciones crecientes de GHb sobre la expresion de GHR-I
(A), GHR-II (B), IGF-I (C) e IGF-II (D) in vitro. Hepatocitos de pejerrey en cultivo
fueron incubados por 4 horas con concentraciones entre 0 y 100nM de GHb. La
expresion de los genes se determind por gPCR. Las letras diferentes indican
diferencias significativas con p<0,05 (Test: Student-Newman-Kleus). Los puntos
representan la media +/- el error estandar.

Este estudio muestra que los niveles de ARNm son regulados diferencialmente en
hepatocitos de Pejerrey a través de los efectos directos y la modulacion diferencial
dependiente a la sensibilidad de GH por cada uno de los genes. Algunos estudios han
demostrado que la inyeccion regular de GH bovina o humana promueve un incremento en la
proporcién de fibras musculares en Trucha arcoiris, ademas, GH también afecta el tamafio

del pez como en salménidos (Mommsen y Moon, 2001). En este sentido, gracias al rol que



desempefia GH en el crecimiento muscular de los peces, hace de esta hormona un candidato
ideal para mejorar la produccién en la acuicultura (Mommsen y Moon, 2001) a través de la
expresion de sus genes mediadores como los son GHRs y principalmente la produccion
hepatica de IGFI, lo que representa uno de los principales objetivos en el cultivo y produccion

de Pejerrey en cautiverio.

Efectos de Insulina, Cortisol y Estradiol en cultivo de hepatocitos in vitro de

Pejerrey
Porcentajes de identidad de Insulina entre diferentes grupos de vertebrados

A través de analisis de secuencias, se ha demostrado que el gen de la insulina se ha
conservado entre diferentes grupos de vertebrados durante la evolucion, incluso entre
humanos y peces. Se analizo el porcentaje de identidad entre la secuencia de animo &cidos
de insulina de diferentes teledsteos en comparacion con la insulina humana (Cédigo de
accesion NCBI BC005255) utilizada en este estudio, donde se encontrd: Danio rerio
(AJ237750) 53,8% de identidad, Micropterus salmoides (HQ418228) 53,5% de identidad y
Seriola dumerili (AB262771) 53,6% de identidad. Entre el mismo grupo de teledsteos, el
porcentaje de identidad de la secuencia varié entre 72,2% y 87,6%. También han sido
reportados otros valores en la literatura, por ejemplo, mixino (Myxine glutinosa) comparte el
65% de identidad la secuencia de amino &cidos con la insulina humana (Duguay y Mommsen,
1994). Este resultado demuestra que dicha secuencia es conservada entre diferentes grupos
de vertebrados y que la insulina humana tendria la capacidad de promover una respuesta

fisiolégica normal en Pejerrey.

Efecto de Insulina, Cortisol y Estradiol sobre la expresion de GHRs e IGFs en

cultivo de hepatocitos in vitro

Con el objetivo de estudiar la interaccion del eje de crecimiento con la regulacion del
metabolismo, el eje de respuesta al estrés y el eje reproductivo, se analizaron los efectos in
vitro de concentraciones crecientes de Insulina (metabolismo), Cortisol (respuesta al estrés)

y Estradiol (reproduccidn), sobre la expresion de los genes en estudio.



Luego del tratamiento por 4 horas, insulina estimulé el nivel de ARNm de GHRI, que
presento aumento de expresion entre 10°M y 10°M (Fig. 3A). Por el contrario, para GHRII,
la expresion relativa de ARNm no se vio afectada por el tratamiento con insulina, por lo que
no presento deferencias significativas entre tratamientos (Fig. 3B). Se han reportado
resultados similares en otros teledsteos como para Tilapia, donde las mismas concentraciones
de insulina promueven la expresion de GHRI de manera exponencial hasta un pico méximo
a10°M (Pierce et al., 2012).

El mismo tratamiento con insulina tuvo efectos contrarios para IGFs. IGFI no
presentd aumento de la expresion con respecto al control, donde cada una de las
concentraciones de insulina utilizadas no presentaron diferencias significativas (Fig. 3C).
IGFII presentd un leve aumento de la expresion relativa de ARNm entre las concentraciones
de 108y 10°M (Fig. 3D). Se han reportado los mismos resultados en Tilapia, donde el mismo
tratamiento no alteraron la expresion de IGFI, mientras que a medida que aumentaron las
concentraciones, el nivel de ARNm de IGFII aumento en concentraciones entre 107 y 10°M
de insulina (Pierce et al., 2011). Con las mismas concentraciones de insulina se obtuvo el

mismo resultado sobre la expresién de IGFII en hepatocitos de salmon (Pierce et al., 2010).
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Figura 3. Efecto de la Insulina a diferentes concentraciones sobre la expresién de GHR-
I (A), GHR-II (B), IGF-I (C) e IGF-1I (D) in vitro. Hepatocitos de pejerrey en
cultivo fueron incubados por 4 horas tratados con concentraciones crecientes de
Insulina. La expresidn de los genes se determind por qPCR. Las letras diferentes
indican diferencias significativas con p<0,05 (Test: Student-Newman-Kleus). Los
puntos representan la media +/- el error estandar.

Es bien sabido que el mayor rol de la insulina en teledsteos es la regulacion del
metabolismo de proteinas reduciendo los niveles plasmaticos de amino acidos individuales,
ademas incrementa la incorporacion de carbono derivado de la glucosa y de amino &cidos al
higado y/o al masculo esquelético tanto in vivo como in vitro. De igual manera promueve la
proteogénesis y lipogénesis en teledsteos, mientras suprime la gluconeogénesis (Ince, 1983;

Duguay y Mommesen, 1994). El ARNm de GHRs e IGFs son regulados de manera diferencial



por insulina humana en Pejerrey. Es importante resaltar que insulina no tiene efecto sobre la
expresion de GHRII en Pejerrey, incluso cuando la inhibicién de niveles hepaticos de ARNm
de GHRII por insulina es una caracteristica conservada en peces teledsteos (Pierce et al.,
2012), asi, se ha evidenciado una accion directa de la insulina sobre GHRI y IGFII de
Pejerrey, genes vinculados directamente sobre metabolismo del crecimiento en teledsteos.
Adicionalmente, incluso cuando los niveles de glucosa no fueron medidos durante este
estudio, se esperaria que la insulina estimule la absorcion de glucosa. Es posible, que los
niveles hepaticos de ARNm de GHRI respondan a niveles intracelulares de combustibles
metabolicos como la glucosa (Pierce et al., 2012). Consistente con esta hipotesis, Riley y
colaboradores (2009), inyectaron glucosa a ejemplares de tilapia y como resultado obtuvieron
un aumento del nivel de expresion de ARNm de GHRI. Por esta razdn, nuevos estudios son
requeridos para esclarecer la posibilidad de que la expresion de GHRI responda a niveles

intracelulares de glucosa en forma directa o via la liberacidn pancreéatica de insulina.

Luego de realizar el analisis estadistico, se determind que cortisol, en ninguna de las
concentraciones empleadas, tuvo efecto sobre la expresién de los receptores de GH y
tampoco sobre los factores de crecimiento similares a insulina (Fig. 4A-D). Este resultado
fue inesperado y difiere del obtenido en hepatocitos de Tilapia, donde la expresion de GHRI
aumenta exponencialmente desde concentraciones de 10°°M hasta 10M (Pierce et al., 2012).
Por otro lado, para GHRII, Pierce y colaboradores (2012), obtuvieron una curva de expresion
bifasica, donde a partir de la concentracion 107'M, la expresion relativa de GHRII aumenta
hasta un pico méaximo de expresion a 10°M. En el caso de IGFs, el mismo tratamiento
empleado para hepatocitos de Pejerrey, tampoco modifico la expresion en hepatocitos en
cultivo in vitro de Tilapia con ninguna de las concentraciones utilizadas (Pierce et al., 2011).
Sin embargo, la expresion de IGFI de Sparus sarba, disminuye con concentraciones
ascendentes de cortisol durante la incubacion de los hepatocitos por 24 horas (Leung et al.,
2008).
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Figura 4. Efecto del Cortisol a diferentes concentraciones sobre la expresion de GHR-I
(A), GHR-II (B), IGF-I (C) e IGF-II (D) in vitro. Hepatocitos de pejerrey en cultivo
fueron incubados por 4 horas, tratados con concentraciones crecientes de Cortisol.
La expresion de los genes se determind por qPCR. Las letras diferentes indican
diferencias significativas con p<0,05 (Test: Student-Newman-Kleus). Los puntos
representan la media +/- el error estandar.

El cortisol es el principal glucocorticoide en peces, desempefia diversas funciones,
pero principalmente genera respuestas al estrés (Mommsen y Moon, 2001) y como un
importante regulador negativo del crecimiento (Mommsen, 2001). Ademas, es bien sabido
que el cortisol esta involucrado en la regulacion energética del metabolismo, el transporte de
iones en branquias, osmoregulacion, ademas de tener acciones dentro del sistema inmune. Es
también conocido que el cortisol tiene efectos sobre la secrecion de GH (Chang y Wong,

2009), y ademas puede afectar la liberacion de GH indirectamente limitando el “feedback”



negativo de IGFI (Chang y Wong, 2009). Por otro lado, se ha demostrado que cortisol
suprime la produccién hepética y los niveles plasméaticos de IGFI en Bagre (Ictalurus
punctatus) (Peterson y Small, 2005), y adicionalmente puede inhibir la expresion de los
receptores de GH (Small et al., 2006). La inhibicion de IGFI y GHRs por glucocorticoides
parece estar conservada en peces teledsteos (Pierce et al., 2011). De esta manera, puede
suponerse que la accidén de cortisol podria estar directamente relacionada con el eje
GH/GHR/IGF, y como resultado de la baja regulacion de GHRs, se produce una regulacion
negativa directa sobre de la produccion de IGFs, aunque en Pejerrey dicho tratamiento no
tuvo efecto. Sin embargo, el hecho que cortisol presente efectos estimulantes en algunas
especies de teledsteos y en otras no, puede sugerir diferencias entre los mecanismos celulares
encargados de la regulacion de glucocorticoides en hepatocitos y su efecto sobre el eje

GH/IGF, por lo que nuevos estudios deben ser realizados.

El tratamiento con concentraciones crecientes de 17p-estradiol (E2) no tuvo efectos
sobre la expresion de GHRs (Fig. 5A y B). Estos resultados difieren a los obtenidos en
explantos de higado de Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss) incubados con estradiol,
donde la expresion de GHRI y GHRII disminuye en la misma proporcion a medida que las
concentraciones aumentan en un tiempo de incubacion de 6 horas (Norbeck y Sheridan,
2011). Resultados similares fueron descritos para la misma especie al medir la expresion de
ARNmM de GHRs en higado luego de un tratamiento in vivo con E2 por 15 dias, donde GHRI
se expres6 mas que GHRII durante dicho tratamiento (Hanson et al., 2014). EI mismo
tratamiento de E2 a hepatocitos de Pejerrey no presentd efecto sobre la expresion de IGFs
(Fig. 5C y D). Los resultados obtenidos difieren a los reportados con anterioridad para
diferentes especies. En O. mykiss, la expresion de ARNm de IGFs disminuye a medida que
las concentraciones de E2 aumentan (Norbeck y Sheridan, 2011). Hanson y colaboradores
(2014) describieron que, durante el tratamiento aplicado a la misma especie, ambos factores

disminuyen a medida que las concentraciones de E2 aumentan.



» @

S A GHRI < B GHRII

E ©

= 51 = 51

e o]

[ S

§ 4 8 4

s K

S 34 o 34

5 5

Pt a S ol

g 2 . a a g 2

T ©

| [P . :.

s 5

\O N

5 0 T T T r r % 0 ' . . T r
o 0 10° 108 107 10 g 0 10° 10 107 10
o . .

5 Estradiol (M) X Estradiol (M)

m m

s C IGFI s D IGFII

o o

g 51 E 51

S S

84 g 4

e} e}

© ©

S 34 TS 34

5 5

o 24 o 24

= a =

8 a 8

o1 a a a ® 14

= =

%) T T T T T [} T T T T T
o 0 10° 108 107 10 o 0 10° 108 107 10°
o . o .

X Estradiol (M) 5 Estradiol (M)

Figura 5. Efecto del Estradiol a diferentes concentraciones sobre la expresion de GHR-
I (A), GHR-II (B), IGF-I (C) e IGF-1I (D) in vitro. Hepatocitos de pejerrey en
cultivo fueron incubados por 4 horas, tratados con concentraciones crecientes de
Estradiol. La expresion de los genes se determiné por qPCR. Las letras diferentes
indican diferencias significativas con p<0,05 (Test: Student-Newman-Kleus). Los
puntos representan la media +/- el error estandar.

No se pudo evidenciar un efecto directo de E2 sobre el eje GH-IGF. E2 inhibe los
niveles de ARNm de los receptores de GH en hepatocitos y ademas también inhibe la
expresion de IGFs como ha sido reportado en estudios anteriores en otras especies (Norbeck
y Sheridan, 2011). Con estos resultados podria suponerse que E2 reduce la respuesta del
tejido hepatico a GH, inhibiendo la expresion del ARNm de GHRs y de IGFs, por lo que un

efecto directo seria la reduccion del crecimiento en peso y tamafio como fue demostrado por



Hanson y colaboradores (2014), al aplicar E2 a juveniles de Trucha arcoiris. De igual manera,
dichos resultados podrian estar modulados por el sexo de los individuos. Algunos estudios
han demostrado que los estrogenos, como E2, disminuyen la expresion hepética de IGFI en
hembras maduras de peces como la Tilapia, lo que provee evidencia de un mecanismo que
puede redirigir la energia del individuo hacia la produccion de oocitos en hembras y no hacia
el crecimiento somatico (Riley et al., 2004). Dicha teoria podria aplicarse para este estudio,
puesto que los individuos de Pejerrey utilizados eran hembras maduras.

La razon para estos diferentes tipos de respuestas entre teleGsteos no es clara
(Norberck y Sheridan, 2011), sin embargo, podria deberse a diferencias en la metodologia
empleada (modo de administracidn, concentracién, duracién del tratamiento), etapa del
desarrollo o la especie. En este sentido, resultados contrarios a los ya descritos han sido
demostrados, donde por ejemplo para perca amarilla (Perca flavescens), E2 aumenta los
niveles hepaticos de ARNm de IGFI (Goetz et al., 2009). Tratamientos con estradiol en
hepatocitos han sido utilizados desde hace varias décadas para elucidar funcionamiento de
esta hormona sobre la fisiologia y el metabolismo del crecimiento en peces (Mommsen y
Lazier, 1986), aun asi, el rol y funcionamiento de E2 en el eje del crecimiento no ha sido del
todo elucidado, por lo que nuevos estudios deben ser adelantados en teledsteos como el

Pejerrey.

Efectos de Insulina, Cortisol y Estradiol en combinacién con GHb sobre la

expresion de GHRs e IGFs en cultivo de hepatocitos in vitro

Con el objetivo de estudiar el efecto combinado de GHb [5nM] con Insulina 10M,
Cortisol 10°M y E2 10°M sobre el eje de crecimiento, se procedié a medir el efecto in vitro
de dichas combinaciones hormonales y posteriormente, por gPCR, se midi6 la expresion de
los genes en estudio. El tratamiento en conjunto de GHb e Insulina reduce significativamente
la expresién de GHRI en comparacion al nivel de expresion relativa presentando por ambas
hormonas de manera individual (Fig. 6A), donde GHb no presento diferencias significativas
con el control e Insulina se presenta un nivel de expresion mayor respecto al control. Por el
contrario, para GHRII, el tratamiento combinado de GHb e Insulina no afecta el nivel de
expresion respecto al control (Fig. 6B). Sin embargo, estos resultados difieren a los obtenidos

en estudios anteriores en Tilapia, donde el efecto combinado de dichas hormonas promueve



la expresion de GHRI por encima de los niveles de expresion presentados por GH e Insulina
de manera individual (Pierce et al., 2012). De igual manera, Pierce y colaboradores (2012),
reportaron que el mismo tratamiento combinado de GHb e Insulina redujo la expresion de
GHRII con respecto al tratamiento unicamente con GH y aumenta la expresion con respecto

al tratamiento con Insulina.

El mismo tratamiento con GHb e Insulina, tanto de manera individual como en
conjunto, no inhibid ni promovio la expresion de IGFI (Fig. 6C). Para el caso de IGFII, la
accion en conjunto de dichas hormonas, mantienen la expresion del gen al mismo nivel del
control y de GHb, e Insulina presenta un pico de expresién por encima de los demas
tratamientos (Fig. 6D). Sin embargo, de acuerdo a estudios realizados con anterioridad en
Tilapia, el mismo tratamiento con GH 5nM promueve una mayor expresion de IGFI respecto
al tratamiento control e Insulina (10°M), que se expresa por debajo del control, pero en
conjunto, GH+Ins mantienen el mismo nivel de expresion que GH de manera individual, por
lo que Insulina no presento efecto sobre la expresion de este gen (Pierce et al., 2011). Sin
embargo, en hepatocitos de salmdn, la combinacion de GH e insulina homologas reduce la
expresion relativa de IGFI en comparacion al efecto sobre la expresion de dicho gen con GH
de manera individual (Pierce et al., 2005), por lo que insulina tiene un efecto negativo sobre
la expresion de dicho receptor. Por otro lado, el tratamiento combinado de GH e insulina
favorecio el aumento del nivel de expresién de IGFII por encima de los tratamientos
individuales y el control, por lo que insulina promueve la traduccion y expresion de IGFII en
Tilapia (Pierce et al., 2011). ElI mismo resultado fue obtenido en otro estudio en salmon
(Pierce et al., 2010).
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Figura 6. Efecto del tratamiento con Insulina (10-6M) y GHb (5nM) sobre la expresion
de GHR-I (A), GHR-II (B), IGF-I (C) e IGF-1I (D) en cultivo in vitro de
hepatocitos de Pejerrey. La expresidn de los genes se determiné por gPCR. Las
letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (Test: Student-
Newman-Kleus). Los puntos representan la media +/- el error estandar.

En hepatocitos de Pejerrey, tanto en el experimento con insulina en concentraciones
ascendentes como en el experimento de GHb en combinacion con insulina, los niveles de
MRNA de GHRII se mantienen siempre al nivel del control. En contraste con estos
resultados, en hepatocitos de Salmon, insulina redujo el nivel de ARNm de GHRII (Pierce et
al., 2005; Pierce et al., 2006). Ademas, insulina causa resistencia a GH en hepatocitos de

salmén en términos de expresion de IGFI (Pierce et al., 2005). En mamiferos, insulina



incrementa el nivel de ARNm de GHRs y también la respuesta de los hepatocitos a GH
(Reindl y Sheridan, 2012). La supresion de ARNm de GHRII en tilapia y salmonidos sugiere
que el rol de la insulina en la regulacion de la sensibilidad a GH por el higado difiere entre

mamiferos y peces teledsteos.

El tratamiento combinado de GHb y cortisol redujo el nivel de expresion del ARNm
para todos los genes de interés analizados en este estudio. En todos los casos, el control, GHb
y cortisol de manera individual, se mantienen al mismo nivel de expresion sin diferencias
significativas entre si, por el contrario, el tratamiento de GHb + Cortisol redujo ese nivel de
expresion, incluso por debajo del control (Fig. 7). Sin embargo, el mismo tratamiento en
Tilapia presento efectos contrarios a los obtenidos para Pejerrey. Por un lado, para GHRI, el
tratamiento con GH se mantiene al nivel del control, mientras que el tratamiento con cortisol
aumenta significativamente la expresion de dicho gen, y el tratamiento combinado entre
ambas hormas mantiene el nivel de expresion de ARNm igual que al de cortisol, por lo que
se puede decir que cortisol no tiene efecto aditivo a GH sobre la expresion hepatica de GHRI
(Pierce et al., 2012). Con el mismo tratamiento, Pierce y colaboradores (2012), midieron la
expresion de GHRII, e incluso cuando todos los tratamientos estimulan la expresion de
GHRII respecto al control, no lograron obtener diferencias significativas entre tratamientos
con hormonas individuales y en combinacion, por lo que no se pudo evidenciar un efecto

aditivo del cortisol sobre GH.

En otro estudio realizado en Tilapia por Pierce y colaboradores (2011), donde
emplearon los mismos tratamientos sobre la expresion de IGFs, también obtuvieron
resultados diferentes a los obtenidos para Pejerrey. La respuesta de IGFI con cortisol no tuvo
diferencias respecto al control mientras que GH generd una mayor expresion relativa de IGFI,
sin embargo, el tratamiento en combinacidn disminuyo la expresion de IGFI con respecto al
resultado presentado por GH, pero fue mayor al de cortisol de manera individual. Esto
indicaria que cortisol tiene un efecto negativo sobre la expresion de IGFI estimulada por GH,
pero no afecta la expresion basal. Por otro lado, para IGFII el resultado fue contrario para el
tratamiento en combinacién de las dos hormonas, donde cortisol tiene un efecto positivo
sobre la expresion del gen cuando es combinado con GH. En este caso, aunque cortisol
tampoco tuvo efecto sobre la expresion basal, potencio el efecto de GH.
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Figura 7. Efecto del tratamiento con Cortisol (10-6M) y GHb (5nM) sobre la expresion
de GHR-I (A), GHR-II (B), IGF-I (C) e IGF-1l (D) en cultivo in vitro de
hepatocitos de Pejerrey. La expresion de los genes se determinéd por gPCR. Las
letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (Test: Student-
Newman-Kleus). Los puntos representan la media +/- el error estandar.

La mayoria de las investigaciones relacionadas con el estudio del cortisol en peces
han sido enfocadas a la fisiologia del estrés. Durante las Gltimas décadas, estos estudios se

han enfocado en la acuicultura debido al interés de manejar el estrés mientras se maximiza



la produccion en ambientes artificiales (Barton, 2002). El estrés es el resultado de varios tipos
de factores de caracter quimico, fisico y/o percibidos por el individuo en el ambiente. Estos
factores desencadenan una serie de respuestas, que van desde la Respuesta primaria, donde
se incrementan los niveles de corticosteroides y catecolaminas, pasando por la Respuesta
secundaria, en la que se producen cambios metabdlicos, celulares, cambios de las funciones
inmunoldgicas y hematoldgicas, entre otros, y finalmente, con la Respuesta terciaria, se
generan cambios en el rendimiento de las caracteristicas de todo el individuo, como en la tasa
de crecimiento (Barton, 2002). Esto podria sugerir una razon por la cual, para los resultados
de este experimento, la expresion de cada uno de los genes se redujo. Cortisol tiene un efecto
negativo sobre los genes del eje GH/IGF en Pejerrey, reduciendo sus niveles de expresion en
combinaciéon con GH, de manera que podria inhibir o alterar la actividad de GH. Sin
embargo, las diferencias sobre el control que ejerce el cortisol en el eje del crecimiento entre
tele6steos pueden indicar una regulacion diferencial de los receptores de GH por
glucocorticoides. Sin embargo, es probable que, debido a la cantidad de réplicas empleadas
en el estudio, sea necesario repetir el experimento de manera que se pueda corroborar si

existen o no dichas diferencias tan marcas entre otros teledsteo y Pejerrey.

Por otro lado, el tratamiento combinando de E2 con GHb arroj6 los mismos resultados
para cada uno de los genes de interés estudiados. Para cada uno de los genes, los dos
tratamientos individuales, GHb y E2, no presentaron diferencias significativas respecto del
control o entre si. Por otro lado, el tratamiento combinado con ambas hormonas result6 en

un aumento significativo de la expresion de todos los genes (Fig. 8A-D).
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Figura 8. Efecto del tratamiento con Estradiol (10-6M) y GHb (5nM) sobre la expresion
de GHR-I (A), GHR-II (B), IGF-I (C) e IGF-1l (D) en cultivo in vitro de
hepatocitos de Pejerrey. La expresion de los genes se determind por gPCR. Las
letras diferentes indican diferencias significativas con p<0,05 (Test: Student-
Newman-Kleus). Los puntos representan la media +/- el error estandar.

Las alteraciones en la sensibilidad del eje GH-IGF inducidas por esteroides sexuales
demostradas en diferentes estudios, pueden jugar importantes roles fisioldgicos en la
asignacion de la energia y la coordinacion del crecimiento con procesos metabdlicos y
reproductivos (Norbeck y Sheridan, 2011; Riley et al., 2004). Antes de la maduracion sexual,
los individuos experimentan un rapido crecimiento somatico, posteriormente, al inicio de la

maduracion sexual, el crecimiento somatico disminuye y un aumento de energia es destinado



al desarrollo gonadal (Mommsen, 2001). Algunos estudios han demostrado que los
estrogenos, como es el caso de 17p-estradiol puede inhibir la expresion hepatica de GHRI 'y
GHRII (Davis et al., 2009) y también la produccion hepatica de IGFI (Riley et al., 2004) en

machos de Tilapia.

Un control negativo ha sido propuesto entre E2 y elementos periféricos del sistema
GH/IGF, donde E2 disminuye la sensibilidad a GH, de manera que la produccion de IGFs
también disminuye (Norbeck y Sheridan, 2011). Este control negativo explicaria porque el
crecimiento somatico, particularmente en hembras, disminuye durante la maduracion sexual
(Holloway et al., 1999). Al disminuir la sensibilidad periférica a GH y reduciendo la
produccién de IGFs, E2 podria atenuar las acciones promotoras del crecimiento de GH y
priorizar las acciones metabdlicas y reproductivas de GH. Esto podria explicar el aumento
de la expresion de los genes del eje GH-IGF durante este estudio, debido a que el individuo
utilizado para este estudio fue una hembra madura, donde E2 podria promover la efectividad
de GH sobre su eje de accion, pero dirigido hacia la maduracion gonadal. Sin embargo,
estudios en los que se midan los efectos en conjunto de GH y E2 no han sido realizados en
otros tele6steos, por lo que nuevos estudios se deben llevar a cabo para tener un mayor
conocimiento sobre la accion de E2 en el crecimiento. De igual manera, es posible que debido
el bajo nimero de réplicas de este estudio haya intervenido en el resultado estadistico de este

experimento, por lo que nuevas réplicas del mismo deberian ser realizadas.

De igual manera, se ha observado la influencia de esteroides sexuales sobre la
sensibilidad a GH en el organismo, restringiendo la produccién de IGFs, lo que tiene
implicaciones sobre la disrupcién endocrina del crecimiento (Norbeck y Sheridan, 2011). Por
ejemplo, la exposicion de individuos a estrogenos naturales o sintéticos podria reducir la
sensibilidad hacia GH del organismo e inhibir la produccién de IGFs, lo que potencialmente
podria conducir de un retraso del crecimiento y/o alteraciones en el desarrollo (Holloway et
al., 1999; Norbeck y Sheridan, 2011). Un estudio realizado por Hanson y colaboradores
(2012) demostr6 que E2, entre otros esteroides sexuales, retardan el crecimiento de trucha
arcoiris. Esto también se ha visto con estrogenos ambientales y xenoestrogenos (Marlatt et
al., 2015). Por otro lado, estudios en hepatocitos de raton mostraron que el tratamiento
combinado de GH y estradiol, pero no cada hormona por separado, aumentoé la expresion de



GHR (Contreras y Talamantes 1999). En vacas lecheras, los niveles circulantes de GH e IGFI
fueron mayores previos a la ovulacién (altos niveles de estradiol) que en la fase lGtea (bajos
niveles de estradiol) (Mense et al., 2015). Sin embargo, no se encontré aumento de expresion
de IGFs en el higado de vacas lecheras en ninguna etapa del ciclo reproductivo (Mense et al
2015). Mientras que, en peces teledsteos, el estradiol reduce la sensibilidad a GH por parte
del higado (resistencia a GH), con lo que se reduce la produccion de IGFs hepéticas, en
mamiferos, si bien GHR aumenta, no ocurre un aumento simultaneo de IGFs hepaéticas,
mostrando también que la respuesta hepatica a GH esta reducida. En ambos casos, el efecto
final es el de reducir el componente endocrino del eje de crecimiento en los cuales, tanto
GHRs como IGFs, son inhibidos por estradiol. EI aumento de la liberacion de GH que se
observa en peces tratados con estradiol (Canosa et al., 2002; 2007; 2012) simultaneamente a
la resistencia hepatica a GH, sugieren que GH tendria efectos directos sobre los tejidos
periféricos mas relacionados con el control de metabolismos que con el crecimiento. En
apoyo a esta hipotesis, recientes estudios de Cleveland y Weber (2015) mostraron que 24
horas después de la administracion de estradiol a truchas arco iris, disminuye la expresion
hepatica de GHRII, pero no se modifica la expresion de GHRI, IGFI e IGFII en higado. Por
otro lado, en muasculo aumenta la expresion de GHRII, IGFI e IGFII, pero no GHRI. De este
modo, es necesario realizar mas estudios para determinar si los resultados obtenidos en
Pejerrey son compatibles con esta hipétesis o si el Pejerrey presenta una regulacién particular

del eje de crecimiento por las hormonas sexuales.

Evidencia obtenida durante afios, sugiere que no solo GH influye en el crecimiento
de los peces modulando los componentes del eje GH-IGF, sino que también los esteroides
sexuales juegan un rol importante durante los diferentes procesos fisiolégicos como el
crecimiento. Si bien se han encontrado diferencias entre los resultados obtenidos en
experimentos similares en teledsteos, es importante resaltar que este es un eje dinamico,
donde a pesar que sus componentes genéticos, metabdlicos y fisioldgicos sean conservados
entre especies, pueden existir diversos factores que modulen de diferentes maneras su
funcionamiento. Por esta razon, es necesario realizar un mayor numero de experimentos
encaminados a un mejor entendimiento del funcionamiento del eje GH-IGF, en los cuales se
tenga en cuenta diversos factores como el sexo de los individuos, el estadio de maduracion

sexual, tipo de dieta, factores ambientales, entre otros. Como conclusion de este trabajo, cabe



resaltar que la metodologia de cultivo de hepatocitos implementada para Pejerrey fue exitosa

y respondio a las necesidades del estudio, y finalmente se puede concluir que los niveles de

expresion hepaticos de GHRs e IGFs estan diferencialmente regulados por GH, insulina y

hormonas esteroides en Pejerrey.
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