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NOMBRES DE PECES

Lista de los nombres cientificos y comunes de los peces teledsteos
mencionados en este trabajo. Como referencia para el uso del nombre comun
en espanol se han wusado las bases de datos del sitio web

http://www.fishbase.org. Cuando existia mas de una posibilidad se ha optado

por la utilizada por la FAO. En ausencia de un nombre comun en espanol se ha

usado el nombre comun en inglés.

Nombre cientifico

Anguiliformes

Anaguilla japonica

Beloniformes

Oryzias latipes

Cipriniformes
Carasius auratus

Catla catla

Cirrhinus cirrhosus
Ctenopharygodon idella
Cyprinus carpio

Danio rerio

Labeo rohita

Pimephales promelas

Gadiformes

Gadus morhua

Gasterosteiformes

Gasterosteus aculeatus

Perciformes
Acanthopagrus schlegelii
Cichlasoma dimerus

Dentex dentex

Nombre comun

Anguila japonesa

Medaka

Pez rojo
Catla

Mrigal carp
Carpa china
Carpa

Pez cebra
Labeo Roho

Carpita cabezona

Bacalao del Atlantico

Espinoso

Black sea bream
Chanchita

Denton




Dicentrarchus labrax
Epinephelus coioides

Lates calcarifer

Oreochromis mossambicus

Oreochromis niloticus

Ophiocephalus argus cantor/Channa argus argus

Pagrus auratus
Pagrus major

Sparus aurata

Pleuronectiformes

Hippoglossus hippoglossus

Paralichthys adspersus
Paralichthys olivaceus

Scophtalmus maximus

Salmoniformes
Oncorhynchus masou
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus keta
Oncorhynchus kisutch

Salmo salar

Siluriformes
Ictalurus punctatus

Silurus meridionalis

Tetraodontiformes
Takifugu rubripes

Tetraodon nigroviridis

Lubina

Mero de pintas naranjas
Perca gigante

Tilapia de Mozambique
Tilapia del Nilo

Cabeza de serpiente
Red sea bream

Dorada del Japon

Dorada

Fletan del Atlantico
Lenguado fino

Falso halibut del Japon
Rodaballo

Salmén japonés
Trucha arco iris
Keta

Salmén plateado

Salmon del Atlantico

Bagre del canal

Southern catfish

Fugu
Spotted green pufferfish




ABREVIATURAS

ADN
ADNc
ARN
Aa.
ADNasa
BCIP
B-ME
BSA
CHAPS
C.S.p.
DMSO
D.O.
DTT
EDTA
E. coli
GST
hpf
kDa
NBT
RT

LB

pb
PBS
PBST
PBST
PMSF
rem
SDS
SDS-PAGE
TAE
TBE
p/v

viv
X-gal

acido desoxirribonucleico
ADN complementario
acido ribonucleico
aminoacidos
desoxiribonucleasa
5-Bromo-4- Cloro-3-Indolil fosfato de p-toluidina
B-mercaptoetanol
Albumina de suero bovino
3-(cloroamido propil)- dimetilamonio-1-propanosulfato
cantidad suficiente para
dimetil sulféxido
densidad optica
dithiothreitol
acido etilendiaminotetraacético
Escherichia coli DH5q.
glutation S-transferasa
horas post fecundacién
kilodalton
nitro blue tetrazolium
retrotranscripcion
Luria Bertani
pares de bases
tampdn fosfato salino
PBS-Tween 20
PBS-Triton X-100
fenil metil sulfonil fluoruro
revoluciones por minuto
dodecil sulfato de sodio
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
Tris-acetato-EDTA
Tris-borato-EDTA
peso en volumen
volumen en volumen
5-Bromo-4-cloro-3-indoil-B-D-galactdsido

Xi
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Acuicultura y desafios

De las aproximadamente 55.000 especies existentes de vertebrados, mas
de la mitad de ellas, cerca de 28000, son peces. Estos organismos, definidos
como vertebrados acuaticos, que utilizan branquias para obtener oxigeno del
agua y poseen aletas (Thurman & Webber, 1984), exhiben un elevado nivel de
biodiversidad, que afecta su morfologia, ecologia y comportamiento, asi como
también muchos otros aspectos de su biologia. Esta gran variabilidad, los hace
extremadamente atractivos para el estudio de una gran cantidad de
interrogantes bioldgicos, mecanismos de evolucidn, desarrollo embrionario y
adaptacion, entre muchas de sus utilidades, sin dejar de lado su importancia
como una fuente de alimento para el hombre (Nelson, 2006). Por otra parte, los
organismos acuaticos representan el 70% del total de las especies animales
del planeta. Es por ello que el hombre ha aprovechado este recurso a lo largo
de miles de afios realizando, en general, actividades extractivas, y para
satisfacer la creciente demanda de alimento, desarrollando actividades como la
acuicultura (Martinez-Porchas et al., 2009). Dicha actividad, definida como la
cria o cultivo de organismos acuaticos (peces y crustaceos) con técnicas
encaminadas a aumentar, por encima de las capacidades naturales del medio,
la produccion de los organismos en cuestion, se encuentra en constante
crecimiento (Saera-Vila, 2009).

Existen cientos de diferentes especies acuaticas con potencial para ser
cultivadas y todas ellas tienen un ciclo de vida similar que se puede resumir en:
nacer, crecer, reproducirse y morir. Por afos se ha considerado a la
reproduccién y el crecimiento, como los aspectos mas importantes en el
desarrollo de la acuicultura, sin embargo, hoy en dia, es claro que también es
fundamental el conocimiento sobre las etapas tempranas de la vida de los
peces (huevos, larvas, alevines y juveniles). La experiencia ha demostrado que
los principales cuellos de botella en la industria acuicola se producen en las
primeras etapas de vida, disminuyendo los esfuerzos de comercializacion de

nuevas especies de produccion. En general, las tasas de supervivencia durante
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las primeras etapas de vida suelen ser muy bajas, y en muchos de los casos se
debe al hecho de que los requerimientos fisico-quimicos y nutricionales durante
este estadio suelen desconocerse o conocerse muy poco Yy, a diferencia de lo
que ocurre en los adultos, los margenes de tolerancia en ellas son muy
pequefos. Sumado a ello, las causas de las malformaciones permanentes a
menudo surgen en el las primeras etapas del desarrollo, en detrimento del
bienestar de los peces y el rendimiento en la produccion. Ademas, todos los
organos y los sistemas biolégicos del organismo se desarrollan durante las
etapas embrionarias y larvarias, y como estos sistemas se han establecido
durante el desarrollo temprano influira en el desempefio del pez a lo largo de
su vida (Helvik et al., 2009).

Por ende, la industria de la acuicultura depende de los avances en
investigacion y desarrollo, ya que la base para la produccion es el control y la
manipulacion de sistemas biolégicos complejos. En cuanto a las poblaciones
silvestres, conocimientos basicos sobre las etapas tempranas de la vida de
estos organismos, ademas de contribuir al vasto campo de la biologia, pueden
dar una idea de como se adaptan a su entorno y sobreviven en diversas
condiciones, lo que podria permitir, por ejemplo, hacer un mejor manejo de los

recursos naturales y establecer normas para su adecuado cuidado.

Los peces: clasificacion y relaciones filogenéticas

Como se mencion6 anteriormente, los peces son un grupo extremadamente
diverso de animales vertebrados. Ellos incluyen a los peces primitivos sin
mandibula (Agnatos), a los peces cartilaginosos (Condrictios) y a los peces
0seos, los cuales estan situados dentro del clado de los Teleostomos que
incluye; a los actinopterygios y sarcopterygios (clado en el que también se
encuentran los tetrapodos) (Fig. 1). Como se puede evidenciar, los peces no
forman un unico grupo monofilético diferente de los tetrapodos, por ello se
piensa que los peces 0seos estan mas relacionados a los tetrapodos que a los
peces sin mandibula y cartilaginosos. Debido a esto, existen muchas
caracteristicas embriolégicas que unen a los peces con el resto de los

vertebrados, por lo que estos organismos son particularmente adecuados como
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sistemas modelo para el estudio de la embriogénesis de vertebrados, asi como
también para estudios genéticos y fisioldgicos (Kardong, 2006; Nelson, 2006).

Mixinos  (68) C%
Agnathans (108} Lampreas (40) i e

Cladistia (+16)

Chondrostei (+25) W
Gynglimodi (7) _._ﬂg;:;:ih
Halecomorphi (1) é,

Osteoglossomorphi

Elopomorphi

Clupeomorphi

Ostariophy5| - :

Salmonidae

Euteleostei

Stomiiformes

—r——A——x
Aulopiformes 2
Myctophiformes . Vb

Paracanthopterygii &

Atherinomorphes .@
Percomorphes 3

Actinopterygii (27 000) : Teleostei (26 840)

Figura 1. Relaciones filogenéticas entre vertebrados, mostrando los distintos clados que
contienen organismos que pueden incluirse dentro del término peces. Entre paréntesis se
indica el niumero de especies conocidas hasta la fecha en cada uno de los clados
mencionados. El rectangulo gris oscuro comprende a todos los vertebrados
mandibulados(Gnatostomados), divididos en Sarcopterigios (gris medio) y Actinopterigios
(Gis claro). El grupo de los teledsteos ha sido aumentado (cuadrado blanco con linea de
puntos) de forma de mostrar dentro de él la localizacion del pez cebra (rectangulo).
Adaptado de (Perry, 2010)
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Dentro de la clase Actinopterigios (peces de aletas con radios) encontramos
la division de los Teledsteos -Teleostei- (peces 6seos modernos), dentro de la
cual se encuentran la mayoria de los peces de importancia para el cultivo,
exceptuando a los esturiones (Fig. 1). Algunas especies de teledsteos son
particularmente estudiadas a niveles genéticos y gendmicos, y se disponenen
por asi, de bases de datos de libre acceso, como es el caso del pez cebra,
medaka y los peces globo fugu y Tetraodon nigroviridis; y los recientemente
incorporados espinoso y bacalao del Atlantico. Ademas, para el caso de las dos
primeras especies mencionadas, existen en el mundo miles de laboratorios y
consorcios trabajando en distintos aspectos de su biologia, lo que los convierte

en poderosas herramientas para la investigacion cientifica y tecnoldgica.

El modelo de estudio: Danio rerio

El pez cebra, Danio rerio (Hamilton, 1822) es un pequefo ciprinido
bentopelagico originario de Asia, que habita las aguas dulces del Rio Ganges
(India), Pakistan, Bangladesh, Nepal y Myanmar.

A continuacién se destaca su clasificacion taxonémica obtenida de la base

de datos del NCBI (del inglés National Center for Biotechnology Information):

Reino: Metazoa
Phylum: Chordata
Subphylum: Craniata
Clase: Actinopterygii
Orden: Cypriniformes
Familia: Cyprinidae

Género especie: Danio rerio

En la Figura 2 se encuentra representado un arbol filogenético mostrando
las relaciones entre Danio rerio y el resto de los miembros de la clase
Actinopterygii. Ademas, en el mismo arbol se encuentran indicados los
principales érdenes y sus miembros respectivos que incluyen a peces de
relevancia en acuicultura, con excepcion de: medaka, pez cebra y los peces

globo.




Introduccion

Acipenseriformes
Esturiones
Act‘inopterygii Elopomorpha
P I2 Anguiliformes Anguilla japonica

Clupeomorpha

| Cipriniformes Carassius auratus

Ostaripclupeomdrpha Cyprinus carpio
Ostariophysi sil Silurus meridionalis
iluriformes Ictalurus punctatus

Protancanthopterigii

Oncorhynchus masou
e Salmomformes Oncorhynchus mykiss
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Figura 2. Relaciones filogenéticas entre Danio rerio y algunas otras especies de peces
Actinopterigios, muchas de las cuales son de importancia a nivel cientifico y/o comercial.
Adaptado de (Nelson, 2006).

Caracteristicas generales y ciclo de vida

El pez cebra es un pez tropical oviparo, que crece rapidamente a una
temperatura de entre 26 y 28.5 °C y completa su ciclo de vida en
aproximadamente 3 meses, alcanzando una longitud maxima de 6 cm (Fig. 3).

Es una especie que se reproduce facilmente, de bajo costo, de mantenimiento
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sencillo, y bajo condiciones apropiadas, puede producir un gran numero de
embriones completamente transparentes. Debido a esta y otra serie de
caracteristicas, se ha convertido en un modelo muy importante en
neurobiologia, toxicologia, fisiologia, asi como también en biologia del
desarrollo. Ademas, las conclusiones obtenidas a partir del mismo pueden ser
extrapoladas a otras especies, entre ellas a los humanos (Briggs, 2002;
Nusslein-Volhard, 1994; Rubinstein, 2003; Westerfield & ZFIN., 2000).

1 CELULA

Padah L

1000 CELULAS

ADULTO ) 90 0 e
’ \ 4 ‘

Horas post-
fBcundacion 50 % EPIBOLIA
Dias post- C
fecundacion / )
LARVA .
8 GASTRULACION
ECLOSION 1 Y EPIBOLIA

\ 9 ) a
20 somTos g 75 % EPIBOLIA
ORGANOGENESIS' d

13 SOMITOS

=

Figura 3. Esquema del ciclo de vida del pez cebra a 28.5 °C, indicando los principales
eventos que tienen lugar durante el desarrollo embrionario temprano y tardio.

Dentro de las caracteristicas mas sobresalientes de Danio rerio, que lo

vuelven atractivo para ser utilizado como sistema modelo, podemos mencionar:

» Tamano pequefio y buena tolerancia a elevadas densidades de poblacion,
pudiendo mantenerse grandes poblaciones en un laboratorio de reducidas
dimensiones.

» Tiempo de generacion de 90-120 dias.

» Produccién de desoves durante todo el afio, pudiendo poner la hembra
entre 50 -100 ovocitos en cada uno de ellos.

» Fecundacion y desarrollo embrionario externos, siendo asi todos los

estadios del desarrollo accesibles.
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» Desarrollo embrionario muy rapido y a su vez, el embrion y la larva son
completamente transparentes, lo que permite monitorear visualmente todo
el desarrollo embrionario del pez.

» Existencia de una gran variedad de herramientas genéticas disponibles para
su estudio y del genoma casi completamente secuenciado y disponible en la

base de datos Ensembl (www.ensembl.org/Danio_rerio).

Algunas consideraciones en torno al desarrollo embrionario del pez cebra

El desarrollo embrionario del pez cebra se ha dividido en una serie de
estadios agrupados en siete periodos. A cada periodo se le ha dado un nombre
caracteristico, que lo hace mas facil de ser reconocido. Es importante tener en
cuenta que un estadio define mas que un instante en el tiempo, ya que es una
forma para poder localizar aproximadamente una parte de la continuidad del
desarrollo. Los distintos estadios del desarrollo pueden relacionarse con las
horas post-fecundacion (hpf) a 28,5°C (temperatura estandar de incubacion de

los embriones) (Tabla 1, Fig. 4).

eQeCoed

1 célula 1 célula 2 células 8 células 64 células 128 células
(con corion) 3/4 hpf 1 1/4 hpf 2 hpf 2 1/4 hpf
30% epibolia  50% epibolia  Anillo Germinal Placa 90% epibolia 100% epibolia

4,7hpf 5 1/4 hpf 5,7 hpf 6 hpf 9 hpf 10hpf

4 somitos 13 somitos 17 som’itos
11,3 hpf 15,5 hpf
P ok 17,5 hpf 25 somitos
21,5 hpf

1

— 24 hpf F
48 hpf e aat e e
7 | 48 hpf
72 hpf W y 2

Figura 4. Principales estadios del desarrollo embrionario de Danio rerio. Se indica la
denominacion del estadio y las hpf a 28,5°C. La flecha muestra la localizacion del escudo
embrionario. Las barras representan: 250 um. Adaptado de (Kimmel et al., 1995) .
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Estadios del desarrollo embrionario a28,5°C

Periodo de cigoto
1 0 | El huevo recién fecundado completa el 1% ciclo de
célula i

divisién celular

Periodo de division

2 células 0,75

4 células 1

8 células 1,25 | Los ciclos de division del 2 al 7 ocurren rapidamente y

16 células 1,50 | de manera sincronica

32 células 1,45

64 células 2

Periodo de blastula

128 células 2,25

256 células 2,50

?ggocel’ulas 245 Ciclos de division rapidos y metasincrénicos dan lugar a

células 3 p s Y :
Alto 33 otros_n_]gs lentos y asincronicos al momento de ocurrir lg
: transicion de la blastula media (TBM). Luego comenzara

Rectangular 3,7 la epibolia.

Esfera 4

Cupula “Dome” 4,3

30 % de epibolia 4,7

Periodo de Gastrula

50 % de epibolia 5,25

ér;gllﬁjgermmal 5é7 Haci_a el fin_a] de la epibolia, movimientos _rporfogenéticas

75 % de epibolia 8 de_ Involum_on, convergencia y ex_ten3|_on, forman el

90 % de epibolia 9 epiblasto, hipoblasto y los ejes embrionarios,

Brote caudal 10

Periodo de Segmentacién

1 somito 10,3

5 somitos 11,7 | Se desarrollan los somitos, los primordios de los arcos

14 somitos 16 | faringeos 'y los neurémeros. Comienza la

20 somitos 19 | organogénesis, los movimientos tempranos y la cola.

26 somitos 22

Periodo de Faringula

Prim-5 24 | El eje corporal se endereza respecto de la curvatura

Prim-15 30 | temprana que tenia en torno al saco vitelino. La

Prim-25 36 | circulacion, pigmentacion y las aletas comienzan a

“High-pec” 42 | desarrollarse.

Periodo de eclosion

“Long-pec” 48 | Se completa la morfogénesis de los sistemas de

“Pec-fin” 60 | 6rganos primarios. Se desarrollan los cartilagos de la
cabeza y las aletas pectorales. La eclosion ocurre de
manera asincronica.

Periodo de larva temprana

Boca sobresaliente 72 | Se ha completado la mayor parte de la morfogénesis y
se produce la eclosién del corion.

Tabla 1. Breve descripcion de los periodos y estadios del desarrollo embrionario del pez
cebra a 28.5°C. Los estadios denominados “prim”, se refieren a la posicién de una
estructura particular: el primordio de la linea lateral posterior. Adaptado de (Kimmel et al.,
1995) .

Durante el 3° dpf (72 hpf) los embriones comienzan a eclosionar del corion,
y reciben el nombre de larvas. Entre el 4° y 5° dpf se infla la vejiga natatoria, y
larva comienza a nadar y a mover sus mandibulas en busca de alimento. Para
este momento, la extension del saco vitelino ha practicamente desaparecido y
el tubo intestinal se ha colocado en posicion mas ventral (Fig. 4 y 5) (Kimmel et
al., 1995; Shrader et al., 2003).
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CAPSULA OTICA
TECTUM HOTSOENGCEFAIOLIREGION NOTOCORDA ARTERIA DE LA ALETA CAUDAL
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BRANQUIALES UROGENITAL

Figura 5. Esquema mostrando las principales estructuras anatémicas de una larva de 5
dpf. Adaptado de (Haffter et al., 1996).

El crecimiento en los peces

El crecimiento es el aumento del tamafio y numero de células, asi como de
las estructuras de un organismo, lo cual conlleva a un aumento de su tamafo
total. Existen dos tipos de crecimiento, el crecimiento somatico y el crecimiento
en masa. El crecimiento somatico es el progreso del organismo en dimensiones
longitudinales, como resultado de la multiplicacion celular y la aposicion de
sustancias celulares. El crecimiento en masa es el aumento en volumen debido
a la acumulacion de reservas energéticas y formacibn de organos
reproductores. Tanto el crecimiento como la divisidon celular dependen de la
capacidad de los organismos acuaticos para asimilar y utilizar los nutrientes
que se encuentran en su habitat. De este modo, los nutrientes del alimento son
usados por los organismos acuaticos para construir nuevas estructuras
celulares y para la obtencion de energia (anabolismo y catabolismo). Sin
embargo, existen multiples y diversos factores que afectan este proceso
(Martinez-Porchas et al., 2009).

Por otra parte, si se consideran los patrones y estrategias de crecimiento,
los peces ocupan una posicion unica dentro de los vertebrados. Con algunas
excepciones, los peces crecen indefinidamente, de manera que su talla final
nunca se fija. Una de estas excepciones la constituye el pez cebra,
considerado recientemente un pez de crecimiento definido (Biga & Goetz,
2006). En general, los peces invierten la mayor parte de este crecimiento en

aumentar el tejido muscular, mayormente las fibras musculares blancas vy

10
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anaerobicas, también denominadas fibras rapidas (los peces también poseen
fibras oxidativas lentas denominadas fibras rojas). Esto es logico, ya que el
musculo suele constituir mas de la mitad de la masa corporal del pez. El
crecimiento no es lineal, y aun bajo éptimas condiciones el mismo depende de
alteraciones enddgenas en las hormonas y sus receptores (Mommsen, 2001).
Otra diferencia unica de los peces es que tanto la hiperplasia como la
hipertrofia muscular contribuyen al crecimiento post-larval mientras que en
otros vertebrados solo la hipertrofia contribuye a dicho crecimiento (Rowlerson
et al., 1997).

Endocrinologia del crecimiento en peces

El crecimiento es el resultado de un proceso enormemente complejo en el
que interactuan factores ambientales, nutricionales y genéticos. El eje
somatotrépico, con la hormona de crecimiento (GH) como pieza central, regula
el crecimiento de los vertebrados integrando todos estos factores.

En los teledsteos el eje endocrinolégico mas significativo en el control del
crecimiento consiste en la GH, sus hormonas efectoras y respectivas proteinas
de unién y receptores. Esta hormona hipofisiaria actua principalmente sobre el
higado, estimulando la produccién del factor de crecimiento de tipo insulina |
(IGF-I del inglés insuline like growth factor I) de forma mayoritaria, al igual que
ocurre en mamiferos, y a diferencia de estos ultimos, GH también estimula la
produccion de IGF-Il (Reinecke et al., 2005). Estos factores tienen potente
actividad mitogénica y median asi, gran parte de las actividades fisiolégicas de
GH. Sin embargo, GH también puede actuar de manera directa sobre otros
tejidos, estimulando en ellos la producciéon de IGFs, o mediando funciones
directas independientes de estos factores, para las cuales se desconocen los
mecanismos de accién (Florini et al., 1996; Reinecke et al., 2005; Wong et al.,
2006). Ademas, es importante mencionar que algunos paradigmas del control
del crecimiento cambiaron al descubrirse que la mayoria de los tejidos son
capaces de sintetizar IGFs (Le Roith et al., 2001). Por otra parte, hipotesis
recientes formuladas en base a investigaciones desarrolladas principalmente
en vertebrados superiores, postulan que las IGFs, mas que meros efectores de

la accion de la GH, son hormonas que amplifican las acciones anabdlicas de

11



Introduccion

esta hormona, a la vez que contrarrestan sus efectos sobre el metabolismo de
lipidos y azucares (Kaplan & Cohen, 2007). La complejidad de este sistema
refleja la cantidad de elementos que componen el mismo.

En la Figura 6, se representa un esquema simplificado de lo que se conoce
en peces hasta la fecha. Como puede observarse, la secrecion hipofisaria de
GH esta basicamente regulada por dos neuropéptidos hipotalamicos: la
hormona liberadora de GH (GHRH, accién estimuladora) y la somatostatina
(SRIF, accion inhibidora), ademas de la Ghrelina, proveniente del estomago
(accion estimulatoria), y el péptido de origen gastrico, entre otros. A su vez,
tanto IGF-I como IGF-Il podrian actuar en un loop regulatorio largo, que
terminaria inhibiendo la secrecién hipofisiaria de GH (Wong et al., 2006). Una
vez liberada al torrente circulatorio, la GH se acompleja con proteinas de
transporte especificas (GHBP), descriptas mas adelante en esta seccion.
Finalmente, la GH ejerce su accion uniéndose a receptores de membrana

especificos, situados en la superficie celular de los tejidos diana.

e /H|potalam0>
GnRH
[GHRH] (+) ; Dopamina
o TRH

Hipdfisis Anterior ) b,
~~~~~~

Glutamato
Serotonina
Norepinefrina :

Otros tejidos
7 s _derom G Grer

Figura 6. Esquema simplificado del eje endocrinoldgico del crecimiento en peces. Los
signos (+), implican un efecto estimulatorio y los (-), un efecto inhibitorio. En el esquema
se han indicado los principales componentes que pueden tener relevancia para este
trabajo de tesis, aunque no todos. Otros tejidos podrian incluir a: las goénadas, el tejido
adiposo, entre otros. Abreviaturas: IGFBPs, proteinas de unién a IGFs; GHBPs, proteinas
de unién a GH; TRH, hormona liberadora de tirotrofina; GnRH, hormona liberadora de
gonadotrofina. Adaptado de (Wong et al., 2006).
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Por ultimo, tanto GH, como IGF-I y también insulina (producida y liberada
por las células beta pancreaticas) son consideradas hormonas miogénicas en
peces, y son capaces de ejercer acciones promotoras del crecimiento
(Mommsen, 2001).

GH: caracteristicas y funciones

Se trata de una hormona peptidica de simple cadena de entre 20-22 kDa,
(dependiendo la especie), que es sintetizada y liberada por la hipdfiisis anterior.
Dada su similitud estructural y solapamiento funcional, clasicamente se han
englobado dentro de la misma familia proteica a GH y a prolactina (PRL), en la
que se han incorporado como nuevos miembros los lactdgenos placentarios
(PLs) de mamiferos (Niall et al., 1971) y la somatolactina (SL) de peces (Ono et
al., 1990; Rand-Weaver et al., 1991). Estudios recientes sugieren que PRL y SL
estarian mas relacionadas evolutivamente entre si que a GH, habiendo
evolucionado de un ancestro comun (Kawauchi & Sower, 2006).

En los peces, GH es una hormona pleiotropica y ademas de su rol
preponderante en el crecimiento, participa en la mayoria de los procesos
fisiologicos importantes del organismo: regula el balance idénico y osmotico,
interviene en el metabolismo lipidico, proteico y de los carbohidratos, tiene
funciones en la reproduccion, asi como también inmunitarias, entre otras
(Reinecke et al., 2005). Con respecto a sus acciones promotoras del
crecimiento, puede ejercerlas a varios niveles (Mommsen, 2001):

e Afectando el sistema nervioso central (SNC). La hormona puede alterar la
agresion, los patrones de actividad fisica, o el apetito.

¢ Influyendo directamente sobre la sintesis proteica en el musculo, a través
de sus receptores en este tejido, o por medio de la produccion local de IGF-
|. También de manera indirecta, a través de la produccion hepatica de IGF-I.

e Controlando el “suministro lateral”: incrementando el crecimiento intestinal,

la capacidad digestiva y los fendmenos de transporte, entre otros.

Sumado a la complejidad intrinseca del sistema cabe destacar que estudios
recientes indican que la expresion del gen de GH no estaria confinada a la

glandula pituitaria. La misma ha sido detectada en tejidos neuronales,
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inmunoldgicos, reproductivos, digestivos y respiratorios y en los sistemas
integumentario, muscular, esquelético y cardiovascular, en los cuales podria
actuar localmente en lugar de hacerlo de manera enddcrina. Se piensa que
estas acciones estarian involucradas en la proliferacién y diferenciacion de las
células y los tejidos, previo a la ontogenia de la glandula pituitaria. También es
probable que la GH local complemente sus acciones enddcrinas y las
mantenga luego de la senescencia de la glandula pituitaria y de la
somatopausa. Las acciones paracrinas y autécrinas de GH son sin embargo
mediadas través de diferentes mecanismos de sefalizacion que los que
median sus acciones endocrinas y éstos pueden promover la oncogénesis. Por
ende, esta GH extrapituitaria podria tener no solo relevancia fisioldgica sino
también fisiopatologica (Harvey, 2010). En peces, los transcriptos tanto de GH
como de IGF-I han sido detectados en muchos tejidos no relacionados al eje

somatotréfico y también previo a la formacion del mismo (Li et al., 2007).

Los receptores de GH: GHRs (del inglés growth hormone receptors)

GH, al igual que los demas miembros de la familia (PRL y SL) actua a
través de receptores (GHRs) situados en la membrana celular de los tejidos
blanco, y se asume que sus acciones estan gobernadas por la abundancia de
sus receptores mas que por sus niveles en circulacion. Estos receptores, que
pertenecen a la superfamilia de receptores de citoquina clase |, son proteinas
transmembrana de simple paso, con una longitud que varia entre los 500 a los
650 aa., dependiendo de la especie (Kopchick & Andry, 2000). Todos los
miembros de la superfamilia comparten caracteristicas comunes: un dominio
extracelular simple con varios pares de cisteinas conservados; un dominio de
union al ligando caracteristico F/'YGEFS, y un dominio intracelular con dos
cajas conservadas (1 y 2) y varios residuos de tirosinas, implicados en la
transduccion de la sefal por cascadas de fosforilacion (Rowland et al., 2005;
Zhu et al., 2001). De las cajas de sefalizacion conservadas, la caja 1 estaria
involucrada en la unién a las tirosinas kinasas de la familia Janus (JAK), de
forma mayoritaria, y la caja 2, en la internalizacién del receptor mediada por
ubiquitinacién (Govers, 1999) (Fig. 7).
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Ademas, este receptor es una proteina altamente glicosilada (posee sitios
de N-glicosilacion, observados en la mayoria de las especies estudiadas hasta
el momento) y estaria sometida también a poli-ubiquitinacién (Kopchick &
Andry, 2000).

pd
o

b Figura 7. Esquema simplificado de un
GHR. En la region extracelular se pueden
JGHR l observar los residuos de cisteina (C) y el
dominio de union a ligando; y en la region

intracelular, las cajas de sefalizacion
RESD O e sIE A conservadas y los residuos de tirosina (Y).
SITIO DE UNION Se ha indicado una de las regiones

F/YGEFS
EXT AL LIGANDO diferenciales entre los GHR de tipo | y I

MP (mencionados mas adelante en esta
ﬂ seccién). Dos 6 4 (dependiendo del tipo de
INT GHR) de los residuos de cisteina formarian

puentes disulfuro intracatenarios. El 5° 6 7°
5 residuo, podria formar un puente disulfuro

C

PUENTES /C
DISULFURO —

IHINIlB

|

=l

% intermolecular (dimerizacion del receptor).

:: Abreviaturas: EXT, region extracelular; INT,

M region  intracelular; MP, membrana

¥ plasmatica; NH2, extremo aminoterminal,

) COO-, extremo carboxilo  terminal.
COO” Adaptado de (Kopchick & Andry, 2000).

Segun estudios realizados en mamiferos, los GHRs actuan en forma de
dimeros que se encuentran pre-formados en la superficie celular y con las
kinasas JAK unidas a sus respectivos sitios de cada mondémero. La accion de
GH se inicia cuando la misma se une a su receptor en el tejido blanco e induce
una rotacion del complejo, lo que permitiria que las kinasas queden lo
suficientemente proximas como para transfosforilarse mutuamente y volverse
activas. Una vez activas, serian capaces de fosforilar los residuos de tirosina
del GHR, iniciando asi la cascada de transduccion de la sefal (Fig. 8) (Lanning
& Carter-Su, 2006; van den Eijnden et al., 2006). En esta cascada estan
implicadas proteinas que contienen sitios de homologia a Src2 (SH2), como las
activadoras de la transcripcion y transductoras de sefal (STAT), entre las que
podemos destacar a STAT 5, asi como también las proteinas kinasas activadas
por mitdgenos (MAPK) y la via de la fosfatidil inositol 3 kinasa (PI3K) (Lanning
& Carter-Su, 2006; Waters et al., 2006).
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Figura 8. Esquema simplificado del mecanismo de accién de GH-GHR. Los numeros
enmarcados en circulos indican la secuencia en que se darian los eventos. En el esquema
se han indicado las cajas de sefalizacion, las kinasas de la familia Jak, los dimeros del
GHR, asi como los eventos de transfosforilacion y fosforilacion. Las letras P (circulos
verdes), simbolizan el grupo fosfato adicionado durante el proceso de fosforilacion.
Adaptado de (Lanning & Carter-Su, 2006; Waters et al., 2006).

Es importante destacar que los niveles de GH en circulacién dependen no
solo del ritmo de secrecion por parte de la hipofisis, sino también de la
velocidad y el modo en que es eliminada de la misma. Esto esta relacionado en
gran medida a las proteinas de union a GH (GHBPs), que modifican el indice
de recambio y la vida media, y por ende los niveles de hormona libre disponible
para unirse a su receptor. En la mayoria de las especies de mamiferos
estudiadas se ha observado que las GHBP son formas glicosiladas y solubles
(Bass et al., 1991), que corresponden a la porcidn extracelular del receptor
(Hadden & Prout, 1964). Los estudios indican que en algunas especies, las
GHBPs provienen de protedlisis de la parte extracelular del GHR (humanos,
cerdo y pollo), mientras que en ratén y rata, las GHBPs, provienen del
procesamiento alternativo de los transcriptos de ARNm que codifican para el
receptor. Para el caso de peces, han sido caracterizadas GHBPs en pocas

especies y sus mecanismos de generacién son aun desconocidos (Bjornsson
et al., 2002).
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Con respecto a la distribucion tisular del receptor en peces, se ha
demostrado la presencia de GHRs principalmente en higado (al igual que en
mamiferos) pero también en otros érganos como cerebro (Perez Sanchez et
al.,, 1991), gbénadas (Gomez et al., 1999), branquias, intestino, rifiones
(Sakamoto & Hirano, 1991) y musculo (Tse et al., 2003) entre otros.

Durante el transcurso de la ultima década, los ADNc de los ghrs de varias
especies de peces fueron clonados y su estructura primaria indicaba que si
bien contenian todos los dominios funcionales de otros vertebrados existia una
baja homologia de secuencia entre ellos, a diferencia de lo que ocurria en
mamiferos (Pérez-Sanchez et al., 2002). Cuando la secuencia de aminoacidos
de varios GHRs se alineaban se observaba que las mismas se agrupan en dos
clados que fueron denominados GHR tipo | y GHR tipo Il (Fukamachi et al.,
2005; Jiao et al.,, 2006; Saera-Vila et al., 2005). Los miembros de ambos
clados, compartian las caracteristicas comunes antes mencionas, pero diferian
en el numero de cisteinas extracelulares y en el de tirosinas intracelulares (Fig.
7). Por otra parte, también se observé la existencia de mayor similitud entre las
secuencias de los GHRs de tipo | y las de tetrapodos, que entre estas ultimas y
los de tipo Il.

Como consecuencia de ensayos de union y estudios filogenéticos,
recientemente se ha postulado que los GHR | podrian ser en realidad
receptores para SL (SLR), y los de tipo Il, los verdaderos receptores de GH
(Fukamachi et al., 2005). Los SLR han sido caracterizados so6lo en dos
especies de peces; medaka (Fukamachi et al., 2005) y salmon japonés
(Fukada et al., 2005) y llamativamente al realizar analisis filogenéticos
integrando a todos los GHRs, los SLRs agrupan con los GHR tipo I. Por otro
lado, si bien la expresion de ambos GHRs es ubicua, las concentraciones
relativas de los mismos en cada tejido son significativamente diferentes (Jiao et
al., 2006).

SL: caracteristicas y funciones

A diferencia de GH y PRL, SL es una hormona exclusiva de los peces y
esta relacionada estructural, evolutiva y quizas también funcionalmente con GH

y PRL. Segun estudios recientes, se habria perdido durante la evolucién del
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linaje de los vertebrados que condujo a los tetrapodos (Fukamachi & Meyer,
2007). Su actividad biolégica es aun poco conocida, aunque ha sido
involucrada en diversos procesos fisioldgicos como: pigmentacién, lipdlisis,
reproduccién, balance acido-base y estrés (Fukamachi et al., 2004; Fukamachi
et al., 2006), adaptacion ambiental (Zhu & Thomas, 1996; Zhu & Thomas,
1998) y regulacion de la homeostasis energética en dorada (Vega-Rubin de
Celis et al., 2003). Se desconocen cuales son los tejidos blanco para SL, asi
como sus efectores principales. Los SLR sélo han sido caracterizados en dos
especies de peces, como se mencioné anteriormente y filogenéticamente
agrupan con los GHR | de otras especies de peces, lo que ha fundamentado
parte de la incertidumbre acerca de la real existencia de dos receptores para
GH, y que uno de ellos sea en realidad un SLR.

Por otra parte, estudios en trucha arco iris y ciprinidos han revelado la
presencia de dos copias paralogas de SL, que se habrian generado con la
duplicacién gendmica especifica de los teledsteos. No obstante, no todos los
teledsteos han conservado ambas formas, ya que se ha comprobado que fugu

y Tetraodon nigroviridis presentan una unica copia de SL (Zhu et al., 2004).

Desarrollo embrionario y eje somatrotréfico

Poco se sabe acerca del rol de las hormonas del eje durante el desarrollo
embrionario temprano y tardio, no solo en peces, sino en vertebrados en
general, debido principalmente a las limitaciones asociadas al desarrollo de los
mamiferos, que es donde se han llevado adelante la mayoria de los estudios
funcionales conocidos hasta el momento. En principio existen discrepancias
con respecto a las denominaciones en este sentido, ya que probablemente no
se podria hablar de eje durante la embriogénesis cuando todos sus
componentes no se han desarrollado por completo. Es por ello que en este
punto, se hace referencia muchas veces a la presencia de las hormonas
(aunque no esté el 6rgano que la sintetiza) pero sugiriendo probablemente un
rol autdcrino/paracrino que muy bien podria diferir de su rol enddcrino.

Existen varios estudios en peces, aunque algunos son controversiales. Sin
embargo, no se debe dejar de tener presente la enorme diversidad en sus

formas de vida y de su biologia en general.
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En los peces se sabe que aunque el eje somatotréfico (ST) es la fuente
principal de GH e IGF-I circulantes, una vez que la glandula pituitaria se ha
desarrollado y el higado es funcional; los transcriptos que codifican para estas
hormonas también estan presentes en muchos tejidos no relacionados a dicho
eje, asi como también en embriones, previo a que el eje ST y el higado sean
funcionales. Estas fuentes de GH no pituitaria e IGF-I no hepatica parecen
regular una serie de eventos celulares, probablemente a través de
interacciones paracrinas o autocrinas. Muchos estudios demuestran que los
ARNm de las isoformas de GH (cuando existen) y de los IGFs, y sus
receptores, estan presentes en los ovocitos y embriones de mamiferos y peces
(antes de la formacion del eje ST) y los datos de RT-PCR cuantitativa sugieren
que los genes son expresados activamente (Li et al., 2007). Lo mismo ocurre
para SL, cuyos transcriptos junto a los de GH y PRL, han sido detectados en
ovocitos no fecundados y en los primeros estadios del desarrollo, previo a la
transcripcion del genoma del cigoto en embriones de trucha arcociris (Yang et
al., 1999) y en estadios embrionarios tempranos de la dorada (Herrero-Turrion
et al., 2003a; Herrero-Turrion et al., 2003b). El rol de SL durante el desarrollo
embrionario y larval no es conocido. Sin embargo, al igual que para las otras
hormonas pituitarias, se ha sugerido que podria tener un rol en el desarrollo
larvario temprano de forma autdcrina/paracrina. Se ha sugerido que SL tendria
un rol en la adaptacién ambiental de los embriones y larvas y en el desarrollo
de fibras nerviosas (Herrero-Turrion et al., 2003a). Ademas, algunos estudios
sugieren que, en el desarrollo temprano, SL estaria involucrada en la
movilizacion energética (glicogendlisis y la subsecuente glucdlisis), lo que
podria estar asociado a la rapida reabsorcion del saco vitelino, el metabolismo
lipidico y de los carbohidratos, la respuesta al estrés y la regulacion del calcio,
el cual participa en la division celular y la mineralizacién de los huesos
(Herrero-Turrion et al., 2003a). Estos resultados han alimentado la
especulacion sobre el papel de estas hormonas en la maduracion de los
ovocitos y la division celular del embridon temprano, aunque los roles
especificos aun no han sido establecidos. Se ha propuesto que los productos
de estos genes juegan un papel importante en los complejos procesos
epigenéticos que tienen lugar a medida que el genoma del ovocito es

silenciado y el genoma del embrién se expresa (Li et al., 2007).
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Con respecto a lo estudiado en mamiferos, en humanos las diferentes
isoformas de los transcriptos de ghr han sido detectados a partir del tercer
trimestre de la vida fetal en adelante (Kenth et al., 2008). Sin embargo, en este
punto es importante tener en cuenta las diferencias a nivel del desarrollo
embrionario temprano entre mamiferos y peces, principalmente supeditadas
por la oviparidad (en general) de estos ultimos.

Por otro lado, se ha visto, que los efectos de un incremento considerable en
el crecimiento mediados por la sobreexpresion de GH comienzan a partir del
estado larvario y no parecen incidir durante las primeras etapas del desarrollo

embrionario (Devlin et al., 1994).

¢, Qué se sabe en el pez cebra acerca del eje somatotrofico?

En esta especie, existe una unica isoforma de GH, y dos isoformas de SL
(SL alfa y SL beta). SLa, es similar a la mayoria de las SL de otros teledsteos,
mientras que SL B, posee baja identidad de aminoacidos con las SL de otras
especies, y s6lo ha sido identificada en trucha arcoiris, pez rojo, el bagre de
canal, la trucha arcoiris y la anguila (Zhu et al., 2004).

Una particularidad de estos organismos, es que durante su crecimiento en
el ovario, los ovocitos acumulan ARNm de origen materno que les servira a los
embriones para llevar adelante los primeros eventos de desarrollo embrionario,
debido a que la transcripcidn a partir del genoma del embrién comienza recién
en el estadio de 512 células (3 hpf a 28°C), estadio conocido como transicion
de la blastula media (TBM). Con respecto a GH y SL en estadios tempranos del
desarrollo, si bien la hipdfisis comienza a desarrollarse entre las 15 y 20 hpf
(Guner et al., 2008; Herzog et al., 2003) y su primordio puede diferenciarse
histologicamente recién a las 24 hpf (Chapman et al., 2005), en este periodo ya
pueden observarse altos niveles de los transcriptos correspondientes a GH,
SLa y SLB, los cuales se van localizando en los sitios especificos
correspondientes a medida que avanza el desarrollo (Lopez et al., 2006). Asi
mismo, los transcriptos para IGF-l y Il y sus receptores pueden ser detectados
a partir de las 0 hpf (Maures et al., 2002). Por ende, los transcriptos de los

efectores de GH, estarian presentes antes que el ARNm de la hormona y los
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transcriptos de GH y SL estarian presentes antes de que se haya desarrollado
por completo el rgano que los sintetiza. Esto podria implicar funciones en el
desarrollo temprano y tardio de ambas hormonas, independientes de su

funcién en el adulto.

A pesar de que se han observado multiples efectos biolégicos tanto para
GH como para SL, sus mecanismos de accion y de transduccion de la seial
permanecen aun sin dilucidar en peces. Ademas, los posibles roles de estas
hormonas durante el desarrollo embrionario son interrogantes recientes, para
los que se tiene muy pocas respuestas, no so6lo en peces, sino en el resto de
los vertebrados incluyendo los mamiferos.

Por otra parte, al momento de comenzar este trabajo no habian sido
caracterizados aun en el pez cebra, los receptores de GH y/o de SL y existia
escasa informaciéon acerca de los componentes del eje somatrotrofico tanto en
el adulto como a nivel embrionario. En el trabajo de Jiao y cols. (Jiao et al.,
2006), se hacia referencia a dos contigs gendmicos con secuencias putativas
de GHR para el pez cebra; y en nuestro laboratorio habiamos identificado en el
genoma de este organismo 2 genes putativos para GHR/SLR comparando
secuencias conocidas de GHR | y Il de peces. Por estudio de las secuencias de
aminoacidos que resultaban de transcriptos predichos para ambos genes,
habiamos determinado que uno de los genes podia generar una proteina que
agrupaba, en un estudio filogenético, con los GHR | de otros teledsteos vy la
SLR de salmén y medaka, mientras que la proteina putativa derivada del otro
gen agrupaba con los GHR de salmén y de medaka y los GHRII de otros peces

teledsteos.

21



Objetivos

Objetivos

El objetivo general de este trabajo de tesis fue ahondar en el conocimiento
de los mecanismos de accién tanto de GH como de SL. Para ello nos
propusimos dilucidar la estructura y funcién de él o los GHRs, asi como
también del SLR de pez cebra. Buscamos determinar en qué momento del
desarrollo embrionario comienzan su expresidon y en qué tejidos, algunos
aspectos de su regulacion y fundamentalmente, dilucidar su rol en el desarrollo

embrionario temprano.

Para poder cumplir con el objetivo general, se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

e Caracterizar la secuencia de los transcriptos de él o los GHRs y del SLR
del pez cebra y determinar la organizacién y estructura de sus respectivos
genes.

e Determinar su distribucion tisular en adultos.

e Estudiar su patron de expresion temporal y espacio-temporal durante el
desarrollo embrionario

e Realizar estudios funcionales de los receptores durante el desarrollo
embrionario empleando dos enfoques: estudiando sus patrones de
expresion proteica, y mediante la utilizacion de técnicas de transgénesis y
de silenciamiento génico temporal ver los efectos fenotifipos y fisiolégicos

de su ausencia.
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MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico

Animales

Los peces cebra (Danio rerio) fueron criados en nuestro laboratorio, bajo un
sistema cerrado de recirculacion de agua, en peceras con menos de 1 ejemplar
cada 2 litros de agua corriente filtrada (filtro de particulas + filtro de ésmosis
reversa previo al ingreso al sistema). La temperatura fue mantenida a 28,5 °C y
se respetd un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Los
peces fueron alimentados tres veces por dia, alternando hojuelas secas para

peces de agua templada (Formulado comercial TetraMin®) y Artemia sp.

Obtenciéon y mantenimiento de embriones

Los embriones fueron obtenidos mediante puestas programadas. Para ello,
el dia anterior al apareamiento, a ultima hora de la tarde, se separaron en
canastas (situadas dentro de las peceras de reproduccion) hembras y machos
por separado. Las canastas de red se emplean para evitar que los peces
adultos ingieran los huevos depuestos y permiten que a medida que tiene
lugar la reproduccion los embriones vayan cayendo al fondo de la pecera,
quedando disponibles para ser colectados de forma rapida y sencilla. A la
mafana del dia de apareamiento, una vez encendida la luz del acuario, se
juntaron machos y hembras en una proporcion de 1 macho cada 2 hembras,
manteniendo una densidad no mayor a 6 ejemplares por canasta de
reproduccién y se permitio el apareamiento por un tiempo de entre 15 a 30 min.
Luego, se retiraron los reproductores, se quitd la canasta de reproduccion, y se
colectaron los embriones del fondo de la pecera. Los mismos se lavaron con
agua filtrada a 28,5 °C y se dejaron desarrollar hasta la eclosién en medio de
embriones E3 (NaCl 5 mM, KCI 0,17 mM, CaCl, 0,33 mM, 0,33 mM MgSO,) en
placas de Petri plasticas en estufa a 28,5 °C (Estufa de embriones). Una vez
eclosionadas, las larvas se mantuvieron en vasos de precipitado de 250 ml
conteniendo también medio de embriones en estufa de alevinaje (contiene luz
con fotoperiodo 14/10) a 28,5 °C. En todos los casos, el medio E3 fue renovado

dos veces al dia.

24



Materiales y Métodos

Alimentacion y mantenimiento de alevines y juveniles de pez cebra

Las larvas se mantuvieron en vasos de precipitado de 250 ml en estufa de
alevinaje hasta el 5° dia post fecundacién (dpf) momento en el que
comenzaron a ser alimentados con paramecios a razén de 4 veces por dia,
hasta los 14 dpf. A partir de ese dia los ejemplares fueron transferidos a
acuarios con sistema de recirculacion y se comenzo a alimentarlos con “pasta”
(alimento TetraMin® finamente molido mezclado con paramecios). En este
modulo permanecieron hasta alcanzar un tamafio adecuado para ser
transferidos a los moédulos de engorde, donde recibieron la misma racion de

alimento que los adultos.

Identificacion de estadios del desarrollo embrionario de pez cebra

Se emplearon los criterios descriptos por (Kimmel et al., 1995).

Remocion del corion de los embriones

Para el caso de embriones de estadios anteriores a 72 hpf, el corion fue
retirado manualmente con la ayuda de pinzas de relojero N° 5 bajo una lupa

estereoscopica binocular.

Desvitelinizacion de embriones y/o larvas

El protocolo utilizado fue adaptado de (Link et al., 2006). El mismo permite
la eliminacion del saco vitelino de los embriones y/o larvas mientras que
mantiene vivos a los mismos. Fue utilizado para embriones/larvas de 24 hpf
hasta 120 hpf. Para ejemplares de estadios mas tempranos, el vitelo fue
eliminado manualmente bajo lupa binocular utilizando una aguja hipodérmica.
El procedimiento consiste en colocar entre 30 y 50 embriones/larvas
decorionados (cuando corresponda) en un tubo Eppendorf de 1,5 ml en hielo 1
min, para que se depositen en el fondo del tubo, y poder asi eliminar la mayor
cantidad de medio E3 posible. Luego, se agrega 1ml de solucién Ginzburg Fish
Ringer (NaCl 55 mM, KCI 1,8 mM, NaHCO3; 1,25 mM, CaCl, 7 mM) y se
procede a pipetear los ejemplares, de a uno por vez, con micropipeta p200, de
manera de aplicar una presion mecanica sobre el vitelo. Una vez realizado

esto, se agitan en vortex a 1100 rpm durante 5 min., monitoreando durante
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todo el proceso el estado de los embriones/larvas.Este tiempo puede variar
segun el grado de ruptura observado. Finalmente, el tubo es centrifugado por
30 seg a 300 g a 4°C, se elimina el sobrenadante y se lava con 1 ml de Buffer
de Lavado (NaCl 110 mM, KCI 3,5 mM, CaCl, 2,7 mM, 10 mM Tris-HCI pH 8,5)
agitando durante 2 min a 600 rpm. El proceso de centrifugaciéon y lavado se
repite una vez mas, y luego se procede a utilizar los embriones para la

obtencion de extractos proteicos.

Obtencién de tejidos y 6rganos de pez cebra adulto

Peces adultos (aproximadamente 600 mg y un ano de edad) fueron
sacrificados por sobredosis de anestesia con benzocaina en un vaso de
precipitado de 100 ml conteniendo agua del acuario. Los ejemplares sin vida se
ubicaron sobre camaras frias (placas de Petri de vidrio conteniendo hielo
molido) y se realiz6 un corte con tijera sobre la cavidad ventral, desde la region
caudal hasta el extremo de la cabeza. Bajo la lupa binocular, se extrajeron los
organos y tejidos de interés y fueron procesados por separado en TRIZOL
(Invitrogen Co. Carlsbad, CA, USA), para la extraccion de ARN total, o

procesados para la obtencion de extractos proteicos.

Obtencion de extractos proteicos totales

Se homogeneizaron embriones y/o larvas (con o sin vitelo) o un pool de
organos proveniente de 1 macho y 1 hembra adultos con pilén y Eppendorf o
Potter-Elvehjem respectivamente, en hielo, utilizando 1,2 ul de buffer de lisis
[20 mM Hepes pH 7,9, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1mM PMSF, 1mM EDTA,
1mM DTT, 0,5% v/v Triton X-100, 1% de Cocktail de Inhibidores de proteasas
p8340® (Sigma-Aldrich)] por cada embrién o 200 pul del mismo por cada unidad
de tejido. EI homogenado fue incubado 15 min. en hielo y se centrifugd a
15.400 g durante 15 min. a 4 °C. El sobrenadate fue extraido y almacenado a -
70 °C hasta su posterior uso. En algunos casos se utilizé un buffer de lisis
modificado, al cual se le adicioné 10 mM de Ortovanadato de Sodio (NaVQO,) y
10 mM de NaF, 6 en vez de ello, se elimin6 el MgCl, y se suplemento al buffer
con mayor cantidad de NaCl con el fin de mantener constante la concentracién

idnica.
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Obtencion de extractos proteicos enriquecidos en membranas

plasmaticas mediante gradiente discontinuo de sacarosa

Se homogeneizaron 200 larvas de 4 dpf sin vitelo 6 un pool de 4 higados
provenientes de 2 machos y 2 hembras adultos con pilén y Eppendorf en hielo,
en 800 ul de Sacarosa 0,3 M fria suplementada con 0,3 % de Cocktail de
Inhibidores de proteasas p8340® (Sigma-Aldrich). Luego, el homogenado se
centrifugd a 500 g durante 10 min a 4 °C para obtener los sobrenadantes post-
nucleares. Se tomaron 700 ul de este sobrenadante y se le agregaron 1,3 ml de
sacarosa 0,3 M suplementada con 0,3 % del Cocktail de inhibidores de
proteasas. Luego, se agregaron 2,85 ml de sacarosa 2 M suplementada con
inhibidores de modo de llegar a una concentracion final de sacarosa de 1,3 M.
Esto se mezclé adecuadamente, y se le agregd cuidadosamente (gota a gota)
2 ml de sacarosa 0,3 M mas inhibidores, de manera de obtener un gradiente
discontinuo de sacarosa. El gradiente se centrifugdé 1 hora a 200.000 g a 4°C
en Ultracentrifuga Beckman L8-80M y luego de la centrifugacion, se extrajo la
banda clara observable en el tubo, correspondiente a la fraccion de membranas
plasmaticas, utilizando pipetas Pasteur de punta fina. Esta fraccion se coloco
en un nuevo tubo, se llevdo a volumen final de 5 ml con agua doblemente
destilada estéril fria suplementada con inhibidores y se centrifugé nuevamente
por 1 hora a 200.000 g a 4 °C. El pellet obtenido de esta centrifugacion fue
resuspendido en buffer de resuspensién de geles 2D [(7 M Urea, 2 M de
tiourea, 4 % Chaps, 100 mM DTT, 1% de Cocktail de Inhibidores de proteasas
p8340® (Sigma-Aldrich)] y conservado a -70°C hasta su uso.

Determinacion de la concentracidn proteica

La concentraciéon de proteinas fue determinada utilizando el Kit Pierce®
BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Rockford, USA). Se siguieron las
indicaciones del proveedor y se ajustd el volumen final de reaccion a 500 nl, de
forma de poder medir pequeinos volumenes de muestra. En algunos casos, se
utilizé también el fluorimetro Qubit® 2.0 (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA),

utilizando albumina sérica bovina como patron.
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Separacion electroforética de proteinas mediante geles de

poliacrilamida desnaturalizantes: SDS-PAGE

Los extractos proteicos fueron incubados durante 5 min. a 100 °C en
solucion de siembra (SDS 2%; azul de bromofenol 60 mg/l; glicerol 8,7 %; Tris-
HCI 80 mM pH 6,8) conteniendo 100 mM DTT, luego centrifugados durante 3
min. a maxima velocidad, y sembrados en un minigel. La electroforesis en
condiciones desnaturalizantes se llevd a cabo segun (Laemmli, 1970). Se
utilizaron minigeles verticales del sistema MiniProtean lll (BioRad, CA, USA) de
1 mm a 1,5 mm de espesor, segun el experimento. Los geles de concentracion
se prepararon al 5% de acrilamida y los de separacién al 10 %, o 12% segun
el experimento. Las corridas se llevaron a cabo a temperatura ambiente a 12
mA.

Transferencia de proteinas

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se electrotransfirieron a
membranas de nitrocelulosa o PVDF (del inglés polyvinylidene difluoride)
(Hybond, Amersham Life Sciences, CA, USA) segun el experimento, siguiendo
las indicaciones del proveedor. Los geles fueron previamente equilibrados con
solucién de transferencia (metanol 20%, glicina 192 mM, Tris 25 mM) durante
10 min., y luego transferidos con intensidad constante de 250 mA durante dos
horas a 4 °C. A las membranas de nitrocelulosa y PVDF se las tind con Rojo
Ponceau o Coomasie G-250, respectivamente, para corroborar la transferencia
y carga proteica. Finalmente, fueron enjuagadas en agua destilada o metanol
50% y luego con PBST, y conservadas a - 20 °C humedas hasta su uso
(membranas de PVDF) o enjuagadas en agua destilada y secadas a

temperatura ambiente hasta su uso (membranas de nitrocelulosa).

Ensayos de Western Blot

La inmunodeteccion de GHRa fue realizada utilizando una dilucién 1/1000
del anticuerpo policlonal anti-exGHRa desarrollado en nuestro laboratorio, de
acuerdo al siguiente protocolo: (todas las incubaciones se realizaron en
agitacion a TA)

v" Se equilibré la membrana con PBST (PBS-Tween 0,05%) por 10 min.
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v' Se bloquedé 1 hora con Bloto-Tween (5% p/v de leche descremada en
PBST).
Se incubd el anticuerpo primario anti-exGHRa 1,5 horas en Bloto-Tween.
Se realizaron 3 lavados de 15 min. cada uno con Bloto-Tween.
Se incubd el anticuerpo secundario 1 hora en Bloto-Tween.
Se realizé 1 lavado de 15 min. con Bloto-Tween.
Se realizaron 2 lavados de 15 min. cada uno con PBST.

NSRRI

Se detecté por quimioluminiscencia ECL (Thermo Scientific SuperSignal
West Pico Substrate).

Se utilizé un anticuerpo secundario conjugado a HRP provisto en el sistema
de deteccion de quimioluminiscencia ECL (Thermo Scientific SuperSignal West
Pico Substrate). Como control de carga de siembra de los ensayos de Western
Blot las membranas fueron reutilizadas previo lavado con 0,2 N NaOH durante
5 min. (“striping”), para las membranas de nitrocelulosa, 6 con solucién de
“striping” (62,5 mM Tris pH 6,5, 2% SDS, 0,75% B-mercaptoetanol) por 10 min.
a 65°C, para las membranas de PVDF. Una vez enjuagadas y equilibradas con
PBST, fueron utilizadas para inmunodetectar actina (anti-actina 1-19, Santa
Cruz Biotecnology, CA, USA) o tubulina (monoclonal anti-atubulina T5168,
Sigma,St. Luis, MO, USA).

Extraccion de ARN total

Una masa conocida de tejido proveniente de dos machos y dos hembras
adultos (1 afio de edad) de pez cebra o 100 embriones decorionados y/o 100
larvas se homogeneizaron en TRIZOL (Invitrogen Co. Carlsbad, CA, USA) con
Potter-Elvehjem segun lo indicado por el proveedor. En los casos de 6rganos
muy pequefios, como el bazo y el cerebro, se siguieron las instrucciones del
proveedor para la purificacion de ARN total a partir de pequenas cantidades de
tejido (1-10 mg), utilizandose glucdégeno libre de ARNasa (10 pg) como

transportador de la fase acuosa para facilitar la precipitacion del ARN total.

Extraccion de ADN gendémico

El ADN gendmico se extrajo a partir de 50 larvas de 8 dpf utilizando el Kit
ChargeSwitch® gDNA Micro Tissue (Invitrogen Co. Carlsbad, CA, USA) de

acuerdo a las instrucciones del proveedor
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Determinacion de la concentracion de ADN y ARN

La concentracion de ADN y ARN total fue determinada utilizando el
fluorimetro Qubit® 2.0 (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA).

Determinacion de la integridad de las muestras de ARN

Para el analisis de integridad de las muestras se sembrdo 1 ug de ARN total
de cada muestra en un gel de agarosa y luego de la corrida electroforética se
determiné la calidad del ARN por analisis de las bandas correspondientes a los
ARNr 28S y 18S (Sambrook & Russell, 2001).

Electroforesis en geles de agarosa

Para la separacion de ADN y ARN se empleé la técnica de electroforesis en
geles de agarosa mediante el sistema tipo submarino (Sambrook & Russell,
2001). El gel se prepard con una concentracion de 1:10000 de SYBR® Safe
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). La corrida se llevo a cabo utilizando una
intensidad de corriente de 50-80 mA. Como marcador del tamafio molecular se
utilizé ADN del fago A (Promega, Madison WI, USA) digerido con la enzima de
restriccion Hindlll, o doblemente digerido con las enzimas de restriccion Hindlll
y EcoRI. Para geles de separacion de ADN la agarosa se uso® en una
concentracion de 1-1,5% p/v en soluciéon TAE 1Xy la corrida se llevé a cabo en
soluciéon TAE 1X mientras que para geles de separacion de ARN la agarosa se
utilizé en una concentracion de 1% p/v en solucién TBE 0,5X y la corrida se
realizd en solucién TBE 0,5X. Las muestras se sembraron en una proporcion
5:1 con Solucion de Siembra (azul de bromofenol 0,15% p/v, xilene cyanol
0,15% plv, glicerol 20% v/v). Las bandas correspondientes a los distintos
fragmentos de acidos nucleicos se observaron con el transiluminador Safe
Imager™ Blue-Light (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Luego de la separacién electroforética en geles de agarosa, los fragmentos
de ADN de interés fueron extraidos del gel utilizando un bisturi y purificados
mediante el sistema QIAEX Il Gel Extraction (QIAGEN, St. Diego, CA, USA).
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Retrotranscripcion (RT) del ARNm

Las reacciones de sintesis de los ADNc simple hebra a partir del ARNm
para el caso del pool de tejidos y 6rganos se llevaron a cabo en un volumen
final de 20 ul, el cual contenia 200 unidades de la enzima transcriptasa reversa
M-MLV y Buffer de reaccion 1X (Promega, Madison WI, USA), 4,5 ug de ARN
total tratado con 3 U de ADNsal® (Promega, Madison WI, USA), 2 mM de cada
dNTP, 24 unidades de inhibidor de ribonucleasas RNasin® (Promega, Madison
WI, USA) y 0,5 uM de cebador especifico R810, GHR4 o 3 uM de oligodT QT
(Bio-Synthesis), ver Tabla 2. Las mezclas se incubaron 5 min a 70 °C antes del
agregado de la enzima, el buffer y los dNTPs, y luego la reaccién se dejé
cursar por 2 hs a 37 °C. Luego, las mezclas de reacciéon fueron diluidas a
volumen final de 200 ul con agua destilada doblemente estéril y conservadas a
-20 °C hasta posterior uso.

Para el caso de la obtencién del ADNc a partir de ARN total del pool de
embriones y/o larvas se utilizo el Kit Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis® (Roche, Mannheim, Alemania) siguiéndose las indicaciones del
proveedor. EI ARN total también fue previamente tratado con 3 U de ADNsal®
(Promega, Madison WI, USA) y las mezclas de reaccion obtenidas fueron

diluidas como se menciond anteriormente.

Reacciones de PCR

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 ul o 50 pl,
dependiendo del experimento. Se emplearon 0,5 uM de cada cebador
especifico, 200 uM de cada dNTP y 1% de DMSO, en todos los casos. Segun
el experimento, se utilizaron alternativamente 1,5 mM de MgCl; buffer Tag 1Xy
0,5 unidades de Tag ADN polimerasa (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA) 6
1,25 U de GoTaqg® ADN polimerasa y buffer GoTaq 1X (Promega, Madison WI,
USA). Como molde se emplearon alternativamente 5 ul de lisado de células de
E.coli transformadas con ADN plasmidico, 0,6 ng de ADN plasmidico, 1 ul de
ADNCc purificado de gel o 10 ul de una dilucién 1:10 de los productos generados

en las reacciones de retrotranscripcion.

En todas las reacciones se incluyé un control negativo en el que no se

adicion6 ADN molde y en las amplificaciones sobre los productos de
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retrotranscripcion se incluyé ademas un control de contaminacion con ADN

genomico, en el cual se colocaron 60 ng de ARN total como molde.

Se utilizé un termociclador PERKIN ELMER modelo GeneAmp PCR System
2400 o6 el termociclador Eppendorf Master Cycler Personal®, segun el

experimento.

Ampilificacion de las secuencias completas de los ADNc de los ghrs

En base a las secuencias de los ghrs localizadas en el genoma de pez
cebra se disenaron cebadores especificos de manera de amplificar los ADNc
completos de ambos receptores. Para ello, se extrajo ARN total de higado de
ejemplares de pez cebra adultos (se sacrificaron 2 ejemplares de cada sexo, de
manera de normalizar la variabilidad por el sexo), y se utilizé como molde para

las reacciones de retrotranscripcion.

5 UTR —> 3 UTR
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—~
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Figura 9. Diagrama de la estrategia utilizada para la obtencién de los ADNc completos de
los ghrs. En la figura se esquematiza el ADNc a amplificar, localizando sobre el mismo los
cebadores utilizados en las reacciones de PCR.

Amplificacién de las regiones internas

Para la amplificacién de las regiones internas de ambos ghrs, es decir el
marco abierto de lectura u ORF del inglés Open reading frame, de cada
receptor, se utilizaron alicuotas de ADNCc retrotranscripto con el oligodT QT
(Bio-Synthesis) y dos pares de cebadores especificos para cada receptor,
disefiados de manera de que los fragmentos amplificados tuviesen un
secuencia solapante de aproximadamente 200 pb (Fig. 9 cebadores verde y
rosa). Para amplificar los fragmentos de ghra se utilizaron los pares de
cebadores GHR5-GHR10 y GHR1-GHR4 (Tabla 2) y el siguiente ciclado
térmico: 2 min 95 °C seguido de 40 ciclos de tres etapas de 1 min a 94 °C, 1

min a 65 o 68 °C (para el primer y segundo par, respectivamente) y 1,5 min a

32



Materiales y Métodos

72 °C y por ultimo un paso de extension final de 10 min a 72 °C. Para amplificar
los fragmentos internos de ghrb se utilizaron los pares de cebadores F743-
R1443 y F354-R810 (Tabla 2) y el siguiente ciclado térmico: 30 sega 97 °Cy 4
min 95 °C seguido de 40 ciclos de tres etapas de 1 min a 94 °C, 1 min a 65 o
67 °C (para el primer y segundo par, respectivamente) y 1,5 min a 72 °C, con

un paso de extension final de 10 mina 72 °C.

Amplificacién de los extremos 5’ y 3’ no traducibles o RACEs 3’y &’ (del inglés
“Rapid Amplification of cDNA ends”)

La amplificacion de las regiones 5 y 3’ no traducibles “UTRs” (del inglés
“UnTranslated Regions”) de los ghrs fue realizada basandose en el método
descrito por (Frohman, 1994). Se utilizaron alicuotas de ADNCc retrotranscripto
con el OligodT Qt, para amplificar los UTRs 3’ de ambos receptores, y alicuotas
retrotranscriptas con un cebador especifico reverso (Rv1, Fig. 9): GHR4 6
R810, para amplificar los UTRs 5 de ghra y ghrb respectivamente. De esta
manera, para la amplificacion de los UTRs 5’ se obtuvieron ADNc especificos
para cada receptor, los cuales se purificaron y se ligaron a una secuencia
poli(A) adaptadora y se utilizaron para las reacciones de PCR. Como
cebadores directos en las reacciones de PCR se utilizaron los cebadores
GHR11 6 F1410 (Fig. 9, cebador naranja, amplificaciéon de los 3’'UTRs) y el
GHR12 6 F354 como cebadores reversos (Rv2, Fig. 9, amplificacion de los 5°
UTRs), para el caso de ghra 6 ghrb, respectivamente (Tabla 2). El clonado de

los fragmentos de amplificacion se realizé como se describe mas adelante.

PCRs de ADN gendémico

Las reacciones de PCR se llevaron adelante como se describio
anteriormente utilizando como molde 100 ng de ADN gendmico y los siguientes
pares de cebadores: GHR13—-GHR10 y GHR5-GHR10 para el caso de ghra y
F743—-R1443 y F1332-R1443 para el caso de ghrb (Tabla 2). El clonado de los

fragmentos de amplificacion se realizé como se describe mas adelante.

Amplificaciones de las isoformas de los ghrs

Las amplificaciones de las isoformas de ghra y ghrb se realizaron mediante

reacciones de PCRs anilladas, utilizando los mismos pares de cebadores
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empleados para los estudios de RT-PCR. El clonado se realiz6 como se

describe mas adelante.

Estudio de los patrones de expresion de ghra 'y ghrb por RT-PCR y
Southern Blot

Para los estudios de los patrones de expresion se utilizaron alicuotas de
ADNCc obtenidos a partir de retrotranscripcion con OligodT QT de 4,5 ug ARN
total tratado con ADNsal® (Promega, Madison WI, USA) de un pool de tejidos u
organos o de embriones y/o larvas, como se menciond anteriormente,
exceptuando en el caso de ovario, donde se utilizaron 12 ug de ARN total. Esto
se debid a las proporciones de ARN ribosomal respecto a ARN total que hay
presente en este tejido (1% en vez de 10%). Las reacciones de PCR se
llevaron adelante como se describié anteriormente y los pares de cebadores
utilizados para la amplificacion de ghra fueron GHR13—-GHR10 y F743-R1443
para el caso de ghrb, respectivamente (ver Tabla 2). El ciclado térmico fue el
siguiente: 30 seg. a 97 °C y 2,30 min. a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 1 min a
94 °C, 1 min. a 64 6 65 °C (para el primer y el segundo par, respectivamente) y
1 min. a 72 °C con un paso final de extension de 7 min. a 72 °C. Como control
se amplificé un fragmento del factor de elongacion 1 alfa (EF1a) (ver Tabla 2).
El protocolo para la amplificacion de EF1a fue: 30 seg. a 97 °C, 2.30 min. a 95
°C, seguido de 35 ciclos de 40 seg. a 94 °C., 40 seg. a59°Cy40sega 72 °C
con un paso final de extension de 7 min. a 72 °C. Los productos de PCR se
resolvieron mediante geles de agarosa al 1.8%, como se menciond
anteriormente, y fueron transferidos de forma pasiva por capilaridad a
membranas de Nylon cargadas positivamente (Hybond H+, Amersham
Biosciences, NJ, USA). Los Southern blots ser realizaron utilizando sondas
marcadas con digoxigenina (DIG). Las sondas se generaron amplificando por
PCR los insertos previamente clonados. Los pares de cebadores utilizados
para estas amplificaciones fueron: GHR5-GHR10 6 F1068—-R1443 para ghra y
ghrb, respectivamente. Luego de la amplificacion, los productos fueron lavados
y concentrados utilizando un Centricon YM-100 (Amicon, Millipore Corporation,
Bedford, MA, USA). Los productos eluidos fueron separados por electroforesis
(como se describié anteriormente) y purificados a partir del gel con el kit QIAEX
(QIAGEN, St. Diego, CA, USA). Dos microgramos de cada sonda purificada
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fueron marcados con DIG utilizando el Kit Label IT Digoxin® Nucleic Acid
Labeling (Mirrus, Madison, WI, USA) de acuerdo a las instrucciones del
proveedor. Las hibridaciones se llevaron adelante durante toda la noche a 65
°C in 10 ml de Dig Easy Hib solution® (DIG Northern Starter Kit — Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) conteniendo 100 ng/ml de cada sonda
especifica. Las membranas fueron lavadas 2 veces por 5 min in 2 X SSC, 0.1%
SDS a TAy 2 veces por 15 min en 0.1X SSC, 0.1% SDS a 65 °C. La deteccion
de las sondas se llevo delante utilizando el Kit DIG Northern Starter ® (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) de acuerdo a las instrucciones del

proveedor y utilizando placas radiograficas a distintos intervalos de tiempo.

RT-PCR semi-cuantitativa de embriones con y sin vitelo

En primer lugar se valido la RT-PCR semi-cuantitativa llevando adelante
reacciones de PCR a diferente numero de ciclos para cada gen en estudio,
cuantificando densitométricamente los productos de amplificacion separados
electroforéticamente y construyendo curvas estandar. Los pares de cebadores
utilizados para EF1a, ghra y ghrb fueron los mismos que los utilizados para los
estudios de expresion por RT-PCR y Southern Blot. EI numero de ciclos a
utilizar para cada gen en estudio se eligié considerando que el mismo estuviese
por debajo de la mitad de la amplificacién maxima de la reaccion de PCR y en
un rango donde la sefial (banda) fuera adecuadamente detectada en el gel. Los
ADNCc utilizados como molde para las reacciones de PCR fueron preparados a
partir de 3,5 ug de ARN total extraido de embriones de 28 hpf con y sin vitelo.
Las reacciones de PCRs semi-cuantitativas se realizaron por triplicado en un
volumen final de 25 ul como se describié anteriormente. Se utilizaron 17 ciclos
para EF1a, 32 para ghra 'y 27 para ghrb. Los productos de reaccion fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa y tefiidos como se describid
anteriormente. La intensidad de las bandas de ghra 6 ghrb se cuantificé y
normalizé con respecto a la intensidad de las bandas de EF1« (proporcion de

densidad 6ptica) y se grafico esta proporcion.
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Tabla 2. Secuencias de los cebadores utilizados.

Nombre ‘ Secuencias (5 — 3') Nombre ‘ Secuencia (5° — 3)

Cebadores para las reacciones de

Retrotranscripcion y RACEs .

Oligo dt Qit GAGGACTCGAGCTCAAGC(TTT)sTT EF1aFw CTGGAGGCCAGCTCAAACAT

Q1 GAGGACTCGAGCTCAAGCTT EF1aRev | ATCAAGAAGAGTAGTACCGCTAGCATTAC

Cebadores para ghra Cebadores para ghrb

GHR1 ATGGCTCACTCGCTCTCTCTCA F743 TTACGGCTGTGCTGGTCTTTACTGC

GHR4 CGACCGGAATCGTCGTCGTT R1443 CTTGGGTGGGTTTGGTTTATTGTGA

GHR5 GCCAGACTTCTACCACGAGGAC R810 ACGCGAAACTACAATCAGCATCAAG

GHR10 AGTACTGGGGCTGGAGGAGGTT F354 CCATGGAGAAAGTCCTTTTCATCTG

GHR11 GCGATTACCTGGTGTCTGT R458 GTTGTAGGAAGCACATTTTGT

GHR12 CCAGGCTCAGAGAGGTTC F1410 CAGCGCCCATCACAATAAACCAA

GHR13 GCAAAGAATCAACGTTTCCGATG F1068 CAAGGATGATGATTCGGGATGG

BamGHRa CTCGGATCCTGGGAGATGACA F1332 CCATGGGTCGAGTTCATAGAGGTG

HindGHRa GGAATAAGCTTATGGCTCACTCG SupHInd AGCTTCGATATCTGCAGTCGACGCCCGGG
InfBam GATCCCCGGGCGTCGACTGCAGATATCGA
HindGHRb | AGGCTTCCATGGAGAAAGTCC
PstiGHRb | CTGCAGACGCGAAACTACAATCA

Clonado de los fragmentos de amplificaciéon

Los fragmentos de amplificacion a clonar, fueron extraidos de los geles de
agarosa, purificados (como se menciona anteriormente) y ligados a los distintos
plasmidos de interés, de forma de obtener moléculas de ADN recombinante. En
las reacciones de ligacion se utilizaron 15 ng 6 50 ng del vector, segun el
experimento, 3 unidades de T4 ADN ligasa y buffer ligasa 1X (Promega,
Madison WI, USA), y 30 ng de ADN purificado. Las mezclas de ligacién se
incubaron durante toda la noche a 4 °C y fueron utilizadas luego para la

transformacion de células bacterianas.

Transformacion y seleccion de células bacterianas

Para la transformacion de células bacterianas con ADN plasmidico se utilizd
el método quimico de CaCl, (Sambrook & Russell, 2001). Las células
transformadas se recuperaron en medio LB liquido sin seleccion durante 1,5
horas a 37 °C, luego se sembraron con espatula de Drigalski en placas de Petri

conteniendo medio de cultivo LB-agar en presencia del antibiético Ampicilina y
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se dejaron crecer durante toda la noche a 37 °C. Para realizar el control
negativo de la transformacion no se coloco ADN en la mezcla de
transformaciéon. Las células transformadas con el fragmento de interés se
detectaron por ensayos de colonias blancas y azules, agregando 20 ul de X-gal
5% p/v por cada 15 ml de medio LB-agar. De entre las colonias blancas
observadas, se seleccionaron 10 de ellas y se obtuvo un lisado de células a
partir de las mismas, el cual fue utilizado para realizar la técnica de PCR en
colonia. Para la obtencion del lisado de células, una muestra de cada colonia
se resuspendié de manera individual en 150 pl de agua destilada estéril y se la

incubd durante 10 min a 100 °C.

Crecimiento de células bacterianas

Se empled el medio de cultivo liquido LB y el medio de cultivo sdélido LB-
agar. Las células se crecieron a 37 °C, con agitacion en el caso de los cultivos
liguidos. Como agente de seleccion se empled el antibidtico Ampicilina en una

concentracion final de 0,1 mg/ml.

Cepas Bacterianas

Para realizar las distintas transformaciones y para el mantenimiento de los
clones se utilizé la cepa de Escherichia coli DH5a [F- supE44 AlacV169 (¢80
lacZ AM15) hsdR17 (rk mk) recA1 endA1 gyrA96 thi1 relA1 deoR A(lacZYA-
argF) U169 A-].

Plasmidos

Para el clonado de productos de PCR obtenidos con la enzima Taq ADN
polimerasa se utilizd el plasmido pGEM-Teasy ® (Promega, Madison WI, USA),
de 3015bp mediante clonado por extremos T/A, que contiene un origen de
replicacion y un gen que confiere resistencia a Ampicilina, permitiendo su
propagacion y seleccion en E.coli. Ademas, contiene a ambos lados del sitio de
multiple clonado los promotores para las polimerasas de ARN T7 y Sp6 por lo
que se puede realizar la transcripcion in vitro de una u otra hebra del fragmento
clonado. El vector permite identificar los clones que hayan recibido el inserto

mediante ensayo de colonias blancas y azules, por el fendmeno de inactivacion
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insercional del gen que codifica para el péptido alfa de la enzima f-
galactosidasa.

Para la obtencion de los peces cebra transgénicos dominantes negativos
se empled el mecanismo de transposicion (mencionado mas adelante en esta
seccion) el cual consta de dos vectores plasmidicos que fueron cedidos
gentilmente por el Dr. Koichi Kawakami, del Instituto Nacional de Genética de
Japon. Uno de los vectores, el pCS-TP; posee la secuencia que codifica el
ARNmM de la enzima transposasa (TPasa) corriente abajo del promotor Sp6 y
del promotor del Citomegalovirus (p-CMV), ademas de un gen de resistencia a
Ampicilina. Este vector permite generar altas cantidades de ARNm de la
transposasa por transcripcion in vitro (Fig. 10A). ElI otro vector
(pT2AL200R150G) posee el promotor del factor de elongaciéon 1 alfa
(pEF1alfa) de Xenopus leavis, el intron del gen de B—globina de conejo, el ORF
de la proteina verde fluorescente 6 GFP (del inglés green fluorescent protein) y
la sefal de poliadenilacion del virus SV-40. En los extremos de la secuencia del
intrén del gen de B—globina se encuentran los sitios de reconocimiento para las
enzimas de restriccion Sall, Hindlll y BamHI, que se utilizan para digerir el
plasmido, eliminar el intron y clonar en estos sitios el fragmento de interés,
como se esquematiza en la Figura 10 B. Esto permitira la expresion de GFP o
de una proteina de fusion a GFP, para el caso del plasmido con el intrén o el
plasmido con secuencia de interés, respectivamente, en cualquier célula
eucariota. Todas estas secuencias mencionadas se encuentran flanqueadas
por los sitios de reconocimiento de la enzima transposasa. Asi, la enzima,
podra cortar la region del plasmido situada entre las secuencias de
reconocimiento e insertara la construccién en una region al azar en el genoma
(Fig. 10B).
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Figura 10. Vectores utilizados en el sistema de transposicion desarrollado por Koichi
Kawakami (Kawakami, 2007). A) Vector que posee la secuencia de la transposasa (pCS-
TP). B) Vector en el cual se clona el transgén del interés (pT2AL200R150G). En el mismo
se reemplaza la secuencia del intrén, por la secuencia de interés, en este caso del
dominante negativo de GHR (dnGHR), la cual incluye solo la region extracelular y
transmembrana del receptor.

Conservacion de las células transformadas con el ADN plasmidico

A partir de una colonia transformante aislada se inicié un cultivo liquido en 2
ml de medio LB con Ampicilina como agente de seleccion. Este se incubd 16 hs
a 37 °C. Se mezclaron 600 pul de cultivo con 400 ul de glicerol 87% v/iv o 1 ml
de cultivo con 7 pul de Dimetil sulféxido (DMSOQO). La mezcla se conservé a — 70

°C.

Preparacion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico se prepard a partir de cultivos celulares de E. coli
DH5a conteniendo los plasmidos de interés, utilizando el sistema comercial
Wizzard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison WI,

USA), siguiendo las indicaciones del proveedor.
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Secuenciacion

Los fragmentos de ADN de interés 6 los plasmidos purificados conteniendo
los fragmentos de ADN de interés fueron enviados a secuenciar al servicio de
secuenciacion de la Universidad de Maine, Estados Unidos o a la empresa

Macrogen®, Maryland, Estados Unidos.

Hibridacién in situ de embriones y larvas enteros de pez cebra

Esta técnica se realiz6 gracias a la colaboracion con algunos miembros del
equipo de investigacion del Dr. Ariel Reyes del Laboratorio de Biologia del
Desarrollo (Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Andrés Bello) de
Santiago de Chile. Para ello, los embriones se crecieron hasta el estadio de
interés, de acuerdo a los protocolos mencionados anteriormente, y se fijaron
en 4% de formaldehido en PBS 1X. La hibridacion in situ se realiz6 como se
describe en (Jowett & Lettice, 1994). Las sondas de ARN fueron disenadas
para contener 898 bases de la secuencia de ghra, abarcando la mayor parte de
la region intracelular incluyendo el dominio transmembrana y 797 bases para el
caso de ghrb, comprendiendo la regidon extracelular y transmembrana del
receptor. El control negativo se realizé utilizando una sonda sentido para
ambos ARNms. Los embriones se montaron en metilcelulosa al 5% en E3 y
fueron observados con el estereomicroscopio Leica MZ12.5 o el microscopio

Olympus BX-61 y fotografiados con la camara digital Leica DC300F.

Inmunofluorescencia en embriones completos

Para realizar la deteccion de GHRa en embriones completos se debié poner
a punto un protocolo de inmunolocalizaciéon de un receptor de membrana en
embriones completos. Para ello, se probaron 6 protocolos diferentes de
inmunodeteccion adaptados de (Harding et al., 2008) y (Guille, 1999) hasta
llegar finalmente al protocolo que se detalla a continuacion (en todos los casos
se trabajo en agitacion suave):
v Los embriones fijados con formaldehido al 4% en PBS 1X, deshidratados y

conservados en 100% de Metanol a -20 °C, fueron rehidratados mediante

lavados con soluciones alcohdlicas de concentracion decreciente
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(MeOH/PBS-Tw 0,1 %) hasta llegar finalmente a PBS-Tw y posteriormente

H>O destilada.

v' Se permeabilizaron durante 7 min. con acetona a -20 °C. y luego se
rehidrataron 5 min. con H,O destilada y 5 min. con PBS.

v Se bloquearon con solucién de bloqueo (20% suero fetal bovino, 1% DMSO,
0,1% Tween en PBS 1X) durante 40 min. a TA y luego se los incubo con el
anticuerpo 1° anti-exGHRa (1/100) diluido en solucion de bloqueo 6 con el
suero pre-inmune en la misma dilucién durante 72 horas a 4 °C.

v' Se lavo el anticuerpo 1° 6 suero pre-inmune, segun corresponda, 4 veces
por 30 min. con PBSTw 0,1% y se bloqued nuevamente.

v" Finalmente se incubaron con el anticuerpo 2° anti-rabbit acoplado al
fluoréforo Cy3 (Chemicon, International) en una dilucion de 1/800 en
soluciéon de bloqueo durante toda la noche a 4°C en oscuridad.

v" Luego se lavaron, también en oscuridad, 6 veces por 30 min. con PBSTw
0,1% y se montaron en solucion de montaje (75% glicerol/PBSTw 0,1%),
previo pasaje por soluciones de concentracion creciente de glicerol.

v Las muestras montadas fueron analizadas y fotografiadas con el
microscopio confocal Nikon Eclipse TE-2000-E2 (Natick, MA).

Los controles se realizaron utilizando so6lo el anticuerpo secundario (control
del anticuerpo secundario) 6 el suero pre-inmune en lugar de anticuerpo
primario anti-exGHRa. Para el caso de embriones de mas de 30 hpf se realizé
un protocolo de blanqueamiento, de manera de eliminar los pigmentos
(melandforos). Para ello, luego de la primer rehidratacion y previo a la
permeabilizacién, los embriones fueron incubados por un tiempo variable
(hasta observacion de desaparicion de los pigmentos) en H,O; al 3% y luego

lavados con H,O destilada por 5 minutos.

Microinyeccién de embriones de pez cebra

Fue realizada de acuerdo a lo descrito en el (Guille, 1999). Brevemente,
consistié en introducir una micro-aguja en el vitelo del embrién y mediante un
pulso corto de presidon de aire emitir un volumen conocido de la solucion a
inyectar, realizando el procedimiento bajo estereomicroscopio Nikon SMZ1

(Nikon UK Limited, Surrey, UK). El pulso de presién de aire fue ejercido por un
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micro-inyector MPPI-2 Pressure Inyector (Applied Scientific Instrumentation;
Eugene, OR, USA) conectado a un tubo de gas Nz controlado por un pedal
accionado por el operador. Se utilizaron microagujas elaboradas a partir de
capilares estirados de Borosilicato de 10 cm de longitud, 1,2 mm de didmetro

externo y 0,69 mm de diametro interno sin filamento (Narishige, Japon).

Preparacion de las microagujas

El estiramiento de los capilares para elaborar las microagujas se realizd con
un “puller” (Modelo PC-10, Narishige, Japén) a 64,3 °C y peso maximo. De esta
manera, por cada capilar se obtuvieron dos agujas casi idénticas para utilizarse
en la micro-inyeccién. Las agujas se cargaron con la solucion a inyectar con
puntas plasticas descartables Eppendorf microloader® (Eppendorf, Hamburg,

Germany).

Preparacion de los embriones

Los embriones de pez cebra, obtenidos por el proceso de puestas
programadas, fueron recolectados rapidamente una vez que tubo lugar la
fecundacion, de forma de obtener embriones en los estadios de una o dos
células. Una vez limpios, se posicionaron en linea para poder ser
microinyectados, utilizando un dispositivo que consisti6 en un portaobjetos
situado sobre la tapa de una placa de Petri plastica, actuando el portaobjetos
como barrera de contencion. Se ubicod la placa bajo la lupa binocular, de
manera de ir siguiendo la microinyeccion de los embriones alineados y se

procedié a microinyectar (Fig. 11).

Figura 11. Esquema del dispositivo de microinyeccion adaptado del (Guille, 1999). A)
Placa de Petri. B) Portaobjetos. C) Embriones de pez cebra.
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Proceso de microinyeccion

Los embriones fueron microinyectados de a uno con la microaguja
previamente estirada y cargada. EI mecanismo consistié en la insercion de la
aguja a traveés del corion, para luego penetrar el vitelo y una vez alli se presion6
el pedal para que la solucion ingrese al embridon de acuerdo a la presion de aire
ejercida. Se observo mediante la lupa el ingreso de la solucién en el vitelo del
embrién, que al ser de distinta densidad genera un circulo de tamafo
comparable con los mostrados en la Figura 12. Por este método es sencillo
estimar la cantidad de nanolitros (nl) microinyectados en el embrion, y como la
concentracion de la solucion a inyectar es conocida, se puede calcular la
cantidad (ng) inyectada en el embridén. De forma de corroborar que este método
es lo suficientemente preciso, el volumen inyectado también se estimé
emitiendo la solucion a inyectar sobre una gota de aceite mineral situada sobre
una regla de microscopia. Se midié el diametro y utilizando la férmula 4/3=r® se
calculo el volumen de la gota. Una vez que todos los embriones de la placa
fueron inyectados se pasaron a una placa con medio de embriones (E3) y se

colocaron en la estufa de embriones para permitir su desarrollo.

Embriones
alineados

Figura 12. Proceso de microinyeccioén y estimacion del volumen a inyectar. A) Proceso de
microinyeccién paso a paso. B) Esquema que indica la cantidad de solucién que se esta
inyectando de acuerdo al tamafio de gota generada en el vitelo del embrion.
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Transgénesis transciente y estable: dominantes negativos para
GHRa y GHRb

Para la obtencién de los peces cebra transgénicos dominantes negativos
para los receptores se empled el mecanismo de transposicién descripto por
(Kawakami, 2004; Kawakami, 2005). Este mecanismo consiste en la utilizacion
de una transposasa activa (Tol2 de medaka — Oryzias latipes-), la cual insertara
cualquier secuencia de ADN de interés, en una region al azar del genoma,
siempre que la misma esté flanqueada por las regiones de reconocimiento de
la transposasa. El mecanismo consta de dos vectores plasmidicos: pCS-TP,
que posee la secuencia del ARNm de la transposasa y el vector
pPT2AL200R150G donde se clona la secuencia de interés, ambos descriptos
anteriormente en esta seccion.

Para la generacion de los dominantes negativos de los GHRs (dnGHR), se
elimind el intron del vector pT2AL200R150G mediante digestion enzimatica y
se clon6é en su lugar una secuencia de ADN que consiste en la region
extracelular y transmembrana del ghr (dominante negativo), de manera que
dicha secuencia permanezca en fase y corriente arriba del marco abierto de
lectura de la proteina verde fluorescente 6 GFP (Fig. 10B).

El proceso de generacion de los peces transgénicos consistio en
microinyectar a los embriones de pez cebra en el estadio de una o dos células
(descrito anteriormente) el plasmido circular que lleva el transgén de interés
(pT2AL200R150G — dnGHR) junto con el ARNm de la transposasa obtenido
por transcripcion in vitro. Este ARNm se traducira a proteina en el interior
celular y podra efectuar la transposicion de la construccién. Luego de 24 horas
de realizada la microinyeccion y hasta el quinto dia post-inyeccion, se puede
observar fluorescencia en mosaico que demuestra que el transgen se esta
expresando, ya sea a partir del plasmido o a partir de su insercion en el
cromosoma de las células (Transgénesis transciente). La misma se evidencia
observando los embriones a través de una lupa o microscopio de fluorescencia.
El transgén se expresa en forma de mosaico porque muchas veces el plasmido
no se reparte equitativamente entre todas las células del organismo, por lo

tanto luego de transcurridas algunas horas del desarrollo, algunas células

44



Materiales y Métodos

expresaran el transgén y otras no. La expresién se considera transciente
debido a que la fluorescencia en el embrion puede deberse a la proteina de
fusion producto de un ARNm transcripto a partir del vector y/o de la secuencia
que ha sido transpuesta en el genoma. Luego del quinto dia post-inyeccién, se
considera que el vector se ha degradado por completo y, por ende, el transgén
es estable. Luego de analizar cada uno de los embriones microinyectados,
aquellos en los que se observo fluorescencia se dejaron crecer hasta alcanzar
la madurez sexual, de acuerdo a lo mencionado anteriormente. Una vez
obtenida la madurez, los ejemplares se pueden cruzar de forma individual con
peces cebra salvajes, y se busca en la primera generacion filial embriones
fluorescentes, los cuales poseeran el transgén de interés. Los peces que dan
descendencia fluorescente, seran los que poseen el transgén en las células

germinales, y se denominan fundadores (Fig. 13).

TRANSCRIPCION IN VITRO CONSRUCCION DEL VECTOR

s PS8

MICROINYECCION ¢

ADN gendmico

1-5 DIAS POST-INYECCION ¢

TRANGENESIS TRANSIENTE ESCISION

— PN T2 —

Integracion

. — X
FUNDADOR ¢ SALVAJE
TRANSGENESIS ESTABLE

Fi

Figura 13. Esquema mostrando los distintos pasos hasta la obtencion de peces
transgénicos integrales. Los triangulos azules representan el inserto de interés. Adaptado
de (Kawakami, 2007).
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Procedimiento

Construccion de los vectores para la transgénesis

Para el caso de GHRa, se amplifico por PCR el fragmento de interés (region
extracelular mas transmembrana) a partir de un plasmido que posee el ADNc
completo de ghra, utilizando el par de cebadores BamGHRa y HindGHRa, los
cuales poseen sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccién Hindlll
y BamHI situadas en el vector pT2AL200R150G (Tabla 2). Una vez obtenido el
fragmento, se cloné en el vector pGEMT-easy® (Promega, Madison WI, USA),
y posteriormente, se liber6 de dicho vector por digestién enzimatica con las
enzimas anteriormente mencionadas. El fragmento liberado, se ligd al vector
pT2AL200R150G, previamente digerido con Hindlll y BamHI. La construccién
obtenida se secuencio para constatar que ninguna de las secuencias de interés
(dnGHR y ORF de GFP) hubiese sufrido mutaciones durante todo el
procedimiento. Una vez constatado el vector, se procedid a realizar las
microinyecciones.

Para el caso de GHRb, la estrategia de construccion del vector
pT2AL200R150G-dnGHRb no pudo llevarse adelante por simple digestion
enzimatica, como en el caso de GHRa, debido a que la secuencia de interés de
ghrb posee sitios internos de reconocimiento para la enzima BamHI. Debido a
ello se disefid una estrategia alternativa para la obtencidon de las
construcciones. La misma consistié en generar un vector pT2AL200R150G que
contenga un sitio de multiple clonado (MCS del inglés Multiple Cloning Sites),
incluyendo enzimas que no se encuentren en la secuencia de ghrb. Para ello
se disefaron dos cebadores que contienen, en sus extremos; las secuencias
que sobresalen luego de haberse realizado una digestion con BamHI| y con
Hindlll, y en la region interna; los sitios de reconocimiento para diferentes
enzimas de restriccion (MCS) (Tabla 2). Ambos cebadores son
complementarios entre si, de manera de poder mediante una hibridacion, lograr
una secuencia doble hebra que sera ligada al vector pT2AL200R150G (Fig.
14). También se disefiaron dos cebadores para amplificar la secuencia de
interés de ghrb; HindGHRb y PstiIGHRDb, los cuales contienen sitios de

reconocimiento para Hindlll y Pstl respectivamente, de manera de una vez
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obtenido el vector con el MCS, digerirlo con estas enzimas y ligarlo al
fragmento obtenido el cual contendra estos sitios (Tabla 2). Los pasos

posteriores son los mismos que los mencionados para GHRa.

A B

Kpnligs7)

Bglllieza)
SupHind: 5'[EEElTCGATATCTGCAGTCGACGCCCGGEG 3'

Clal (1088)

Notl 0|
InfBam: 5' [BEMBCCCGGGCGTCGACTGCAGATATCGA 3 SR

pT2AL200R150G

Hibridacion de los 5501bp

cebadores

sy BamHl(1es2)

Hindlll  EcoRV Pstl Sall/Hincll _ Smal
STEEEN TCGATATCTGCABTEEAR G|
AGCTATAGACGTCAGCTGCGGGCCCHIEE '5
BamHI

Spelz2a9)

Xhol (3017)

Figura 14. Esquema mostrando la estrategia utilizada para la obtencién del vector
pT2AL200R150G con el sitio de multiple clonado (pT2AL200R150G-MCS). A) Los
cebadores disefiados son sometidos a hibridaciéon. B) Una vez hibridados, el fragmento
doble hebra obtenido es ligado al vector pT2AL200R150G previamente digerido con
Hindlll y BamHI.

Obtencion del ARNm de la transposasa por transcripcion in vitro

El ARNm de la transposasa fue obtenido por transcripcion in vitro, previa
digestion del vector pCS-TP con la enzima Notl, de forma limitar el molde de
ADN, para que no se generen ARNm de longitud no deseada. La digestion del
vector se realizO como se menciona mas adelante en esta seccién y se
corroboré mediante corrida electroforética de una pequefa alicuota de la
digestion. El vector digerido se extrajo de la mezcla de digestion con una
mezcla 1:1 de fenol/cloroformo.

La reaccion de transcripcion in vitro se llevd adelante en un volumen final de
25 yl, el cual contenia 2 ug de del vector pCS-TP digerido con Notl, buffer de
trasncripcion 5 X (Promega, Madison WI, USA), DTT 0.1 M, 2,5 mM de ATP,
2,5 mM de GTP, 2,5 mM de UTP, 2,5 mM de CTP, 16 unidades de inihibidor de
ARNasa RNAsin (Promega, Madison WI, USA), 40 Unidadades de la enzima
Sp6 ARN polimerasa (Promega, Madison WI, USA), 2,5 mM de G(5")ppp(5')A
RNA Cap Structure Analog (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). La
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reaccion se dejoé cursar por 20 min a 37°C y luego se suplementé con 2,5 mM
de GTP, y se incubd por 2 hs mas a 37°C. Finalmente, se trat6é la mezcla de
reaccion con ADNsa RQ1 (Promega, Madison WI, USA) por 20 min. a 37°C
para eliminar el molde de ADN. Utilizando una alicuota de esta mezcla se
analizé en gel de agarosa el ARNm sintetizado y la degradacién del ADN
molde. EI ARNm transcripto se precipité con 1 ul de LiCl 10 My 100 ul de EtOH
absoluto frio durante toda la noche a -70°C. Luego de la precipitacion, el
ARNm se centrifugé a maxima velocidad a 4°C durante 20 min. y se lavé dos
veces con EtOH 75 % frio. El pellet obtenido se secd, se resuspendio en 20 pl
de agua libre de nucleasas y se determind la concentracion de ARN como se

menciona mas adelante en esta seccion.

Obtencion del ADN plasmidico a microinyectar

El ADN plasmidico a microinyectar se obtuvo a partir de un cultivo crecido
toda la noche de células de E.coli que poseian el vector con la construccion de
interés, utilizando el sistema comercial Wizzard Plus SV (Promega, Madison
WI, USA).

Soluciones de microinyeccion y dosis

Para las microinyecciones se prepararon las siguientes mezclas de
inyeccion: 125 ng del plasmido de interés (pT2AL-GFP 6 dnGHRa), 0.2 M de
KCI, y 125 ng del ARNm de la transposasa en un volumen final de 5 ul. Luego
de cargar adecuadamente las microagujas, se procedio a inyectar entre 5-6 nl
de dicha mezcla en embriones de 1-2 células, de forma de inyectar

aproximadamente 125 pg de vector por embrion.

Digestion del ADN plasmidico con endonucleasas de restriccion

Para la digestiéon del ADN plasmidico se utilizaron las endonuclasas de
restriccion mencionadas en cada caso, de los proveedores Promega (Promega,
Madison WI, USA) 6 Fermentas (Thermo Fisher Scientific Inc., Two Rivers, Wi,
USA). La mezcla de reaccion constdé de 1,5 ug de ADN plasmidico y se

siguieron las indicaciones del proveedor en cada caso. Una vez realizadas las
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digestiones, las mezclas de reaccion se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa y los fragmentos de interés se purificaron a partir del gel, como se

menciond anteriormente.

Ensayos de disminucion especifica de la expresion o “knockdown”

utilizando oligonucleétidos morfolinos

Los estudios de disminucion especifica de la expresion o “knockdown”
utilizando oligonucledtidos morfolinos (MOs) se realizaron para el caso de
GHRa de acuerdo con (Bill et al., 2009; Ekker & Larson, 2001). Estos
oligonucledtidos fueron adquiridos de la Empresa Gene Tools, LLC (Philomath,
OR, USA) y disefiados con asistencia del servicio técnico del proveedor. Se
disefiaron dos oligonuclettidos MOs diferentes: uno de ellos que bloquea la
traduccién de la proteina; tMO-ghra (del inglés translation-blocking morpholino)
y el otro que evita el procesamiento o “splicing” del ARNm de ghr; sMO-ghra
(del inglés splice junction morpholino). Como control negativo en los
experimentos se microinyectdé un morfolino control (MO-Ctrol) provisto por el
proveedor, el cual esta disefiado para bloquear la traduccion del ARNm de la p-
globina humana. Las secuencias de los MOs especificos disefiados se listan a

continuacion:

zghra-tMO: CATGGCTTTTGCGATCTCCTCAGCC
zghra-sMO: GAGCATTTTGACAGAACTCACCTAT

Para determinar la dosis de trabajo del tMO-ghra se realiz6 una curva de
calibraciéon que consistid en microinyectar diferentes concentraciones del MO e
ir observando efectos dosis dependiente. En el caso de tMO-ghra se
ensayaron 6 concentraciones diferentes, y el MO-Control fue inyectado a las
mayores concentraciones de trabajo. Se determiné como concentracién final a
microinyectar 6 ng MO/embrién. En todos los casos, los MOs fueron inyectados
en el estadio de 1-2 células y se inyectd un volumen de 5 nl por embrién,
estimado como se describio anteriormente. Los oligonucleétidos MOs
especificos y controles se diluyeron en agua para obtener las soluciones

STOCK. Al momento de realizarse los ensayos, se tomdé una determinada
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cantidad de las soluciones STOCK y se llevo a la concentracion final de trabajo
con solucion de Denieau’s (568 mM NacCl, 0,7 mM KCI, 0,4 mM MgSOy, 0,6 mM
Ca(NOs),, Hepes pH 7, 6 5 mM).

Analisis bioinformaticos

Las secuencias fueron ensambladas utilizando el programa Ape-A plasmid
Editor v1.11 (Wayne Davis, Universidad de Utah). El analisis de homologia
entre las secuencias se realizé con el programa Clustal X version 2.0 (Larkin et
al., 2007) utilizando los parametros por defecto. Para la construccion del arbol
filogenético se utilizé el programa MEGA3 (version 3.1) (Kumar et al.,
2004).Las proteinas codificadas por los ADNc secuenciados fueron analizadas

con el servidor SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servies/SignalP/) (Bendtsen

et al., 2004) para predecir el péptido sefial; con el servidor NetNGlyc 1.0 Server

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), para evaluar los sitios de N-

glicosilacion en la regién extracelular y con el servidor NetPhos 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos ) (Blom et al., 1999) , para predecir los

sitios putativos de fosforilacion. Las regiones transmembrana se predijeron con

el servidor Protscale (http://www.expasy.ch/tools/protscale ) (Gasteiger et al.,

2005). La organizacion gendmica de los genes ghra y ghrb fue establecida
utilizando la base de datos gendmica de pez cebra Ensembl version 46.7 (Zv7)

(http://www.ensembl.org). El analisis de los sitios potenciales de union de

factores de transcripcion se llevd a cabo con el software Matlnspector

(http://www.genomatix.de), con un punto de corte en el rango de similitud de

0.75 en una matriz de similitud optimizada.

Analisis densitométrico de las bandas

Las bandas correspondientes a los productos de amplificacion de PCR o las
bandas inmunoreactivas de Western Blot (WB) se cuantificaron mediante
analisis densitométrico (Gel Pro Analyzer v4.0, Media Cybernetics, Inc). En los
ensayos de WB o RT-PCR se graficd, en unidades arbitrarias, la banda en
funcién de la densidad optica integrada (IOD) relativizada. Los datos fueron
relativizados a actina 6 tubulina (WB) y a EF1a (RT-PCR).
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Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la prueba estadisitica t-student para
comparar medias de datos pareados, y mediante la prueba estadistica no
paramétrica de Kruskal-Wallis — Método de Dunn, para la comparacion de
grupos. También se utilizd la prueba de chi-cuadrado para el andlisis de
variables discretas. Los analisis se realizaron utilizando el software BioEstat 5.0
(Manuel Ayres, Belém, Para, Brasil). La significancia estadistica esta indicada

en el texto de cada analisis.

Observacion y digitalizaciéon de imagenes de embriones

La observacioén y el fotografiado de los embriones se realizaron utilizando
una lupa estereoscopica Olympus MVX10 y una camara digital Olympus DP72
acopladas a una PC, respectivamente. Para obtencion de fotografias a partir de
ejemplares vivos, los embriones y/o larvas fueron anestesiados durante 1 min
con aceite de clavo de olor al 0,4 % en E3 y montados en una solucién de

agarosa 0,1 % en medio E3.

Mediciones de longitud estandar de las larvas de pez cebra

La longitud estandar de las larvas de pez cebra fue cuantificada midiendo
la distancia lineal desde el extremo de la cabeza (a la altura de la boca) hasta
el extremo del tronco (incio de la aleta caudal). Las mediciones se realizaron
utilizando el software de la lupa estereoscopica Olympus MVX10, que permite

realizar analisis y calculos sobre las imagenes digitalizadas.

Mediciones espectrofotométricas

Se realizaron en un espectrofotometro JASCO V-630.
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Resultados

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se han organizado en tres
capitulos. En el Capitulo | se muestran los resultados de la caracterizacion
molecular de los ghrs; la amplificacién de las secuencias completas de los
mismos, su organizacion génica, un analisis filogenético de ambos receptores y
de sus regiones promotoras. En el Capitulo || se muestran los estudios de los
patrones de expresion de ambos receptores a nivel del ARNm y de las
proteinas, tanto en adultos como durante el desarrollo embrionario. Finalmente,
el Capitulo Il hace referencia a los estudios funcionales llevados adelante para

el caso de GHRa durante el desarrollo embrionario temprano y tardio.
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Resultados. Capitulo |

CAPITULO I: Caracterizacién molecular de los ghrs/sirs de pez

cebra

INTRODUCCION

Como se menciond en la introduccidn general, en teledsteos se conocen
dos tipos de receptores, los GHR de tipo | y los de tipo Il, lo que se evidencia al
alinear las secuencias aminaocidicas de los GHRs de peces con la aparicion
de dos clados. Ambos tipos de receptores comparten las caracteristicas
comunes oportunamente mencionas, pero difieren en el numero de cisteinas
extracelulares y en el de tirosinas intracelulares, pudiendo esto implicar
mecanismos diferentes de unién al ligando y transduccién de la sefal. Si bien
los GHRs han sido caracterizados en varias especies diferentes de peces hasta
la fecha; como es el caso de Carassius auratus (Lee et al., 2001),
Acanthopagrus schlegeli (Tse et al., 2003), Sparus aurata (Calduch-Giner et al.,
2003; Saera-Vila et al., 2005) Anguilla japonica (Ozaki et al., 2006a), Silurus
meridionales (Jiao et al., 2006), Oncorhynchus masou (Fukada et al., 2004) y
Oreochromis niloticus (Ma et al., 2007), entre otros, sus caracteristicas
funcionales y mecanismos de regulacion son escasamente conocidos en
peces. Por otra parte, diversos estudios han demostrado que los dos tipos de
GHRs co-existen en una misma especie; como en el caso de Sparus aurata
(Saera-Vila et al., 2005), Acanthopagrus schlegeli (Jiao et al., 2006),
Oreochromis niloticus y O. mossambicus (Ma et al., 2007; Pierce et al., 2007).
Ensayos in vitro realizados para medir actividad biolégica de los receptores
aislados (GHRI y GHRII) mostraron que ambos poseen diferencias en los
mecanismos de transduccion de la sefal (Saera-Vila et al., 2005).

Como consecuencia de ensayos de union y estudios filogenéticos,
recientemente se ha postulado que los GHR | podrian ser receptores para SL
(SLR); y los GHR I, los verdaderos receptores de GH; pudiendo los primeros
también unir GH, aunque con menor afinidad (Fukamachi et al., 2005).
Ademas, se ha postulado que en teledteos los SLRs serian los paralogos de
los GHRs, adquiridos luego de la duplicacion del genoma ocurrida hace 450
millones de afos de forma exclusiva en los teledsteos (Fukamachi & Meyer,
2007; Nakatani et al.,, 2007). Sin embargo, los SLRs so6lo han sido
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caracterizados en tres especies de peces hasta la fecha; salmén japonés,
medaka y chanchita (Canepa et al., 2012; Fukada et al., 2005; Fukamachi et
al., 2005). Al realizar estudios filogenéticos, los SLR agrupan con los GHR | de
otras especies de peces, lo que ha fundamentado parte de la incertidumbre
acerca de la real existencia de dos receptores para GH, y de que uno de ellos

sea en realidad un SLR.

Con respecto a la estructura génica del GHR, la misma ha sido descripta
en varias especies de vertebrados, principalmente mamiferos y aves. Para el
caso de los mamiferos y aves se ha estudiado en profundidad en el hombre
(Godowski et al., 1989; Zou et al., 1997), el ratdén (Moffat et al., 1999) y el pollo
(Agarwal et al., 1994) (Fig. 15). Esta estructura se ha conservado a lo largo de
la evolucion mostrando varios exones alternativos que codifican para la regién
5'UTR, seguidos de exones que codifican para el péptido senal, la regién
extracelular, la region transmembrana y la region intracelular seguida de la
3'UTR. No obstante, existen ciertas variaciones intra- e interespecificas y se
han identificado dos 5’UTR alternativas en los transcritos de oveja y pollo , 5 en
rata y ratoén, y al menos 8 en el hombre (Saera-Vila, 2009). Estas variantes se
han asociado a diferentes secuencias promotoras, y si bien la funcion de las
mismas no esta totalmente clara, debido a la compleja regulacion tisular y
fisiologica de este receptor, se han asociado a una diferente estabilidad del
mensajero y/o regulacion de los promotores (Edens & Talamantes, 1998;
Saera-Vila, 2009).

La estructura general exon-intron del GHR también presenta pequefias
variaciones inter-especificas. Una de las mas interesantes de mencionar es la
presencia de un exon alternativo en raton (exéon 8A), también presente en rata,
el cual esta implicado en la formacion de las GHBP (Fig. 15). Estas GHBP se
generan mediante un procesamiento alternativo del mensajero del GHR que da
lugar a un ARNm mas corto en el que, después del exdn 7, se inserta el exén
8A en lugar del 8. Este exdn codifica para los ultimos 27 aa hidrofilicos y la
3'UTR de las GHBP, excluyendo la region transmembrana (hidrofébica) y la

region intracelular (Edens & Talamantes, 1998; Saera-Vila, 2009).
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Figura 15. Estructura del gen del GHR del hombre, ratén y pollo. Adaptado de (Saera-
Vila, 2009).

La organizacion génica de los GHR de peces fue descrita por primera vez
por el grupo del Dr. Pérez-Sanchez, para el caso del GHRI de dorada y
rodaballo (Pérez-Sanchez et al., 2002) y luego completada para el GHRII de la
primera especie (Saera-Vila et al., 2005). También ha sido descripta para el
GHRI del falso halibut del Japon (Nakao et al., 2004) y el GHRII del bagre de
canal (Small et al., 2006). La organizacion génica de los GHR de dorada
permiti6 comprobar que estos genes presentan una estructura muy similar a la
descrita en vertebrados superiores, lo que indica una gran conservacion a lo
largo de la evolucion. Este hecho se aprecia perfectamente al comparar los
GHR de dorada y rodaballo con el GHR de mamiferos y aves (Fig. 16). De
hecho, los GHRI y Il de dorada presentan una estricta conservacion de los
puntos de unién entre los diferentes exones (Saera-Vila, 2009). Sin embargo,
en el GHR Il del bagre del canal no se observa esta estricta conservacion
(Small et al., 2006). En este GHR aparecen fusionados los exones 5y 6 por un
lado; y los exones 7, 8 y 9 por otro. Ademas, es importante mencionar que, en
funcion de lo caracterizado hasta el momento, el GHRI de los peces presenta

un intréon adicional (10/10A) en el extremo C-terminal que no aparece en el
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resto de los vertebrados (Pérez-Sanchez et al., 2002; Tse et al., 2003). Por otra

parte, los GHR de aves y peces no contienen un exén homologo al exén 3 del

GHR humano (Saera-Vila, 2009).

A= —H -

Flacenta VBV VB VEVCVA VI VIVAVE 7T 8 8510
ET]

2 4 5 & 7 B 9 10

GHR-I

= 500 bp

C 01l B80T

1 2 4 5 6 7 889 10 104

I

10 A

3 9 10

I I 3 il
1 2 34 5

4 (5.6) (7.8.9)
Bagre

Humano

=2 kb

[] 5 UTR

[] Péptido sefial
l Extracelular

[] Transmembrana
] Intracelular

[ 3UTR

Figura 16. Esquema de la organizacion exon-intrén de los GHRs de dorada, rodaballo,
bagre del canal, pollo y hombre. La numeracion se corresponde con la del gen humano,
en el bagre de canal se indica entre paréntesis. Adaptado de (Saera-Vila, 2009).

Con respecto a las regiones promotoras de los GHR (sitio de inicio de la

transcripcion y region flanqueante en 5’), como se menciond anteriormente, los

GHR de mamiferos y aves presentan varios exones que codifican para las

diferentes 5’UTR alternativas (Fig. 15). En el hombre, estas variantes aparecen

agrupadas en dos bloques, una se expresa mayoritariamente en higado y el

otro muestra un patron ubicuo de expresion (Goodyer et al., 2001; Orlovskii et
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al., 2004). Esta organizacion parece estar conservada en el resto de
mamiferos, y por otra parte cada bloque actua bajo mecanismos de regulacion
transcripcional diferentes. Asi, la 5’UTR de expresion ubicua de humanos,
ratén, rata y rumiantes contiene un consenso CCAAT y una secuencia rica en
GC (con sitios de union para Sp1) en el promotor (Saera-Vila, 2009). Por otra
parte, la 5UTR especifica de higado en humanos y en raton, presenta un
consenso TATA funcional (Saera-Vila, 2009).

En peces solo se han estudiado las secuencias promotoras de los GHRI y
GHRIl de dorada (Saera-Vila et al.,, 2007b) y del GHRI del falso halibut del
Japon (Nakao et al., 2004). Para el caso de la dorada, se ha observado una
estructura mucho menos compleja que la de mamiferos; dos genes con un
unico sitio de inicio de la transcripcibn cada uno. Por otra parte, no se
observaron consensos TATA cerca del sitio de inicio de la transcripcion en
ninguno de los receptores. Sin embargo, aparecen secuencias similares al
consenso Inr (del inglés Initiatior), similar a lo descrito para la 5’UTR ubicua en
el GHR bovino, ovino y de raton (Saera-Vila, 2009). El Inr es un elemento
funcionalmente similar al consenso TATA que contiene el sitio de inicio de la
transcripcion (Saera-Vila, 2009). A diferencia de la dorada, en el falso halibut
del Japon se observaron 3 sitios diferentes de inicio de la transcripcion, aunque
al igual que en dorada no se observé presencia del consenso TATA dentro de
la regién flanqueante 5’ (Nakao et al., 2004).

Con respecto a los factores regulatorios, mediante analisis bioinformaticos
se han encontrado una gran cantidad de sitios para diferentes factores en la
region flanqueante 5’ del GHRI y Il de dorada reflejando el caracter pleiotropico
de la GH (Saera-Vila et al., 2007b). Asi, la GH ademas de regular el
crecimiento, estaria implicada en diversos procesos fisioldgicos, hecho que se
ha observado en diversos trabajos hasta la fecha (Calduch-Giner et al., 1995;
Calduch-Giner et al., 1997; Yada & Nakanishi, 2002).

Debido a todos los antecedentes mencionados, tanto en esta seccién como
en la introduccion general, y acorde a los objetivos planteados, en el presente
capitulo se desarrollaran los resultados acerca de la caracterizacién de los
receptores de GH y/o de SL en el pez cebra. Como primera etapa se planted

caracterizar molecularmente a los GHRs/SLRs del pez cebra, determinando las
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secuencias completas de sus ADNc. Luego se buscé determinar su
organizacion génica y su relacion filogenética con los GHRs/SLRs
caracterizados hasta la fecha. Por ultimo, se realiz6 una aproximacién al

estudio de las regiones promotoras utilizando analisis bioinformaticos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Clonado y secuenciacion de los ADNc completos de los zghrs/zsirs

En base a las secuencias de los ghrs localizadas en el genoma de pez
cebra se disefiaron cebadores especificos de manera de amplificar los ADNc
completos de ambos receptores. Se partio de ARN total extraido de higado de
ejemplares de pez cebra adultos (aproximadamente 1 afio de edad) de ambos
sexos de forma de normalizar la variabilidad debida al sexo, ya que en muchas
especies de peces se observd dimorfismo en el crecimiento relacionado al
sexo y correlacionado a variaciones en el eje GH-IGF-I (Filby & Tyler, 2007;
Parker, 1992). Utilizando estrategias de RT-PCR y 5’ y 3’ RACEs, se obtuvieron
los diferentes fragmentos de los ADNc completos. Los cebadores empleados y
los protocolos de trabajo utilizados se detallan en la correspondiente seccion de
materiales y métodos del presente trabajo. Los diferentes fragmentos de ADNc
obtenidos para cada receptor, se clonaron y se secuenciaron a partir de ambos
extremos. Las secuencias obtenidas se ensamblaron in silico y se obtuvieron
dos ADNc aparentemente completos: uno de ellos de 2352 pb y el otro de 2975
pb. La traduccion in silico de los marcos abiertos de lectura (ORFs del inglés
Open Reading Frames) de ambos ADNc dio como producto dos proteinas; una
de 570 aa. y otra de 555 aa., respectivamente, que se utilizaron para realizar
los estudios filogenéticos (que se mencionan mas adelante en esta seccion). Al
realizar dichos estudios, se observdé que la proteina de 570 aa. agrupaba
dentro del clado de los GHRI/SLRs y la otra, de 555 aa., en el clado de los
GHR II. Basados en esta informacion y en las caracteristicas especificas
observadas en ambas secuencias (mencionadas a continuaciéon) se decidié
nombrar a estas secuencias de ADNc como ghra (GHR de tipo 1) y ghrb (GHR

de tipo Il), respectivamente, de acuerdo a la nomenclatura actual del pez cebra
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para la designacion de genes duplicados. Si bien el ghra podria tratarse de un
SLR, se dicidi6 no utilizar esta designacién, debido a la carencia de informacion
funcional que avale la misma.

En este punto es importante mencionar que aun en la actualidad existe un
gran conflicto respecto a la designacion de los GHRs y sobre todo existe gran
disconformidad en llamar SLRs a los GHR de tipo I, sin poseer pruebas
funcionales de los mismos. Por otra parte, muchos de los receptores
caracterizados a lo largo de los afios han sido depositados en la bibliografia sin
una adecuada clasificacion, por lo que su nomenclatura suele llevar a confusion
al haber sido designados simplemente como GHRs. Sumado a esto, la
existencia de multiples genes de GHRs en salmodnidos, que entre otras
especies, estan considerados tetraploides recientes, pudiendo ser éste el
origen de las diferentes isoformas descritas, ha hecho que en general por afos
se hable de los GHRs de salménidos y de GHRs de no salménidos (Benedet et
al., 2005; Very et al., 2005).

La secuencia del ADNc completo para ghra fue depositada en el la base de
datos Genbank bajo el numero de referencia NM_001083578.1. Esta
secuencia, de 2352 pb, contenia un ORF de 1713 pb; con regiones 5 y 3
UTRs de 321 pb y 318 pb, respectivamente. La secuencia y caracteristicas de
este receptor se pueden observar en el esquema mostrado en la Figura 17, asi
como también en la Figura 18. En la region 3’ UTR, corriente arriba a la cola de
poli(A), no se encontré una senal de poliadenilaciéon proxima. Sin embargo, un
analisis mas exhaustivo de la region gendmica corriente abajo de la cola de
poli(A), sugiere que la secuencia amplificada no estaria completa, careciendo
de aproximadamente 230 pb. La regién UTR 3’ completa predicha contendria
entonces, aproximadamente 550 pb de longitud. Esta deduccion se realizé
debido a la existencia de una sefal de poliadenilacion (ATTAAA) y un elemento
GT/T rico localizado 230 pb corriente debajo de la secuencia poli(A) interna
encontrada. El ORF de ghra codifica para una proteina de 570 aa., con un
péptido sefnal predicho de 23 aa., seguido de un dominio extracelular de 224
aa., con 6 sitios posibles de N-glicosilacidn; 4 de los cuales son exclusivos de
los receptores de tipo | (sitios 2, 3, 5 y 6), encontrandose ausentes en los GHR
Il de teledsteos, 7 residuos de cisteina conservados y el motivo de union a

ligando FGEFS, caracteristico de los GHRs. Seguido a esta region se
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encuentra un dominio hidrofébico de 22 aa. (dominio transmembrana) y una
region intracelular con las cajas 1 y 2 de senalizacidon conservadas y 10
residuos de tirosina (Y). De estos residuos; 4 son caracteristicos de los
receptores de tipo | (Y315, Y373, Y503 e Y531) y el resto se encuentran
presente tanto en receptores de tipo | como de tipo Il (Y320, Y434, Y480 e
Y548) (Fig. 17 inferior y Fig. 18). De todos estos residuos soélo 5 de ellos se
fosforilarian segun la prediccion de NetPhos; Y320, Y434, Y480, Y503 e Y520.

A
ATG Ghra ADNc completo TAA
, t t ,
321 pb 1 1713 318 pb
_ 4
~
570 aa.
B

* Ausente en
receptores tipo 11

227-231 249-270  281-292 323-338

* Presentes en ambos
tipos de receptores —
Dom. unién Tm Caja 1 Caja 2

No conservada

Figura 17. Esquemas del ADNc completo de ghra y de su producto proteico. A) ADNc
completo de ghra. B) Esquema de GHRa obtenida por traduccién in silico del ADNc. Se
indican: el dominio de unién a ligando, la regién transmembrana, las caja 1y 2 y los
diferentes residuos de Tyr (Y) de la regién intracelular, indicando para cada uno de ellos
las caracteristicas antes mencionadas.
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Figura 18. Secuencia nucleotidica y aminoacidica (deducida) de zghra (GHRI). Los
nucleétidos (secuencia superior), y aminoacidos (secuencia inferior) estdn numerados en
el lado derecho. Las regiones putativas se indican como sigue: el péptido sefal
(rectangulo punteado), residuos de cisteina conservados (circulos grises), sitios
potenciales de N-glicosilacion (cuadrados a rayas), motivo FGEFS (linea gruesa superior),
dominio transmembrana (rectangulo con linea continua), cajas 1y 2, (rectangulos grises),
residuos de Tyr intracelulares (rectangulos), codén de stop (asterisco), limites exén-intrén
(triangulos negros).

La secuencia del ADNc completo para ghrb fue depositada en la base de

datos Genbank bajo el numero de referencia NM_001111081.1. Esta
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secuencia, de 2975 pb, posee un ORF de 1668 pb, una region 5° UTR de 386
pb y una region 3' UTR 921 pb incluyendo la cola de poli(A). La secuencia y
caracteristicas del mismo se pueden observar en el esquema mostrado en la
Figura 19, asi como también en la Figura 20. En este caso, a diferencia de
ghra, si se encontré una senal de poliadenilacion (aataaa) dentro de la regidon
UTR 3’, situada a 13 pb corriente arriba de la cola de poli(A) (subrayada en Fig.
20). El ORF de ghrb codifica para una proteina de 555 aa.; con un un péptido
sefal predicho de 16 aa., seguido de una region extracelular de 225 aa.; la cual
posee 2 sitios posibles de N-glicosilacion, conservados en los GHRs de
teledsteos en general (Pérez-Sanchez et al., 2002) y a diferencia de GHRI, sélo
posee 5 residuos de cisteina. Ademas, el dominio de unidén a ligando es
ligeramente diferente a los observados en los GHRs y consiste en la secuencia
FGDFS. A continuacion, encontramos un dominio hidrofébico (region
transmembrana) de 22 aa. que precede a la regién intracelular, la cual posee
las cajas 1 y 2 de sefalizacion y 6 residuos de tirosina. De entre estos
residuos, dos de ellos no se encuentran conservados entre los GHRs de
teledsteos; el residuo Y485 y el Y544 (Fig. 19), siendo este ultimo una
particularidad de esta especie, ya que el GHRa es el unico de entre los GHRs
de teledsteos caracterizados hasta el momento que posee dicha caracteristica.
De los residuos conservados entre los GHRs de teledsteos, sbélo 4 se
fosforilarian (Y312, Y409, Y 456 e Y508), segun la prediccion de NetPhos.

A
£y Ghrb ADNc completo kS '
S LA T EEEEE———— . . ‘TR 3’
386 bp I 1668 921 pb
\ —~ %
B 555 aa X )

* *
315-327 ‘ | ‘ ‘

* No conservada Dom. unién Tm Caja 1 Caja 2

* Presentes en ambos

. 223-227 242-262 275-286
tipos de receptores

Figura 19. Esquemas del ADNc completo de ghrb y de su producto proteico. A) ADNc
completo de ghrb. B) Esquema de GHRb obtenida por traduccion in silico del ADNc. Se
indican: el dominio de unién a ligando, la regién transmembrana, las caja 1y 2 y los
diferentes residuos de Tyr (Y) de la regioén intracelular, indicando para cada uno de ellos
las caracteristicas antes mencionadas.
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attttttcgcatgcgaaagtctgcatgcagtaaaccgcttaagtgtgccatgctgtataaggtctacttagtaagctcacttcgcagggtgcttcaaggaaaagtggcegcectttcticgaat 122

gtgccctac jaactagcacggatgatggagccaacagagagagtgtaaggaaaggtcctgtcacacaagcacaggacgcegttttaggataagctgcagaagac gagctattttttg 251
acgcttttctaaaacatttatagtagataaacgttcaaaagcttcgttgagacgatcaaacgaagaagctccttgaggaagagaagttcaggattaacaaatctgaaatcccactcttggaaaage c 386
iM E K V. L. F | C. V. L. F T G A A Al T Q N \% L P T T T 25

ATG GAG TAAATGTCCTT TTC ATC TGT GTC TTG TTC ACC GGT GCT GCG GCA ACA CAA AAT GTG CTT CCT ACA ACA ACA 461

Q G Q T S T R P H L T G (C F S R D M | T F R c) Q W 50
CAG (iGT CAG ACT TCA ACA CGG CCT CAT CTG ACT GGC.TGT'TTT TCT CGA GAT ATG ATA ACT TTC CGT'TGT 'CAG TGG 536

E T G S S L LDL‘ R T E L E D L S F F Y M L E K D P K 75
GAA ACT GGA TCT TCA CTA AAC CGC ACA GAA CTC GAG GAT CTG AGC TTT TTC TAC ATG TTA GAA AﬁG GAT CCA AAG 611

K T Y G K w | E C P S Y N S Q R N E C\ Y F D A S H 100
AAA ACT TAC GGA AAA TGG ATT GAA TGT CCA AGT TAC AAC TCC CAG AGA AAT GAA'TGC /TAC TTT GAT GCC AGT CAT 686

T F \4 w Y T Y Vv | Q L R S 4 D N \4 Y E E M S F N | 125
ACC TTT GTA TGG TAT ACT TAT GTG ATC CAG CTG CGC TCT GTT GAT AAT GTT TAT GAG GAA ATG TCC TTT AAC ATA 761

E N | \Y F P D P P \ G L LN W T L L K M A S S G L H 150
GAA AAT ATT GATG TTT CCA GAC CCA CCT GTA GGT CTA AAC TGG ACT CTT TTA AAA ATG GCC TCC AGC GGT TTG CAC 836

C D \ \ L S i D P P P S A G \ P L S D G w | S L \ 175
TGT 'GAT GTG GTT TTA AGC TGG GAT CCA CCT CCC TCC GCC GGA GTG CCT CTT TCA GAT GGA TGG ATC TCA CTG GTT 911

Y E T Q Y R E K D S D Q W N T L E S D K N T Q A Y 200
TAC GAG ACA CAG TAC AGA GAA AAG GAT TCA GAC CAG TGG AAC ACAACTG GAA AGT GAC AAA AAC ACA CAG GCA TAC 986

| Y G L E S N T E Y E L R A R A K M R G F H F G D 225
ATC TAT GGT CTG GAA AGC AAC ACT GAA TAT GAA CTC AGA GCC CGG GCA AAA ATG AGA GGC TTC CAC TTC GGA GAC 1061

F S D S | F | L | P N K E S R | S | T A \% L Vv F T 250
TTC AGT GAC TCC ATC TTT ATA CTT ATA CCT AAC AAA GAAA TCA AGA ATT TCG ATT ACG GCT GTG CTG GTC TTT ACT 1136
A \ S | T | | L M L | Vv \ S R Q Q K | M \ | F L El 275
GCT GTT AGT ATC ACC ATT ATC TTG ATG CTG ATT GTA GTT TCG CGT CAA CAA AAAG ATA ATG GTG ATT TTC TTG CCA 1211
P v P G P K | E G | D P L N F K R G Q A S D F K | 300
CCC GTT CCT GGA CCA AAA ATC GAA GGC ATT GAC CCT TTG AAT TTT AAGAAGA GGC CAG GCA AGT GAC TTT AAA ATC 1286
L G T H P D L R P E L Y S N D E w \ E F | E \' D | 325

TTA GGG ACA CAC CCG GAC TTG CGG CCA GAG CTG TAC AGC AAC GAT CCA TGG GTC GAG TTC ATA GAG GTG GAC ATT 1361

D E P H E S Q Q E L L | A D S S A S D S P Q M P S 350
GAC GAA CCA CAT GAG AGC CAG CAG GAG CTT CTC ATC GCT GAC TCA TCG GCC TCG GAC TCT CCA CAG ATG CCT AGT 1436

S F K D D D S G w A S C C D P D L S D H D Q T D L 375
AGT TTC AAG GAT GAT GAT TCG GGA TGG GCG AGC TGC TGT GAT CCA GAC CTG TCA GAT CAC GAT CAA ACG GAT CTA 1511

K Q A S S S C H D G F L P L S R A H S A A P \ P Q 400
AAA CAA GCT TCC AGC AGT TGC CAC GAT GGT TTC CTC CCG CTG TCA CGT GCA CAC TCT GCG GCT CCC GTG CCA CAA 1586

E P T W S N N L Y S Q \ S D | T Q R G E F \ L S P 425
GAA CCA ACC TGG TCA AAC AAT CTT TAC TCA CAG GTT AGT GAC ATC ACT CAG CGT GGT GAG TTC GTG CTG AGT CCA 1661

E E Q E M A A L Q D K D | N K K K E | Q R L A M | 450
GAA GAA CAA GAA ATG GCA GCT CTG CAG GAT AAA GAC ATC AAT AAG AAG AAA GAA ATC CAA CGG TTA GCG ATG ATT 1736

P D E R G Y T S E T \ A S T | S A H H N K P N P P 475
CCT GAT GAA AGA GGC TAC ACC TCT GAG ACT GTG GCC AGT ACT ATC AGC GCC CAT CAC AAT AAA CCA AAC CCA ccC 1811

K T D Q E Q H S E Y R D T E T S P W S S A F P | L 500
AAG ACT GAT CAA GAA CAG CAC AGT GAA TAT AGA GAC ACA GAG ACA TCC CCT TGG TCC AGT GCT TTT CCT ATT CTT 1886

A K P P S P D Y T M \ D A \ D W T N G L L L K P N 525
GCA AAG CCT CCC AGC CCA GAT TAC ACG ATG GTT GAT GCG GTT GAC TGG ACA AAT GGT CTC CTC TTG AAA CCT AAT 1961

T P T A P Q K A A A K T L F T P \% G Y L T P D L L 550
ACA CCA ACA GCC CCA CAG AAG GCA GCA GCG AAG ACT TTG TTT ACT CCT GTC GGA TAC CTG ACT CCT GAC CTT CTG 2036

D N | T P * 565
GAC AAC ATT ACA CCT TAA ctaaaagtggagtatgtttgctctttgtcagatgtctgactgcttagccaacaccgaacatgaggtgtgatccacgaggagggaatctigaagcaaagcca 2155

gttctcaagccttctccagtggaatggacgtcatgaaacaaatctattggcaagctaataaatggcetgtatatggcctggagcettttectttctcatttggagggttaacaagttcagaggttatittgagcagatatg . 2294

gagtataagtattagctggttgtttgatgcc yataacaactcatttatattagctggttgtttgatgec jataacaactgaattgttatgcttttacatttagtcataagacagctatatttctcta 2435
cctgttgatatacatttgtgtacttttattgttcattttcagtgaactaaccaccagtatgtgtcte jtgcctacttttaatttaaacatcagtc yttac ..Anﬂraﬂrnnnnnnnnrﬂrrtttgtt 2581
tatgatacctggtaattttttgttcctcagttttttcctttttttccat tgactgggcatgattttggggttcaataggat: tatgatggacttttggtgccaagctgtacctaccte aaccacaataa 2725
accaggttaaacgggtttatttgtcttttttgatggtattagagtgggatgtgacccgaattgtgacagactgtaaaaccctgcaaagtccagcaaactttttagttatgtttttgcaggtttgtacattttgtgacgtgett 2868
gggcatgcatcaacagtgttaatcagtagaaatcaaacaatgccttttgtaaccaagtaacgctaaataaaacagcatcagaaga 2975

Figura 20. Secuencia nucleotidica y aminoacidica (deducida) de zghrb (GHRII). Los
nucledtidos (secuencia superior), y aminoacidos (secuencia inferior) estan numerados en
el lado derecho. Las regiones putativas se indican como sigue: el péptido sefal
(rectangulo punteado), residuos de cisteina conservados (circulos grises), sitios
potenciales de N-glicosilaciéon (cuadrados a rayas), motivo FGE/DFS (linea gruesa
superior), dominio transmembrana (rectangulo con linea continua), cajas 1 y 2,
(rectangulos grises), residuos de Tyr intracelulares (rectangulos), codén de stop
(asterisco), sitio de poliadenilacion (subrayado), limites exdn-intrén (triangulos negros)
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Para el caso de ambos receptores no se encontraron secuencias
alternativas 5’ o 3’ UTRs, como se ha observado para el caso de mamiferos y
aves [Revisado en (Saera-Vila, 2009)], lo que se condice con lo observado para
otros peces. Sin embargo, no se debe dejar de tener en cuenta que solo se
trabajé en un unico tejido (higado) y las variantes podrian encontrarse en los
diferentes tejidos, como se ha observado en mamiferos.

Al alinear las secuencias aminoacidicas de todos los GHRs de peces y
SLRs caracterizados hasta la fecha (informacién no mostrada), se pudo
observar la ausencia de un par de residuos de cisteina extracelular en los
GHRs de tipo Il (C5-C6), y 4 residuos de tirosina intracelulares conservados
(ver Y2, Y4, Y5 e Y9 GHRa, Y8 GHRDb Fig. 21), con la excepcion del GHRII de
la anguila japonesa el cual posee el par de cisteinas exclusivos de los GHRI
C5-C6 y muchos otros residuos de tirosina no conservados, y el SLR del
salmon japonés, el cual carece del ultimo residuo de tirosina. Es importante
mencionar que si bien en la Figura 21 el residuo de GHRa Y531, numerado
como Y8, alinea con el residuo de GHRb Y508, en los alineamientos realizados
utilizando todas las secuencias de peces (mencionados anteriormente —no
mostrados-), es en realidad el residuo Y9 de GHRa el que alinearia con este
ultimo de GHRb (lo que se observa también en los entornos de los residuos;
DYT para ambos). Sin embargo, en alineamientos de dos secuencias, los
criterios de penalizacion para los gaps que emplean los programas, muchas
veces hacen que se observen este tipo de discrepancias.

El alineamiento de las secuencias proteicas de GHRa y GHRb de pez
cebra, obtenidas por traduccion in silico, mostrd que poseen un 36 % de
identidad entre ellas y las caracteristicas distintivas antes mencionadas (Fig.
21). En la region intracelular comparten las cajas de sefializaciéon 1 y 2 y un
tercer dominio conservado, que se denomind caja 3, el cual se evidencio
también al realizar alineamientos de GHRs a gran escala utilizando tanto
secuencias de tetrdpodos como de peces (informacion no mostrada). Este
dominio acidico, que posee la siguiente secuencia conservada:
DDDSGRA/TSCY/CD/EPD/E, no ha sido descrito o asociado a ninguna funcién
hasta la fecha. Sin embargo, el alto grado de conservacion observado en todas
las secuencias de los GHRs de vertebrados podria sugerir un rol clave en la

transduccion de la sefal o en su procesamiento.
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* 3 ok 3 kg o * sk, s,z Kkkkkk k o skkkk Kk _sky Kk ok * okk * T

GHRa MAHSLSLRLLYLGLMCGKGLVFAQGSELFSQASDANKGPHLTGCRSSEQVTFRCWWSSGTFQNLSEPGALRIFYQT—— -KALSSDWYECPDYTQT 92
GHRb MEKVLFICVLFTGAAATQNVLPTT----- TQGQTSTR-PHLTGCFSRDMITFRCQWETGSSLNRTELEDLSFFYMLEKDPKKTYGKWIECPSYN-S 89
shkkkky 3 Kk sk gk Kkkkkk LKak Kk akkkkokkkkkhkhhkhhga: Khkk Kkgy Kk kkkkk K Ihokkkky Khkk ok

GHRa VKNECYFNKTFTRIWTSYCIQLRSVPQNTTYDEACFTVENIVYPDPPVGLNWTLLNVSRSGLHFDVLVRWTPPPSADVKT--GWMSLVYQLQYRVK 186
GHRb QRNECYFDASHTFVWYTYVIQLRSVDN--VYEEMSFNIENIVFPDPPVGLNWTLLKMASSGLHCDVVLSWDPPPSAGVPLSDGWISLVYETQYREK 183

dg ok o kk kkkk oo kkkok ok _kk ko kkokkkk ook, ok kkk 322 kk ko2 kokgakkokokkg kkkkkk

GHRa NNTYWEMQELESGTQQSIYGLHTDKEYEVRVRCKMSAF SVFLQVAQIPSKESTFPMALVLSFILIGVVILLIFIVISQQQRLMVIFLEP 282
GHRb DSDQWNTLESDKNTQAYIYGLESNTEYELRARAKMRGFH SIFI---LIPNKESRISITAVLVFTAVSITIILMLIVVSRQQKIMVIFLE 275

Kok hkk g kkkk sk kg :: PRI shkgsk skkkkkkhk g ohkkk ok o .. s .k kK. . shhkkhkk kkk Kk, .
GHRa PIPAPKIKGI PELLKNGKLDQLDSLLS SHDMYKPDFYHADKKNSDTQHLLGLSHSGSSHNLNLKNIP 378
GHRb PVPGPKIEGISPLNFKRGQASDFK ILGTHPDLRPELYSNDPWVEFIEVDIDEPHESQQE- - LLIADSSASDSPQMPSSFKPDDEGWASCCDPDLS 368
1 2 3
* s * k| kkk o ¥ * P shkak k ek skkkk .k *k skkk o . R s
GHRa DPEDLASLLPNHSEQGEHQHSLVSRSSSANPDFQQES- EVVETPIQTQP SWVNMDFYAQVSDFTPAGEV‘MLSPGQLNTSPEKKKKEEENEKKIQFQ 473
GHRb DHD--------------- QTDLKQASSSCHDGFLPLSRAHSAAPVPQEPTWSN-NLYSQVSDITQRGEFVLSPEEQEMAALQDKDINKKKEIQRLA 448

4

T Jkkkkk Kk s kk s ok k skk ok P T Y * ss: PR . . IETEE

GHRa LVSDG- AYTSETTARQFSA DVPSSPGPEQEYQAFPTQGVEGNLWNGDYLVSVNDSQTPYLLLEPPPAP---VLPPISDYTVAEPPSKSSFLAAY 563
GHRb MIPDERGYTSETVASTISAHHNKPNPPKTDQE-QHSEYRDTETSPWSSAFPILAKPPSPDYTMVDAVDWTINGLLLKPNTPTAPQKAAAKTLFTPVG 543
5 6 7 8 9 10

*:.3
GHRa GLSAQPR----- 570
GHRb YLTPDLLDNITP 555

Figura 21. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas deducidas de los GHRs del pez
cebra (Clustal X versidon 2.0). Se ha resaltado lo siguiente: residuos de Cisteina (circulos
grises) y dominio FGE/DFS (rectangulo rojo); regiéon transmembrana (subrayado); caja 1
(celeste); caja 2 (celeste); dominio conservado de funcion desconocida (amarillo) y residuos
de tirosina (rectangulos grises). Los residuos de tirosina se numeraron de acuerdo a la
posicion que poseen en la secuencia de GHRa. Los aminoacidos idénticos entre ambas
secuencias fueron indicados con asteriscos y los simbolos : y . indican residuos
aminoacidos fuertemente y débilmente conservados, respectivamente.

Con respecto a la region extracelular de los receptores; seis de los siete
residuos de cisteina de GHRa, podrian estar implicados en enlaces disulfuro
intracatenarios (C1-C2, C3-C4, C5-C6), y el restante residuo (C7), en la
dimerizacion del receptor, de acuerdo a los estudios realizados en mamiferos
(van den Eijnden et al.,, 2006). GHRb solo posee 5 residuos de cisteina, en
concordancia con lo observado para los GHRII; cuatro de ellos podrian
participar en enlaces disulfuro intracatenarios (C1-C2, C3-C3) y el residuo
restante (C5), en la dimerizacion del receptor, aunque es importante mencionar
que este residuo se encuentra en una localizacion no conservada. En la
mayoria de los GHRs de teledsteos, el residuo de cisteina impar esta
localizado a 7 aminoacidos corriente arriba del dominio de union al ligando
FG/DEFS. Sin embargo, para el caso de GHRb de Danio rerio, Ictalurus

punctatus y Silurus meridionales (Jiao et al., 2006), este residuo esta localizado
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a 72 aa. corriente arriba del dominio de union a ligando, lo que podria ser una
caracteristica distintiva del superorden Ostariophysi, del cual las especies
mencionadas anteriormente son miembros. Teniendo en cuenta que en
mamiferos se ha observado que el correcto plegamiento del receptor involucra
la formacion de puentes S-S entre residuos de cisteina préximos y que el
residuo desapareado ha sido involucrado en el proceso de dimerizacion de los
receptores (van den Eijnden et al., 2006), estas diferencias podrian implicar
mecanismos de union a ligando y dimerizacion de los receptores diferentes al
resto de los teledsteos. La caracterizacion de secuencias de GHRs de tipo Il de
otros Ostariophysi, y sobre todo de ciprinidos, permitira ampliar el conocimiento
en lo que refiere a esta novedosa caracteristica, ya que se debe tener en
cuenta que el ghrb amplificado del pez cebra es el primer y unico receptor de
tipo Il de ciprinidos caracterizado hasta el momento.

Por otra parte, teniendo en cuenta que la funcion de los puentes disulfuro
intramoleculares es mantener la estructura tridimensional de la proteina
(Lodish, 2000), la ausencia de alguno de ellos podria dar lugar a una diferente
conformacién de la regién extracelular (Fig. 22) y alterar las interacciones
ligando-receptor. Podria pensarse entonces, en una diferencia en la capacidad
de unir posibles ligandos entre los GHRI y los GHRII. Estudios de mutagénesis-
dirigida en el GHR de conejo (van den Eijnden et al., 2006) indican que el
primer puente disulfuro es importante en la maduracion del receptor, mientras
que el segundo lo es en la unién al ligando. Por el contrario, las mutaciones
que eliminan el tercer puente disulfuro no afectan de forma aparente el proceso
de sefalizacion intracelular. De esta manera, aunque los GHR de peces
puedan presentar una diferente conformacién tridimensional en su region
extracelular, la presencia o ausencia del tercer puente disulfuro podria no

afectar significativamente a su funcionalidad.

68



Resultados. Capitulo |

Figura 22. Estructura del complejo formado por la GH y la region extracelular de dos GHR
humanos (A) (de Vos et al, 1992). Representacion de la estructura de la regién
extracelular del GHRa (B) y GHRb (C) de pez cebra predicha por el Swiss-modelling
server (OHhttp://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html). Amarillo, residuos de
cisteina que forman puentes disulfuro intracatenarios. Rojo, residuo de cisteina que forma
puentes disulfuro inter-moleculares. Azul, motivo FG/DEFS.

Con respecto a la regién intracelular, ambos GHRs del pez cebra tienen
residuos de tirosina exclusivos, no conservados en otras especies de
teledsteos (Y520, Y563 en GHRa, e Y485 en GHRDb). De éstos, solo el residuo

Y520 de GHRa se fosforilaria de acuerdo a la prediccion de NetPhos. Dos de
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los cuatro residuos de tirosina exclusivos de los receptores de tipo | de GHRa
(Y315 e Y503) (Fig. 17) se encuentran conservados en los receptores de
tetrapodos, lo que sugiere que GHRa es mas similar a los receptores de
tetrapodos que GHRb. Como se menciond anteriormente, el residuo Y544 de
GHRDb (Y10 Fig. 21), conservado entre los GHRs de teledsteos (informacion no
mostrada), esta ausente en el GHRa del pez cebra y en el GHRII de la tilapia
de Mozambique.

Si se comparan los residuos de tirosina de los GHRs de peces con los
residuos del GHR de humanos, aquellos que se fosforilarian en respuesta a GH
serian: el Y320, Y434, Y480 e Y503, para el caso de GHRa, y el Y312, Y409,
Y456 e Y544 para el caso de GHRDb (Tiulpakov et al., 2005; Wang et al., 1996)
(Fig. 17 y 19). Teniendo en cuenta que de estos residuos soélo el cuarto de
ellos no esta conservado entre ambos receptores de pez cebra, se puede
concluir que a pesar de las diferencias encontradas, solo uno de los residuos
podria representar diferencias a nivel funcional, siempre y cuando los
mecanismos de transduccion de sefal estudiados en mamiferos, estén

conservados en teledsteos.
Analisis filogenético

El analisis filogenético de los receptores amplificados se realizé mediante la
construccion de un arbol consenso (1000 réplicas), utilizando el método de
enlace-vecinal NJ (del inglés Neighbour —Joining), considerado adecuado
debido a que el mismo no asume que las velocidades de evolucion de los
linajes son constantes y construye un arbol de manera jerarquica. Como puede
observarse en el filograma de la Fig. 23, los receptores agrupan en dos
grandes clados: los GHRI/SLR por un lado y los GHR Il por otro; agrupando
GHRa y GHRb de pez cebra en cada uno de los clados, respectivamente. A su
vez, dentro de ambos clados, los receptores de las diferentes especies se
agrupan en funcién del orden taxondmico al que pertencen, exceptuando los
GHRI de perciformes. Esta particularidad se mantiene al realizar analisis
filogenéticos por diferentes métodos (informacidon no mostrada). Si bien los
valores bootstrap en las dos grandes ramas (GHRI-GHRII) son bajos (indicados

sobre cada rama Fig. 23), esto también se repite al realizar los estudios por
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diferentes métodos (informacién no mostrada). También se observé que GHRa
de pez cebra agrupé en una rama diferente a los GHRs de cipriniformes
caracterizados hasta la fecha, lo que puede ser importante al comparar

resultados de estudios funcionales entre diferentes miembros de este orden.

100 [T GHRI Acanthopagrus schlegelii .
Perciformes
47 GHRI Sparus aurata

45 SLR Oryzias latipes Beloniformes

[ GHR Oreochromis mossambicus
( Perciformes

m 100 = GHRI Oreochromis niloticus

GHRI maximus
100 SSLEHR HippoglossuSRIpBCrI Pleuronectiformes
99

o3 GHRI Paralichthys olivaceus
GHR Tetraodon nigroviridi Tetraodontiformes
35 ' SLR Oncorhynchus masou Salmoniformes GHRI / SLR
GHRI Anguilla japonica Anguilliformes
GHRI Silurus meridionalis Siluriformes
GHR@aDanio rerio
7 GHR Ctenopharyngodon idella

100

GHRI Carassius auratus
100 ] " Cipriniformes
GHR Cyprinus carpio
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92 | GHR Catla catla

8- GHR Labeo rohita

GHRII Anguilla japonica Anguilliformes
100 GHR II Silurus meridionalis
Siluriformes
100 GHR Ictalurus punctatus
o1 GHRD Danio rerio Cipriniformes
100 |: GHRII Acanthopagrus schlegelii
%0 GHRII Sparus aurata Perciformes
100 [ GHRII Oreochromis mossambicus
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GHRII Oreochromis niloticus GHRII
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GHRII isoforma 1 Oncorhynchus kisutch
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Figura 23. Analisis filogenético de las secuencias de los GHRI/SLR y GHRII de
teledsteos. Las secuencias de los GHRs de tetrdpodos se utilizaron como grupo
comparativo externo. Sobre cada rama se muestran los valores bootstrap como % luego
de 1000 repeticiones, indicando la credibilidad de cada rama. Las longitudes de las ramas
son proporcionales al numero de cambios en la secuencia de aa. en la rama. Las
denominaciones de las secuencias utilizadas se condicen con lo informado por la base de
datos GenBank del NCBI.
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Organizacion génica de los receptores

Utilizando las secuencias de los ADNc obtenidos para los receptores y la
base de datos Ensembl 46.7 (Versidn 7), mediante analisis bioinformatico se

determiné la estructura génica de ambos zghrs (Fig. 24).

ghra
j H ’g‘ ’:‘ E] ’E‘ H H ‘9. Chromosoma 8
ghrb Barras de escala

Exones

VVVVVVVV B P EEEER Al -

Figura 24. Organizacion génica de los zghrs. Los exones se encuentran representados
con rectangulos lisos, y con rayas horizontales se indica la porcién correspondiente a
las 5 y 3' UTRs. Las lineas de puntos que se extienden entre los exones de ambos
genes simbolizan la correspondencia entre los mismos.

=)

Para el caso de ghra, se obtuvo un gen localizado en el cromosoma 8,
codificado en la hebra reversa, que consta de 9 exones y 8 intrones, el cual
daria lugar a un transcripto primario de aproximadamente 138 kilopares de
bases (kbp). El exdn 1y 16 pb del exén 2, codifican para la region 5 UTR y la
ultima porcion del exén 9, para la regidn 3’ UTR. Los exones 2-6 codifican para
el dominio extracelular, con el péptido sefal codificado en el exén 2. El exon 7
para el dominio transmembrana, y los exones 8-9 para el dominio intracelular.
Ghra tiene dos grandes intrones (1 y 2) de aproximadamente 32 kpb y 85 kbp,
respectivamente.

Ghrb esta localizado en el cromosoma 21, consta de 10 exones y 9
intrones, esta codificado en la hebra directa, y daria lugar a un transcripto
primario de aproximadamente 22,5 kpb. La region 5 UTR se encuentra
codificada en el exon 1 y parte del exon 2, y la 3' UTR en parte del exén 9y
todo el exén 10. Los exones 2-6 codifican para el dominio extracelular, el exon

7 para la regidén transmembrana, y los exones 8-9 para el dominio intracelular.
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Para el caso de ambos zghrs todas las secuencias situadas en los limites
exon-intrén siguen la regla GT-AG, y los nucledtidos a su alrededor estan en
concordancia con las secuencias consenso encontradas cerca de los sitios de
corte y empalme.

Como puede observarse en la Figura 24, los tamanos de los genes de los
ghrs de pez cebra difieren mucho respecto de lo informado para las otras
especies de peces (Nakao et al., 2004; Pérez-Sanchez et al., 2002), en las que
la secuencia de los ghrs no se extiende por mas de entre 6 u 8 kb, siendo los
intrones relativamente pequefios. En cambio, la enorme longitud observada
para los genes de los ghrs de pez cebra, debida mayoritariamente a sus
enormes intrones, se parece mas a lo observado en vertebrados superiores,
como el raton y el hombre (ver Fig. 15). Esta discrepancia podria estar
relacionada con mecanismos regulatorios similares, presentes en pez cebra y
en vertebrados superiores, teniendo en cuenta que por un lado los intrones son
secuencias con una gran presencia de elementos regulatorios (Lodish, 2000) y
por otra parte que tanto pez cebra como las especies mencionadas y/o
estudiadas presentan crecimiento definido. La descripcion de un mayor numero
de genes de ghrs tanto de peces como de otros vertebrados podria aportar
mucha informacion en este punto.

Por otra parte, existe un alto grado de conservacion en la organizacion
exén-intrén entre ambos genes (Fig. 24), lo que estaria en concordancia con la
teoria de que los receptores son producto de la duplicacion completa del
genoma que sufrieron los teledsteos, conocida por las siglas FSGD del inglés
fish-specific genome duplication, ocurrida hace aproximadamente 450 millones
de afios (Fukamachi & Meyer, 2007; Volff, 2005) Por ende, los GHRI/SLR
serian una copia producto de una duplicacién especifica de un GHR ancestral,
cuyo pariente mas préoximo podria estar representado por los ghrs
caracterizados en esturion (Huso dauricus) y en el pez pulmonado Protopterus
dolloi (Fukamachi & Meyer, 2007).

Con respecto a los genes de ghrs de peces caracterizados hasta el
momento, ninguno de los ghrs de pez cebra muestra una exacta
correspondencia con ellos. Por un lado, carecen del exdn complementario 10A
que codifica para la ultima parte de la regién intracelular y el 3' UTR. Tanto

para ghra como para ghrb, la regidn intracelular se encuentra codificada en dos
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exones y no en tres, como en dorada y falso halibut del Japén (Nakao et al.,
2004; Saera-Vila et al., 2007a), mostrando mayor similitud con el GHRII del
bagre de canal (Small et al., 2006). Esto ultimo podria deberse a la mayor
proximidad filogenética entre el pez cebra; un ciprinido y el bagre de canal; un

silurido, que con un perciforme o pleuronectiforme, respectivamente.

Analisis de las regiones promotoras

Un analisis in silico realizado con el software ElDorado, permitié corroborar
que la organizacion exon-intron deducida para los ghrs (Fig. 24) se condecia
con lo predicho por dicho software. Por otra parte, dicho analisis predijo para
ambos genes regiones promotoras en torno al exon 1 de aproximadamente 600
pb, abarcando las mismas tanto la regién 5’ flanqueante como parte del exén 1.
Ademas, confirmé que las regiones 5 UTRs amplificadas estarian
aproximadamente completas. En funcién de lo mencionado, se asignaron los
sitios probables de inicio de la trascripcion para ambos genes, los que se
correspondieron con el primer par de bases de las secuencias 5 UTRs
amplificadas. Es importante aclarar, que si bien muchas de las predicciones se
condicen con lo experimental; reforzando por ende las mismas, y que las
condiciones de trabajo respecto a la amplificacién de las regiones 5 UTRs se
optimizaron de forma de asegurar obtenerlas completas, para la asignacién, sin
lugar a dudas, de los sitios de inicio de la transcripcion se requiere aun de
comprobacién experimental mediante otro tipo de técnicas.

Una vez establecidos los sitios probables de inicio de la transcripcion se
analizaron las regiones 5’ flanqueantes; el exon 1 y parte del intrén 1 mediante
el software Matinspector, de forma de buscar sitios de unidn para factores de
transcripcion y factores regulatorios y poder predecir las regiones promotoras.
Se analizaron 400 pb de bases corriente arriba del sitio probable de inicio de la
trascripcion (-400), el exén 1 completo y 400 pb del intron 1, debido a que para
muchos genes se ha observado que regiones proximas del primer intron suelen
contener elementos regulatorios (Lodish, 2000). Los resultados (informacion no

mostrada) se esquematizan en la Figura 25.
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GATA2: FT asociado al sistema inmunitario.
PAX6: FT involucrado en el desarrollo de ojos y sistema sensorial.

[l CREB: “cAMP-responsive element’, ER a AMPc. I:] GATA3: FT involucrado en la especificacion del destino celular.
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RREB: “Ras-responsive element”, ER a Ras.

v NRF1: “Nuclear respiratoy factor 1", factor nuclear respiratorio 1.
RXR: ER a acido retinoico
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PIT1: FT especifico de la glandula pituitaria.
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Figura 25. Representacién esquematica de las regiones promotoras predichas para los
ghrs de pez cebra y regiones regulatorias anexas. Sobre cada una de las regiones se
encuentran situados simbolos que representan los sitios de union a los factores de
transcripcion que se listan. Para el caso del intron 1 sélo se han analizado y
esquematizado los primeros 400 pb. Los factores localizados por encima y por debajo de
las barras representan la localizacion de su secuencia; hebra (+) y hebra (-),
respectivamente. Han sido indicados la mayoria de los sitios analizados en el estudio,
aunque no todos. Abreviaturas: FT, factor de transcripcion; ER, elemento respuesta.
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Como puede observarse a simple vista, las secuencias flanqueantes 5’ de
los zghrs son sumamente diferentes, asi como las demas regiones regulatorias
analizadas, si bien el alineamiento entre ambas regiones (informacion no
mostrada) indica que presentan aproximadamente un 50 % de identidad entre
ellas. El analisis de las secuencias reveld que ambos ghrs presentan una
estructura relativamente compleja, con mayor similitud a lo observado en
mamiferos que a lo observado en dorada o el falso halibut del Japon (Nakao et
al.,, 2004; Saera-Vila, 2009), evidenciandose la presencia de secuencias
consenso del tipo CCAAT, islas CpG, asi como Inrs, ademas de cajas TATA.

Para el caso de la region flanqueante 5’ de ghra se observé la presencia
de una region promotora probable en parte del exén 1 y la region corriente
arriba del mismo; con la presencia, en la regiéon proximal (-63), de la secuencia
consenso CCAAT y una secuencia similar al consenso del “Downstream
promoter element” (DPE); situada a 93 pb en direcciéon 3’ del sitio predicho de
inicio de la transcripcion (+1). Rodeando al consenso CCAAT, se encontraron
zonas ricas en GC (sitios de union de factores Sp1), sitios de union para
proteinas activadoras (AP-1) y para factores de transcripcion de la familia E2F.
Se encontraron también 4 cajas TATA situadas a diferentes distancias corriente
arriba del sitio +1; dos de ellas especificas de musculo, y también secuencias
consenso Inr corriente arriba y corriente abajo del sitio de inicio, varias de ellas
rodeadas de sitios de union a proteinas activadoras (AP-1).

Los consensos CCAAT aparecen en cualquier orientacion entre las
posiciones — 60 y — 80 del sitio de inicio de la transcripcion y estan conservados
entre especies (Mantovani, 1999). Los CCAAT normalmente estan rodeados de
otros elementos importantes para la actividad del promotor, como Sp1 (Wright
et al., 1995) y su interaccién es necesaria para el comienzo de la transcripcion
(Mantovani, 1999). La presencia de zonas ricas en GC (sitios de union de
factores como Sp1) es comun en este tipo de promotores, y en los promotores
de las variantes ubicuas del GHR de mamiferos se han identificado tanto sitios
CCAAT como Sp1 funcionales (Goodyer et al., 2001).

En primera instancia, podria decirse que el promotor de ghra es una
combinacion entre lo observado en mamiferos y lo observado en la dorada. En
este punto podrian tenerse en cuenta varias posibilidades; o bien que las cajas

TATA actuasen como en el caso de mamiferos (Goodyer et al., 2001),
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regulando la transcripcion tejido especifica y en ese caso las secuencias 5’
UTR encontradas para higado estarian incompletas; o bien, que fuese a la
inversa de ellos, y que las cajas TATA se utilizasen para la expresion ubicua
del ghra, y en cambio la transcripcion en higado estuviese dictada por la
secuencias consenso antes mencionadas. Por otra parte, al alinear las
secuencias de las regiones mencionadas anteriormente correspondientes al
pez cebra y a la carpa china (informacion no mostrada), se observé una
altisima conservacion entre ambas; con un porcentaje de similitud mayor al
70% entre éstas, encontrandose la secuencia consenso CCAAT y la zona rica
en GC exactamente conservadas entre ambas especies, asi como las regiones
flanqueantes a las mismas. Esto podria indicar un alto grado de conservacion
entre las secuencias promotoras para las especies de una misma familia, como
en este caso los ciprinidos.

Para el caso de la region flanqueante 5’ de ghrb se observé la presencia
de una region promotora probable en la region corriente arriba del sitio de inicio
de la transcripcién; con la presencia, en la regidén proximal, de zonas ricas en
GC (sitios de unién de factores como Sp1), asi como también, factores
activadores del sitio de inicio de la transcripcion (YY1F). A diferencia de ghra,
no se encontraron secuencias consenso CCAAT en la region promotora, pero
al igual que en éste, se encontraron tres posibles cajas TATA corriente arriba
del sitio de inicio de la transcripcion, con secuencias proximales de union a
proteinas activadoras (YY1F) y proteinas de la familia E2F.

Con respecto a los demas sitios potenciales de union de factores de
transcripcion identificados, aunque existen algunas similitudes, se pueden
destacar varias diferencias interesantes entre ambos ghrs. En primer lugar,
ambos genes presentan un elevado numero de sitios potenciales de regulacién
relacionados con el desarrollo, la hematopoyesis y el sistema inmune, asi como
también elementos respuesta a hipoxia. Esto ultimo refuerza lo observado a
bajas tensiones de oxigeno; donde se evidencio un retraso en el crecimiento de
larvas de pez cebra correlacionado con una disminucion en la expresion de los
ghrs (Ariel Reyes, comunicacion personal). Con respecto a las diferencias
entre ambos receptores; ghrb presenta un gran numero de sitios de unién a
factores de transcripcion del tipo STAT1/5 en las regiones proximales, que

podrian actuar en un loop regulatorio del receptor. Ademas, presenta sitios
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potenciales de unién a acido retinoico, un regulador clave en procesos
fundamentales del desarrollo embrionario (Schier, 2001). Otra diferencia
llamativa es la presencia de un sitio de union a p53, ausente en ghra. Segun
estudios desarrollados en mamiferos, este factor de transcripcién actua como
supresor tumoral de ciertos tipos de tumores, desempefiando un papel
importante en la regulacién del proceso de apoptosis y en el control del ciclo
celular (Lodish, 2000). Para el caso del pez cebra, se ha observado que p53 es
altamente similar al p53 de mamiferos, tanto en estructura como en funcién
(Storer & Zon, 2010). Por ende, la presencia de un sitio de unién a p53 en ghrb,
podria sugerir que este receptor podria estar asociado a funciones de control
en el proceso de proliferacion celular, desencadenado de forma indirecta por
GH (via IGF-l) o de forma directa por la hormona, por mecanismos aun poco
conocidos. Esto permitiria asociar a GH a procesos tanto proliferativos como
de muerte celular, pudiéndola involucrar en mecanismos de recambio
celulares.

Ademas, presenta gran cantidad de potenciales elementos respuesta a
hormonas esteroideas y sitios consenso CRE (elementos respuesta a AMPc
del inglés “cCAMP-response element’) rodeando a las cajas TATA o islas CpG,
similar al caso de dorada. Estos elementos estan relacionados con la respuesta
al estrés. El consenso CRE interactua con la familia de factores ATF/CREB,
todos ellos factores relacionados con la respuesta al estrés (Saera-Vila, 2009).
De hecho, el factor ATF3 se ha descrito como un represor transcripcional ligado
a la respuesta hepatica al estrés (Saera-Vila, 2009).

Por ultimo, es importante destacar que uno de los sitios para union a
factores de transcripcion de la familia HIFF de ghrb, es especifico para el
heterodimero Clock/Bmal1 (perteneciente a la familia HIFF), regulador
transcripcional asociado a los ritmos circadianos. Por ende, esto podria ser un
punto de conexion entre las oscilaciones estacionales en el crecimiento y las
variaciones en los niveles de expresion de los ghrs observadas en muchas
especies de peces. Los peces exhiben ritmos diarios de locomocion y
comportamiento alimentario impulsados por osciladores en el cerebro que
estan sincronizados con ciclos ambientales y coordinados con relojes
periféricos que regulan sistemas fisioldgicos, incluyendo la sintesis proteica por

ejemplo (ritmos circadianos). Cémo los ritmos diarios y/o estacionales de
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alimentacion y crecimiento muscular podrian estar regulados en los peces, es
un tema aun muy poco estudiado, y del cual se tienen muchas expectativas
para el futuro. Recientemente se ha demostrado que myoD es un blanco de los
reguladores transcripcionales asociados a los ritmos circadianos Clock y
Bmal1. Estos y otros genes ‘reloj” de mamiferos estdan ampliamente
conservados en teledsteos y estan regulados por sefales ambientales
(Johnston et al., 2011).

Si bien las hipdtesis aqui planteadas requieren de comprobacion
experimental, abren lugar a muchas aristas de discusion/experimentacion en un
tema tan importante para la productividad en la acuicultura como es el
crecimiento somatico en los peces y los mecanismos de integracion fisiologicos
conectados con las circunstancias ambientales, estacionales y demas, que

terminaran influenciandolo directa o indirectamente.
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CAPITULO II: Estudio de los patrones de expresién de los ghrs a

nivel del ARNm y las proteinas
INTRODUCCION

Gran variedad de estudios se han llevado adelante en lo que respecta a los
patrones de expresion de los ARNm de los GHRs en tejidos de peces, tanto a
nivel cualitativo (RT-PCR) como cuantitativo (PCR en tiempo real). Como
consecuencia de ellos, se ha demostrado que los GHRs estarian presentes de
forma casi ubicua en peces adultos, habiéndose detectado en cerebro (Perez
Sanchez et al., 1991) génadas (Gomez et al., 1999), branquias, intestino,
rinones (Sakamoto & Hirano, 1991) y musculo (Jiao et al., 2006), entre otros,
con predominancia en el higado, blanco principal de la accion de GH. A su
vez, los niveles de expresion observados para los GHR de tipo | 6 los de tipo Il
en un tejido en particular no siempre se correlacionan entre especies,
habiéndose observado multiples dependencias en la expresiéon de los mismos,
ya sea en lo que respecta a la edad, estatus fisioloégico del animal, tipo de
alimentacion, entre otros (Pérez-Sanchez et al., 2002). Como contraparte,
existen muy pocos estudios de expresion de los GHRs a nivel de proteinas en
peces, existiendo escasas publicaciones acerca de los mismos a nivel proteico
hasta la fecha, en especies como la dorada, el fletan del Atlantico, la trucha
arcoiris y el pez rojo, entre otras (Calduch-Giner et al., 2003; Gray & Tsai, 1994;
Hildahl et al., 2008; Liao & Zhu, 2004; Sohm et al., 1998; Sun et al., 1997;
Zhang & Marchant, 1999).

Por otro lado, en vertebrados han sido descriptas un gran numero de
variantes del ARNm de ghr, originadas por procesamiento alternativo del
trascripto primario de dicho gen. Algunas de ellas codifican para las proteinas
de union a GH (GHBPs, del inglés GH binding proteins), las cuales son
proteinas solubles circulantes (ver mas adelante) y otras, originan formas
truncadas del receptor, que son isoformas ancladas a la membrana las cuales
carecen de la mayor parte del dominio intracelular del mismo (Edens &
Talamantes, 1998). En peces, estas formas truncadas han sido identificadas en
peces planos como el rodaballo, el falso halibut del Japén y el fletan del
Atlantico (Calduch-Giner et al., 2001; Hildahl et al., 2007; Nakao et al., 2004), y
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probablemente actiuen como reguladores negativos de la accion de GH
(Calduch-Giner et al., 2001).

Ademas, es importante mencionar que GHR esta sujeto a modificaciones
post-traduccionales durante su sintesis, entre las que se pueden destacar la
glicosilacion y, en algunas especies, la protedlisis especifica. Asociado a este
proceso, se debe tener en cuenta que la GH no se encuentra de forma libre en
circulacion, sino asociada a las proteinas de union mencionadas (GHBPs). Si
bien se desconoce su rol exacto dentro del eje GH-IGF-I, estudios en
mamiferos indican que las mismas aumentarian la vida media de la hormona, y
controlarian la disponibilidad de la misma para unirse a los receptores. En
mamiferos, el 60% de la GH plasmatica esta unida a GHBPs de alta afinidad
(Baumann, 1995; Baumann, 2002). Por otra parte, segun estudios realizados
también en mamiferos, las GHBP son proteinas glicosiladas que se
corresponden con el dominio extracelular de GHR, es por ello que algunos
autores suelen denominarlas “formas solubles del receptor” (Baumann, 1995;
Baumann, 2002). Con respecto a su origen, las GHBPs se puede generar a
partir del receptor por dos mecanismos diferentes: por protedlisis del GHR
anclado a membrana (humanos, cerdos, monos, entre otros) o por
procesamiento alternativo del ARNm que codifica para el GHR, mecanismo
que conduce a la pérdida de las regiones del transcripto que codifican para la
los dominios transmembrana y citoplasmatico y que se ha visto que ocurren
principalmente en el caso de la rata y el raton, y también en el pollo y el mono
(Kopchick & Andry, 2000). Para el caso de los peces, han sido caracterizadas
GHBPs en la trucha arcoiris, en el pez rojo y recientemente en el lenguado fino,
pero los mecanismos por los cuales se producen son aun desconocidos
(Bjornsson et al., 2002; Fuentes et al., 2012).

Ademas, y como se menciond en otras secciones, no se debe dejar de
tener en cuenta que se ha postulado que los receptores de tipo I, podrian ser
en realidad receptores para SL, y los de tipo Il, los verdaderos receptores de
GH (Fukamachi et al., 2005), lo que ha derivado en la generacion de una
enorme controversia respecto a este punto.

En los peces se sabe que aunque el eje somatotréfico (ST) es la fuente
principal de GH e IGF-I circulantes, una vez que la glandula pituitaria se ha

desarrollado y el higado es funcional; los transcriptos que codifican para estas
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hormonas también estan presentes en muchos tejidos no relacionados a dicho
eje, asi como también en embriones, previo a que el eje ST y el higado sean
funcionales (Li et al., 2007).

En funcién de todo lo mencionado y aprovechando las ventajas del pez
cebra en lo que respecta a las particularidades y su amplio conocimiento sobre
el desarrollo embrionario, se plante6 el estudio de la expresion de los ARNm de
los zghrs en los tejidos del pez cebra y durante el desarrollo embrionario
temprano y tardio. También se realizaron estudios a nivel proteico, para los
cuales no existian antecedentes en otros peces. Los resultados de estos

enfoques se desarrollaran al lo largo del presente capitulo.

RESULTADOS y DISCUSION

Patrones de expresion de ghra y ghrb en tejidos de peces adultos

Se estudiaron los patrones de expresion de los receptores en los tejidos de
peces adultos, mediante la técnica de RT-PCR, utilizando un par de cebadores
especificos para amplificar el fragmento de interés correspondiente a cada
receptor. También se realizé la amplificacidon del mensajero del factor de
elongacion 1 alfa (EF1a) como control. Los patrones de expresion se validaron
por hibridacion de tipo Southern utilizando sondas especificas marcadas con
digoxigenina. Los cebadores especificos utilizados fueron disefiados de forma
que hibriden en exones diferentes, para evitar la amplificacion de ADN
genodmico contaminante y comprenden la mayor parte de la region intracelular
de cada receptor incluyendo la region transmembrana (Fig. 26B). La eleccion
de su localizacion estuvo relacionada con el hecho de que se ha informado en
algunas especies de peces y en mamiferos la presencia de receptores truncos
(que carecen de la region intracelular completa) y también de variantes de
menor longitud, como se menciond anteriormente (Amit et al., 1997; Calduch-
Giner et al., 2003; Dastot et al., 1996). Por ende, utilizando esta estrategia de
trabajo, el tamafo del producto de amplificaciéon permite discriminar si se esta
observando la expresion del receptor de longitud completa o una variante del
mismo. Los fragmentos de amplificacion esperados para los receptores de

longitud completa poseian 898 pb y 701 pb, para ghra y ghrb respectivamente.
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Figura 26. Patrones de expresion de ghra y ghrb en tejidos de peces adultos. A) Se
muestran los patrones estudiados por RT-PCR e hibridacién de tipo Southern para el
mensajero de cada receptor. Los mensajeros de EF1alfa se amplificaron como control. (-)
controles negativos para los distintos pares de cebadores, que consistieron en reacciones
de PCR en las cuales se colocd agua en lugar de la muestra. B) Esquema de los ADNc
de ghra y ghrb, las posiciones aproximadas de los cebadores utilizados en las reacciones
de PCR y de las sondas empleadas en las hibridaciones.
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Para el caso de ghra se observo expresion del transcripto de la longitud
completa esperada (898 pb) en bazo, intestino, higado, rifidn y ovario (Fig. 26
A). Al realizar la hibridacion con las sondas especificas se evidencié la
presencia de fragmentos de amplificacibon de menor longitud; uno de
aproximadamente 550 pb, presente en todos los tejidos positivos para el
producto de longitud esperada (898 pb); y otro de aproximadamente 700 pb,
exclusivo de higado (Fig. 26 A). Con respecto a ghrb se observo expresion en
los mismos tejidos que para ghra y, ademas, en musculo. Al igual que en el
caso anterior, luego de realizar la hibridacién se observé la presencia de un
fragmento de amplificacién de menor longitud, de aproximadamente 450 pb,
presente en todos los tejidos positivos para el fragmento de longitud completa
(700 pb). Bajo las condiciones experimentales de trabajo no se observo
expresion de los transcriptos de ghra 6 ghrb en las muestras de cerebro,
corazon, piel, vejiga natatoria y testiculo en peces adultos (Fig. 26 A).

La expresion de los transcriptos de los ghrs en higado ha sido reportada en
todas las especies de peces y mamiferos analizados hasta la fecha, debido a
que el higado es el principal érgano blanco para la homona de crecimiento
(Kaplan & Cohen, 2007). La expresion de ambos ghrs en intestino ha sido
reportada en muchas especies de peces, aunque en bajos niveles (Filby &
Tyler, 2007; Jiao et al., 2006; Lee et al., 2001; Li et al., 2007), sin embargo, no
existe demasiada informacion acerca de la posible funcién directa de GH en
este organo digestivo, el cual tiene una importancia especial en el caso de un
pez sin estbmago como el pez cebra. Ambos receptores también fueron
detectados en tejidos relevantes a nivel inmunitario como son el rifndn y el bazo.
A pesar de que el efecto inmunomodulatorio de GH ha sido reportado en peces
(Yada, 2007), los mecanismos de accion de GH en este sentido, permanecen
aun sin dilucidar. Cabe mencionar, ademas, que SL también ha sido asociada a
funciones inmunitarias (Calduch-Giner et al., 1998).

Por otra parte, se observo expresion de los ghrs asociada al género, siendo
detectados ambos receptores en ovario pero no en testiculo, con una
importante expresién para el caso de ghrb. Si bien en la mayoria de las
especies donde se ha estudiado la expresion de ambos ghrs se ha detectado
su expresion tanto en ovario como en testiculo, en general, en éste ultimo los

niveles de expresion de los receptores suelen ser muy inferiores respecto al
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ovario. Existe considerable evidencia que el eje GH/IGFI posee un rol
importante en la reproduccion, pero no esta claro si es a través de mecanismos
endocrinos o paracrinos/autocrinos (Canosa et al., 2007; Reinecke, 2009). Los
transcriptos de GH y GHR y sus correspondientes productos proteicos han sido
detectados en ovocitos, células de la granulosa y células del estroma de
mujeres y fetos (Abir et al., 2008), y en ovocitos y células de la granulosa de
ratas (Lobie et al., 1990). En teleGsteos, se ha observado una localizacion
especifica de los transcriptos de los ghrs en el citoplasma y el nucleo de
ovocitos inmaduros, y en células de la granulosa y la teca rodeando a ovocitos
vitelogénicos de tilapia del Nilo (Ma et al.,, 2007). De forma similar, se ha
reportado la presencia de los transciptos de los ghrs en muestras de testiculos
de la carpita cabezona, la trucha arcoiris y la tilapia del Nilo (Filby & Tyler,
2007; Gomez et al., 1998; Ma et al.,, 2007). Sin embargo, en la carpita
cabezona, (pez mas proximo filogenéticamente al pez cebra) los niveles de
expresion del GHR de tipo | observados en testiculo por PCR en tiempo real,
son extremadamente bajos; y en tilapia del Nilo, la expresion muestra una alta
dependencia con el estado de desarrollo de las gdénadas durante el ciclo
reproductivo (Filby & Tyler, 2007; Ma et al., 2007). Esto podria implicar que la
ausencia de los transcriptos de los ghrs en testiculo de pez cebra (Fig. 26 A)
podria estar relacionada al estatus reproductivo de los individuos seleccionados
para este estudio o podria deberse a un problema de sensibilidad de la técnica
de deteccion.

Para el caso de la muestra de musculo se observd una diferencia
significativa en la expresion de ambos receptores, detectandose solo el
transcripto de ghrb, lo cual sugiere un rol especifico de este receptor en
musculo de peces adultos.

A pesar de que los ghrs han sido detectados en casi la mayoria de los
tejidos en otras especies de teledsteos, incluyendo el cerebro, no podemos
descartar diferencias especie especificas; ya que el pez cebra posee
crecimiento determinado, a diferencia de la mayoria de las especies de peces
mencionadas, en las cuales la talla corporal no se fija (Biga & Goetz, 2006).
Ademas, hay que mencionar que gran parte de los estudios de los patrones de
expresion de los ghrs implican la amplificacion de fragmentos cortos de los

receptores; en cambio, en nuestro caso, los cebadores utilizados abarcan la
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mayor parte de la region intracelular, (incluyendo la regidon transmembrana) lo
que permite diferenciar entre la expresion de un receptor de longitud completa
de la expresion de transcriptos alternativos. Esta diferencia metodoldgica
podria estar influenciando la deteccion de los transcriptos en algunos tejidos,
considerando la enorme longitud que poseen los transcriptos y su baja
abundancia.

Por otra parte, es muy importante tener en cuenta un estudio realizado
recientemente en el pez cebra donde se determiné la curva de crecimiento para
este organismo. En el mismo, se evidenci6 que la fase de crecimiento
exponencial se da entre los 9 dpf y los 51 dpf, observandose un plateau en el
crecimiento a partir de los 65 dpf (Gomez-Requeni et al., 2010). Podria
pensarse entonces que, como en el estadio en el cual se realizaron los
estudios el pez cebra no estaria creciendo, habria una regulacién negativa del
eje GH-IGF-I (hecho observado tanto en mamiferos como en peces) (Lai et al.,
1993; Saera-Vila et al., 2007b); y por ende de los GHRs, evidenciandose los
mismos solo en aquellos tejidos donde posee un rol particular no asociado a

una funcion especifica del crecimiento.

Caracterizacion de las isoformas de los receptores

En funcion de los resultados obtenidos en lo que refiere a la amplificacidon
de fragmentos de menor longitud, se decidié clonar y secuenciar estos
fragmentos observados. Los mismos se clonaron a partir de dos tejidos
diferentes (higado e intestino) para evidenciar la posible variabilidad entre
tejidos, en caso de que existiese y descartar la presencia de un artefacto de
amplificacion.

Para el caso de ghra, se cloné un fragmento de 532 pb, denominado t;ghra
(Genbank GQ890150) que se corresponde con la banda de amplificacion de
aproximadamente 550 pb observada en todos los tejidos positivos para el
fragmento de longitud completa (898 pb). La secuencia de t;ghra posee una
delecion interna de 380 pb, pero es idéntica al producto de longitud completa
en ambos extremos. También se clonaron de higado dos fragmentos cuya
secuencia es diferente pero que poseen aproximadamente igual longitud; 695
bp y 697 pb, denominados t,ghra (Genbank GQ890151) y tsghra (Genbank

GQ890152) respectivamente. Es decir que en realidad, la banda de
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amplificacion de 700 pb exclusiva de higado, se correspondia con dos
productos diferentes de aproximadamente la misma longitud.

Para el caso de ghrb también se clonaron dos fragmentos; uno de 420 pb y
otro de 471 pb, denominados t;ghrb (Genbank GQ890153) y t,ghrb (Genbank
GQ890154) respectivamente, lo que implica que la banda de amplificacién de
450 pb observada en todos los tejidos también se correspondia con dos
fragmentos de longitud similar pero de secuencia diferente. Comparando estos
fragmentos con los transcriptos de longitud completa, ambas secuencias
poseen una delecién interna, careciendo de aproximadamente 280 pb en
diferentes posiciones en la secuencia.

Los fragmentos secuenciados se ensamblaron in silico, utilizando las
secuencias de las regiones corriente arriba y corriente abajo de ghra y ghrb, de
manera de lograr un marco abierto de lectura completo para cada uno. Las
secuencias obtenidas se tradujeron in silico obteniéndose las diferentes
isoformas de GHRa y GHRb que se esquematizan en la Figura 27. En dicha
figura, ademas de los GHR de longitud completa y sus isoformas, también se
encuentra representado el GHR de raton, en el cual los dominios asociados a
la transduccion de la senal han sido estudiados ampliamente (Rowland et al.,
2005). La region extracelular de las isoformas alternativas tanto para GHRa
como para GHRb se encuentra indicada con un signo de interrogacion ya que
se desconoce si su secuencia es igual o no a la de los receptores completos.

Para el caso de ghra todos los fragmentos (t;ghra, toghra, tsghra) una vez
ensamblados, generan por traduccion in silico, proteinas que poseen
deleciones internas y por ende carecen de diferentes residuos de Tyr segun
sea el caso (Fig. 27). La isoforma t{GHRa, carece de una region que abarca la
Caja 3 de senalizacion y dos residuos de Tyr (Y373 e Y434). Uno de estos
residuos es caracteristico de los GHR | y el otro esta conservado entre los
GHRs de teledsteos. Ademas, uno de los residuos es homélogo al residuo de
Tyr de ratén que une la proteina adaptadora Shc, la cual une a su vez factores
de crecimiento del tipo Grb2 (del inglés Growth factor receptor-bound protein 2)
por ende, involucrados en la funcion proliferativa del receptor. El otro residuo es
homdlogo al residuo encargado de la activacion de fosfatasas que contienen
dominios SH2 (SHP-2), involucradas en la detencion de la sefial iniciada por

fosforilaciéon (Zhu et al., 2001). La isoforma t,GHRa carece de una region de 70
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aa. proxima a la Caja 2, que posee un unico residuo de Tyr homologo al
implicado en la funcion proliferativa del receptor de ratdn (via activacion de
Grb2). Por ultimo, la isoforma t3GHRa, carece de dos residuos (Y434 e Y480);
uno homologo al involucrado en la activacion de fosfatasas y el otro homélogo
al involucrado en la activacion de STATS y por ende, implicado indirectamente
en la activacion de IGF-I, efector principal de las funciones de GH (Lanning &
Carter-Su, 2006). De acuerdo a estos resultados y a las comparaciones hechas
con los receptores de ratdn, el pez cebra tendria diferentes isoformas de ghra
que podrian actuar selectivamente estimulando distintas vias de sefalizacion,
si las moléculas asociadas al receptor e involucradas en las vias de
sefalizacion estuviesen conservadas entre las especies. Estudios recientes
realizados en diferentes especies de peces han demostrado que muchas de las
moléculas implicadas en la transduccién de la sefial de GHR observadas para
el caso de mamiferos estan conservadas en peces, habiendo evidencia para:
JAK2, STAT5, MAPK y PI3K (Ahmed et al., 2011; Fuentes et al., 2011; Fuentes
et al., 2012).

89



Resultados. Capitulo Il

: BOX1
Isoformas exclusivas de —
higado
( \ BOX 3
@ 695 bp 697 bp
t,GHR b Mus musculus
GHR b t,GHR b GHRa tGHRa t,GHR a t,GHR a GHR
m’EXT I T T
e e — Y 315 = Y gl Y
Y312 Y Y 320 Y Y
Y 373 Y \ﬁ o
Yao9 Y434 Y ::
Y456 Y 480 \\f:‘ \\’( i 5 ‘\';y;g%?___
ven N -
Y520 Y v ¥ [ SHP1
Y485 V531 Y M Y
Y508 Y548 Y Y Y Y(FiSEs»
Y 544 Y 569 Y Y Y Ya@

Figura 27. Isoformas de GHRa y GHRb de pez cebra obtenidas por traduccion in silico de
las secuencias ensambladas. También se encuentran representados los receptores de
longitud completa de pez cebra y el receptor de raton con las moléculas de sefalizacidn
asociadas a los diferentes residuos de tirosina intracelulares. Esquema adaptado de
(Rowland et al.,, 2005). Los residuos de tirosina de los receptores de pez cebra se
encuentran localizados de manera de mostrar la homologia con los residuos de raton. Las
cajas blancas localizadas sobre las isoformas de GHRa representan las regiones que
estarian ausentes en cada receptor. Abreviaturas: quinasa de la familia Janus (Jak);
proteina adaptadora Shc (SHC); proteina fosfatasa con dominio SH2 (SHP1 y SHP2);
transductores de sefial y activadores de la transcripcion de tipo 5 (STATS5); proteina 2 de
unién al receptor de factores de crecimiento (Grb2); supresores de la senalizaciéon por
citoquinas (SOCs) y proteina con dominio SH2 inducible por citoquinas (CIS).

Tanto t;ghrb como t,ghrb al ser ensamblados generan ORFs que poseen
codones de stop prematuros, dando lugar a proteinas truncas casi idénticas a
la altura de la Caja 3 de senalizacién (Fig. 27). Estas proteinas truncas carecen
por completo de la region intracelular situada mas alla de la caja 3 de
sefalizacion. Difieren s6lo en un aminoacido, poseyendo exactamente la

misma secuencia en toda su longitud. Isoformas truncadas similares han sido
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reportadas previamente en varias especies de mamifieros, como el hombre, el
conejo, la rata y el raton (Dastot et al., 1996; Edens & Talamantes, 1998; Leung
et al., 1987). Estas isoformas analogas al GHR,79 del hombre, son producto de
un mecanismo de procesamiento alternativo del mensajero que conduce a la
delecion de los primeros 26 pb del exdn 9 (Ross et al., 1997). En mamiferos se
ha sugerido que los GHR truncados atenuarian el efecto de los de longitud
completa. En el hombre el GHR279 une GH con afinidad comparable a los GHR
de longitud completa (Dastot et al., 1996; Ross et al., 1997), pero es incapaz
de estimular la transduccion de la sefal, y se ha sugerido que atenuaria la
transduccion de la sefial actuando como un inhibidor dominante negativo del
GHR de longitud completa (Ross et al., 1997). El receptor trunco de GHRb
podria funcionar de forma similar en peces, debido a que los residuos de
tirosina intracelulares requeridos para la activacon de STATS no estarian
presentes en t{GHRb y t;GHRb. Por otra parte, se ha demostrado que el
GHR279 es incapaz de ser internalizado y esta fijado a la membrana celular,
pero es capaz de generar grandes cantidades de GHBP soluble (Amit et al.,
1997), lo que podria ser el caso de t{GHRb/t;GHRDb, si el mecanismo de
generacion de GHBP por protedlisis esta conservado para el caso de GHRb.
Aunque en otras especies de peces también han sido observadas isoformas
de menor longitud (Calduch-Giner et al., 2001; Hildahl et al., 2007; Nakao et al.,
2004), todas ellas corresponden a los GHRs de tipo | de especies de peces
planos (Pleuronectiformes). En rodaballo y el falso halibut del Japon estas
formas se generan por un procesamiento alternativo del ARNm que no elimina
el intron 9/10 (Nakao et al., 2004; Pérez-Sanchez et al., 2002). De esta manera,
se genera un transcrito que conserva los primeros 28 aa de la regidn
intracelular, seguidos de una secuencia divergente de unos 21 — 26 aa y una
3'UTR alternativa. Al igual que en mamiferos, a estas formas truncadas se les
atribuye un papel inhibitorio, ya que carecen de la mayor parte del dominio
intracelular. Estas isoformas son muy similares en su secuencia, ya que estan
truncadas luego del la Caja 1 de sefializacién, pero ninguna de ellas posee
deleciones internas como las encontradas en las isoformas de GHRa, siendo
mas similares a las isoformas encontradas para GHRb. Podriamos por ende,
estar ante la presencia de isoformas que al presentar diferencias a nivel de la

region intracelular de sefalizacion, podrian actuar como moduladores de la
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cascada de sefalizacion (Kopchick & Andry, 2000). La caracterizacion de
GHRs en especies de diferentes érdenes podria aportar informacidén para

clarificar cuestiones en este aspecto.

Posibles mecanismos para la generacion de las isoformas de GHRa y GHRb

Al observar la secuencia de los transcriptos alternativos obtenidos, se
plantearon dos hipétesis acerca de los posibles mecanismos de generacion de
los mismos. Por un lado, estos transcriptos podrian generarse por un
procesamiento (corte y empalme) alternativo del mensajero que codifica para
cada receptor; y la segunda hipdtesis es que: existiesen en el genoma
pseudogenes que codifican para estas isoformas truncas o alternativas. Esta
ultima hipétesis se planted debido al hecho de que si bien el genoma del pez
cebra ha sido secuenciado casi en su totalidad, el mismo no ha sido
ensamblado por completo, y por ende, podrian existir contigs (fragmentos del
genoma con varios genes ensamblados) que no hayan sido incluidos aun en
las bases de datos existentes.

En la Figura 28 se pueden observar los sitios posibles de corte y empalme
para la generacion de los transcriptos alternativos si tuviese lugar un
procesamiento alternativo en el exdbn 9 de ambos receptores. En ambos
receptores, dicho exon codifica de manera casi completa para la region
intracelular de los mismos.

Debido a que las deleciones de las secuencias amplificadas (isoformas) no
tenian sitios dadores ni aceptores de “splicing” candnicos o poseian solo uno
de ellos, decidimos evaluar la presencia de mas de un gen en el genoma

(Segunda hipétesis).
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Figura 28. Posibles mecanismos de corte y empalme para la generacion de las isoformas
de GHRa y GHRb de pez cebra. Esquema de los exones 8 y 9 de ghra (A) y de los
exones 8, 9 y 10 de ghrb (B) indicando los sitios posibles donde tendria lugar el corte y
empalme. En ambos casos los exones mostrados codifican para la regién intracelular

completa y para las regiones 3’ no traducibles (3’'UTR). Los rectangulos grises oscuros
con rayas transversales indican la regién que codifica para el 3' UTR de cada receptor.

Para evaluar entonces esta hipodtesis, se realizaron reacciones de PCR
sobre ADN genémico extraido de un pool de larvas de pez cebra de 8 dpf. Si
existiesen otros genes, diferentes a los ya informados, que codifican las
isoformas encontradas; obtendriamos mas de una banda de amplificacién al
realizar las reacciones de PCR utilizando un par de cebadores que hibridan
sobre el exdn 9 (exdn donde se encuentran las deleciones que dan origen a las
isoformas).

Para estas reacciones se utilizaron dos pares de cebadores especificos

para cada receptor; uno de ellos era el par utilizado para amplificar estas
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isoformas a partir del ADNc (empleado en los estudios de RT-PCR) e hibridaba
en exones diferentes; y el otro, hibridaba sobre el mismo exdn pero por fuera
de la delecion observada (Fig. 29 B).

Para ghra, al utilizar el par de cebadores que hibrida sobre el mismo exén
se observd un unico producto de amplificacion del tamafio correspondiente al
fragmento completo. Y al utilizar el par de los estudios por RT-PCR, no se
observo producto alguno, consecuencia de su localizacion en exones diferentes
y separados por una cantidad no amplificable de pares de bases, con las
enzimas utilizadas (Fig. 29 A).

Para ghrb, en cambio, al utilizar el par de cebadores que hibrida sobre el
mismo exon se observaron dos productos de amplificacion, uno de la longitud
esperada, y otro de menor longitud, lo que nos indujo a pensar que este
fragmento de menor tamano podria ser el que codificase las isoformas (Fig. 29
A). Sin embargo, al intentar clonar la banda de menor longitud siempre se
obtuvo la secuencia de la banda superior, es decir, la de longitud esperada.
Debido a esto, se repitieron las reacciones de PCR para el caso de ghrb pero
utilizando distintas muestras, de manera de descartar que se tratase de una
particularidad de la muestra. Sin embargo, los resultados se repitieron y no se
logré clonar la banda de menor longitud.

En funcion de estos resultados, se decidié evaluar la posibilidad de que la
banda de menor longitud fuese una consecuencia de la formacién de
estructuras secundarias en el fragmento de ADN amplificado. Para ello, los
productos de una misma reaccion de PCR se resolvieron tanto mediante
electroforesis en un gel de agarosa, como en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante para acidos nucleicos (Fig. 30 Ay 30 B). Al realizar esto, en el
gel de poliacrilamida desnaturalizante s6lo se observo la presencia de una de
las bandas de amplificacion, mientras que en el de agarosa se observaron
ambas. Esto nos permitié concluir que la segunda banda de amplificacion, era

efectivamente producto de estructuras secundarias.

94



Resultados. Capitulo Il

A ghra ghrb 0 gD
Q % USEN
N N b((b b‘b‘ N fes
Q Q > ¢ X N <& P,
M CANPAR Y \)\Qf’J M S S
bp) & & S O bp) A & & &
& QO TN
W : >—
800—— 800——
700— 700——
600— ' 600——
‘ — B
40— 400——
300—— 300—— : \
200—— |, 200——
100—— rbe . 100——
ghra
/.
G
ghrb
y/an
F743 Fi3d2  “Rias3 Cromosoma 21

Figura 29. Reacciones de PCR sobre el ADN gendmico. A) Geles de agarosa mostrando
los productos de amplificaciéon para ghra y ghrb al utilizar el par de cebadores que hibrida
sobre exones diferentes y el par que hibrida sobre el mismo exén. (-) controles negativos
para los distintos pares de cebadores, que consistieron en reacciones de PCR en las
cuales se coloco agua en lugar de la muestra. B) Diagramas indicando la localizacion de
los distintos pares de cebadores empleados en el estudio.

F1332 R1443 Cromosoma 21

Figura 30. Analisis de la presencia de estructuras secundarias en los productos de
amplificacion de ghrb. A) Gel de agarosa al 1% en TBE 0,5 X. La flecha indica la banda de
amplificacion de la longitud esperada. B) Gel de poliacrilamida al 8% en condiciones
desnaturalizantes (Urea 8M). Calle 1: PCR realizada sobre ADN gendémico (ADNg) de un
pool de larvas de 8 dpf; calle 2: PCR realizada sobre ADNg de un pool diferente de larvas;
calle3: PCR realizada sobre ADNg de pez cebra adulto. C) Esquema mostrando la
localizacion de los cebadores utilizados.
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Patrones de expresion de ghra y ghrb durante el desarrollo embrionario

Expresion temporal de los ARNm de los receptores: estudios mediante RT-
PCR 'y Southern blot

Para el estudio de los patrones de expresion durante el desarrollo
embrionario, se procediod de igual forma que en el caso de los tejidos adultos.
En las reacciones de PCR se utilizaron los mismos pares de cebadores que en
los ensayos anteriores y se amplificé el mensajero de EF1alfa como control.
Los ensayos de hibridacion de tipo Southern se llevaron adelante de igual
forma que en el caso de los tejidos (Fig. 31 A).

La expresion de los mensajeros de ambos receptores fue detectada en
todos los estadios analizados con excepcion de los 4 dpf (96 hpf). Para el caso
de este estadio se ensayaron diferentes condiciones de PCRs, entre ellas
diferentes cantidades de ADNc molde, obteniendo siempre resultados
negativos (informacién no mostrada). En el panel B de la Figura 31 se muestra
un grafico realizado a partir de los valores densitométricos de las bandas de
amplificacion del panel A, normalizados con respecto a EF1a. Si bien no se
trata de datos cuantitativos (PCR de punto final), en el grafico se observa
claramente la presencia de un pico de expresion entre el primer y segundo dia
post-fecundacion (dpf), luego la misma va disminuyendo gradualmente hasta
ser indetectable a los 4 dpf, y a los 5 dpf la expresion vuelve a detectarse.

Para el caso de ghra, no se observaron productos de amplificacion de
menor longitud, como en el caso de tejidos. Con respecto a ghrb, los patrones
de expresion de dicho receptor son similares a los de ghra, si se tiene en
cuenta el fragmento de longitud completa (700 pb). Sin embargo, en este caso,
también se detecto la presencia de fragmentos alternativos como en el caso de
los tejidos; uno de 470 pb y otro de 420 pb. El primero de los cuales se expresa
diferencialmente al de longitud completa (Panel B Fig. 31). Ademas de estos
fragmentos, se detectaron dos nuevos amplicones; de 650 pb y bandas
menores de 350 pb aproximadamente, cuya naturaleza se desconoce debido a

que no pudieron ser clonadas.
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Figura 31. Patrones de expresion de ghra y ghrb durante el desarrollo embrionario temprano y tardio del pez cebra. A) Resultados de las RT-
PCRs y las hibridaciones de tipo Southern para ambos receptores. Los mensajeros de EF1(1 se amplificaron como control. (-) controles
negativos para los distintos pares de cebadores que consistieron en reacciones de PCR en las cuales se colocé agua en lugar de la muestra. B)
Graficos mostrando los valores densitométricos de las bandas de amplificacion normalizados con respecto a EF1a correspondientes al ensayo
del panel A. Para el caso de ghra sélo se indican los valores del fragmento de amplificacion de longitud completa. Para ghrb también se indican
los valores correspondientes a la isoforma de 470 pb. Abreviaturas: dpf; dias post-fecundacion. Las posiciones aproximadas de los cebadores
utilizados en las reacciones de PCR y de las sondas empleadas en las hibridaciones son las mismas que las mostradas en la Figura 26.
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La presencia de transcriptos de ambos ghrs a partir del estadio de 1-4
células implica que los mismos son de origen materno, debido a que en dicho
estadio no existe transcripcion del genoma del embrion (Kane & Kimmel,
1993). Esto difiere parcialmente de otras especies de peces estudiadas hasta
el momento en las cuales se encontré que solo uno de los ghrs es de origen
materno. En medaka, por ejemplo, se observo que solo los transcriptos de
GHRII eran de origen materno (Fukamachi et al., 2005); asi como también en la
trucha arcoiris, donde ambas isoformas de los GHRII fueron detectadas previo
al inicio de la transcripcién cigética (Li et al., 2007). Para el caso de la Anguila
Japonesa, en cambio, solo se observo la presencia del mensajero de GHRI
tanto en ovocitos maduros como en embriones recién fecundados, ya que el
mensajero de GHRII recién pudo ser detectado en larvas recientemente
eclosionadas (Ozaki et al., 2006b). Es importante destacar que, hasta la fecha,
en peces solo se ha estudiado la expresion de ambos receptores en estadios
tempranos del desarrollo embrionario en Anguila Japonesa y medaka; siendo
estudiados en los demas casos, un solo tipo de receptor (Li et al., 2007) o
ambos, pero en estadios mas avanzados del desarrollo, preferentemente
larvarios, como es el caso de la dorada, el fletan del Atlantico y el lenguado fino
o el pez hermafrodita Kryptolebias marmoratus (Fuentes et al., 2008; Hildahl et
al., 2007; Hildahl et al., 2008; Marti-Palanca & Perez-Sanchez, 1994; Rhee et
al., 2012). Por otra parte, cabe mencionar que, ademas de requerirse mayor
cantidad de estudios en este sentido, también seria necesario estandarizar la
forma en que son publicados los estudios realizados a nivel del desarrollo
embrionario temprano y tardio en peces, ya que resulta sumamente dificultoso
comparar resultados obtenidos en diferentes especies, cuando sus
mecanismos Yy tiempos de desarrollo son tan diversos.

Existe otro punto importante de analizar, ademas de la presencia de los
transcriptos de los ghrs previo al inicio de la transcripcion cigotica, y es el
hecho de que los mismos son detectados previo al desarrollo del eje
somatotréfico (ST) del embridn (estadio de 13 somitos Fig 31 A), articulado
fundamentalmente por el desarrollo de la glandula pituitaria. Teniendo en
cuenta que en el pez cebra el primordio de la adenohipdfisis (sitio de sintesis
los miembros de la familia GH/SL/PRL) aparece en el borde anterior del

sistema nervioso entre las 15 y 20 hpf (Guner et al., 2008; Herzog et al., 2003)
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y que el mismo se diferencia histologicamente recién a las 24 hpf (Chapman et
al., 2005), estariamos ante la presencia de receptores para algunas de las
hormonas del eje previo a que el mismo sea completamente funcional.

Esta expresion materna y embrionaria de ambos receptores sugiere que sus
ligandos, GH y quizas también SL, podrian también estar presentes en estos
estadios; y al revisar la bibliografia, esto efectivamente sucede. Como se
menciond anteriormente en la introduccion, en varias de las especies de peces
en las que se ha estudiado la expresion de los ARNm de las isoformas de gh y
sl, se ha observado que las mismas son de origen materno y continian
expresandose durante el desarrollo temprano y tardio con patrones particulares
para a cada especie (Li et al., 2007; Yang et al., 1999).

En el pez cebra existe cierta controversia en los resultados presentes en la
bibliografia en lo que respecta a la expresion temprana de algunos de los
componentes del eje ST. Herzog y cols. (Herzog et al., 2003) han reportado
que los transcriptos de gh son detectables por primera vez a partir de las 42 hpf
en adelante y Lopez y cols. (Lopez et al., 2006), que la expresion de SLp recién
es detectable a partir de las 23 hpf. Sin embargo, otros autores indican que los
transcriptos de GH y PRL, SLa y SLB, pueden ser detectados en altos niveles
entre las 12 hpf y las 18 hpf de desarrrollo (Zhu et al., 2007) y resultados no
publicados de Ariel Reyes indicarian que los transcriptos de gh estan presentes
a partir de las 0 hpf en adelante, sugiriendo que los mismos son de origen
materno. Reforzando esta teoria, recientemente se ha publicado que el ARNm
de gh fue detectado tempranamente en el desarrollo (estadio de 2 células),
aunque su expresion se vuelve indetectable en estadios tempranos posteriores,
y recién vuelve a ser detectable a las 24 hpf (Ahmed et al., 2011). Por su parte,
los principales efectores o mediadores de las acciones indirectas de GH; IGF-I
e IGF-Il, sus isoformas y receptores han sido detectados tempranamente en el
desarrollo como transcriptos maternos, y luego siguen siendo expresados por
el embriéon (Maures & Duan, 2002). Ademas, existen numerosos trabajos que
demuestran la importancia del sistema IGF en el desarrollo temprano en el pez
cebra, mostrando que el mismo es esencial para la supervivencia y el
crecimiento de los embriones (Perry, 2010). Sin embargo, no existe demasiada
evidencia para establecer que durante el desarrollo las acciones de los IGFs

sean dependientes de GH o SL (hormona para la cual se desconocen los
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efectores principales), por lo que en general se plantea que la accion de los
IGFs en el desarrrollo temprano podria ser autdcrina/ paracrina e independiente
de las hormonas. Un trabajo reciente (Ahmed et al., 2011) demostré que la
expresion de Igf1 en embriones era dependiente de GHRa, por lo que podria
ser una evidencia de que la accion de GH o SL en el desarrollo se encuentra
mediada por IGF-l. Sumado a esto, recientemente se ha demostrado que tanto
Igf1 como Igf2a e Igf2b, responderian a ambas isoformas de SL en pez cebra
(Wan & Chan, 2010).

Tomando toda esta informacién en conjunto podriamos decir que en el pez
cebra los principales componentes del eje ST serian de origen materno y
tendrian un pico de expresidon durante el primer dia post fecundacion, de forma
concomitante al desarrollo de la glandula pituitaria. Debido a la ausencia de un
eje ST en las primeras horas del desarrollo embrionario, probablemente GH vy
SL estén actuando de forma autdcrina/paracrina, quizas mediando acciones
directas independientes de IGFs, como se ha visto para GH (Harvey, 2010; Li
et al., 2007). Presumiblemente su mecanismo de accion en el desarrollo seria
diferente al observado en los adultos.

Con respecto a las posibles funciones de los GHRs en el desarrollo
temprano, los mismos podrian estar participando en la division celular del
embrion temprano. En estudios previos se ha encontrado que GH puede
estimular el rearreglo de la actina y la polimerizacién de los microtubulos (Goh
et al., 1997) y el ensamblaje de los complejos multiproteicos involucrados en la
adhesion celular y en el movimiento celular. Dado que los embriones
experimentan movimientos celulares dinamicos en el desarrollo temprano,
como los de gastrulacion por ejemplo, es posible que la via GH/SL/GHRs
pueda participar en la regulacion de estos movimientos celulares; y mas
avanzado el desarrollo, medien acciones via los IGFs, cuando el eje ST
comience a ser funcional, aproximadamente a partir del 5 dpf (Chu & Sadler,
2009; Herzog et al., 2003).

La imposibilidad de detectar ambos ghrs a los 4 dpf, podria estar
relacionada con una disminucion abrupta en los niveles de expresion de los
mensajeros, asociada a su vez a cuestiones metabdlicas y morfoldgicas
particulares del desarrollo larvario del pez cebra. En este estadio en particular,

la larva del pez cebra se encuentra preparandose para comenzar la
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alimentaciéon exdgena, que tendra lugar aproximadamente a los 5 dpf cuando
su sistema digestivo esté completamente funcional (Wallace et al., 2005). Esta
disminucién en los niveles de expresion de los ghrs ha sido observada también
para el caso del GHRII de la trucha arcoiris (Gabillard et al., 2006), donde se
evidencié una disminucion en los niveles del ARNm de una de las isoformas del
GHRII previo a la eclosion; y también para el caso del GHRI del fletan del
Atlantico, donde se observé una disminucion del GHRI al comenzar la
metamorfosis (Hildahl et al., 2007). En general, esta disminucion previa a la
eclosion también se ha observado para los posibles ligandos, como es el caso
del ARNm de GH en Tilapia del Nilo o los transcriptos de GH y las isoformas de
SL en la dorada (Ayson et al., 1994; Herrero-Turrion et al., 2003a; Herrero-
Turrion et al., 2003b).

Finalmente, con respecto a las isoformas observadas para ghrb durante el
desarrollo y su patron de expresion opuesto completamente al del receptor de
longitud completa podria estar indicando un mecanismo regulatorio a nivel de la
transduccion de la sefial, si asociamos estos transcriptos que originarian
proteinas truncas con una posible funcién de dominantes negativos.

Si bien en trucha arcoiris se han llevado adelante los estudios mas
completos con respecto a los genes que forman parte del eje ST (Li et al.,
2006; Li et al.,, 2007; Yang et al., 1999), queda aun mucho por dilucidar,
particularmente en cada especie y sobre todo con respecto a la funcionalidad
de estos receptores y a la relacion entre los niveles de expresion de ambos.

Finalmente, podria concluirse entonces que durante el desarrollo
embrionario temprano y tardio ocurririan dos grandes disminuciones en los
niveles de expresién de los ghrs, una asociada al agotamiento de los ARN
maternos y otra previo al inicio del proceso de eclosién. Con respecto al pez
cebra en particular, la primera disminucién en los niveles de expresion ha sido
confirmada parcialmente para ghra (Ahmed et al., 2011), y se requeririan mas
estudios para el caso de ghrb. Es decir, seria necesario ampliar la ventana de
estudio entre las 0 hpf y 3 hpf (TBM) y entre éste estadio y las 24 hpf. Sin
embargo quizas resulte mas dificultoso detectar en pez cebra las disminuciones
observadas en otros peces a consecuencia de un aparente agotamiento de los
ARNm maternos, ya que el periodo que transcurre entre la fecundacion y la

TBM es muy corto en esta especie (aproximadamente a las 3 hpf comienza la
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transcripcion del genoma del embrién). Por otra parte, también seria
interesante evaluar si estas disminuciones en los niveles de los ARNm podrian
deberse a la accidbn de microRNAs (miRNA) especificos del desarrollo
embrionario temprano, como es el mir-430 y tardio, como es el mir-9, para los
cuales hemos detectado sitios de reconocimiento en los ARNm de ghra 'y ghrb

(informacion no mostrada).

Expresion espacio-temporal de los receptores: estudios mediante hibridacion in

situ en embriones enteros

Los estudios de hibridaciéon in situ que se describiran a continuacion se
realizaron en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Ariel Reyes de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas, de la Universidad Andrés Bello, Chile.

Para el caso de ghra, la sonda utilizada abarca la region del mensajero que
va desde el dominio transmembrana del receptor hasta una region proxima al
final del marco abierto de lectura del mismo. Es decir, comprende la mayor
parte del ARNm que codifica para la region intracelular del receptor. La sonda
utilizada para los ensayos de ghrb, comprende la mayor parte del ARNm que
codifica para la region extracelular incluyendo la region transmembrana. Esta
particularidad en la eleccion de la localizacion de las sondas estuvo relacionada
a la presencia de las diferentes isoformas de los ghrs discutidas en la seccién
anterior.

Teniendo en cuenta que en los estudios de expresion realizados durante el
desarrollo, también comentados en la seccién anterior, se amplificé un
fragmento que comprende la mayor parte de la region intracelular, se decidio
ensayar nuevamente por RT-PCR la expresion de ghrb durante el desarrollo;
pero en este caso, utilizando cebadores que amplifican la misma region que la
comprendida por la sonda utilizada en la hibridacion in situ, de manera que los
resultados obtenidos por RT-PCR pudiesen correlacionarse adecuadamente
con los patrones observados por hibridacion in situ.

Los resultados de los nuevos estudios de expresion se muestran en la
Figura 32. Como puede observarse, al utilizar estos cebadores, la expresion de
ghrb pudo detectarse, al igual que antes, desde el estadio de 1-4 células en

adelante. Sin embargo, la expresion es indetectable a partir de los 3 dpf. Esta
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diferencia con los ensayos realizados anteriormente, podria deberse a una
ineficiencia durante el proceso de retrotranscripcion, asociada a la longitud de
los mensajeros de ghrb (aproximadamente 3000 pb). Probablemente la
poblacion de los ADNc retrotranscriptos contiene ADNc incompletos, de
longitudes menores, que no pueden ser amplificados con los cebadores

utilizados.

ghrb —p . o _..-...;

Figura 32. Expresion del fragmento correspondiente a la regiéon extracelular de ghrb
durante el desarrollo embrionario. Gel de Agarosa al 1,8 % mostrando los productos de
amplificacion obtenidos por RT-PCR al utilizar cebadores que hibridan en la regién del
mensajero de ghrb que codifica para la region extracelular del receptor. (-) Control negativo
de la reaccion de PCR, en el cual se colocé agua en lugar de la muestra.

Las hibridaciones in situ informadas en el presente trabajo se realizaron en
los estadios de 0 hpf, 16 hpf, 30 hpf y 48 hpf. No se informan los ensayos en
estadios mas avanzados, como los estudiados por RT-PCR, ya que en estos
estadios la expresion detectada resultdé poco consistente, pudiéndose deber a
cuestiones de inespecificidad, debido a la unidn o depdsito inespecifico de la
sonda en diversas estructuras del embrion y/o larva en estos estadios mas
avanzados. Los ensayos control se realizaron utilizando sondas sentido (del
inglés sense), que poseen idéntica secuencia a los ARNm a detectar. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 33.

Como puede observarse en las Figuras 33 A e |, la expresion de ambos
receptores volvid a detectarse tempranamente en el desarrollo en el estadio de
2 células, validando asi los resultados obtenidos por RT-PCR que indicaban
que los trascriptos de los ghrs son de origen materno. Hasta el estadio de 16
hpf (somitogénesis), se observd una expresion ubicua para ambos receptores
(Fig. 33C y K). A partir de las 30 hpf, la expresién se localizd sélo en algunas

estructuras embrionarias. Para el caso de ghra se observd expresion en la
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notocorda, cerebro posterior y en el cristalino (Fig. 33 E). Para ghrb se observo
expresion en las mismas estructuras y ademas en el intestino (Fig. 33 M). A las
48 hpf la expresion de ghra se observo al igual que antes en la notocorda y en
el critalino y también en el primordio del higado, los miétomos, el intestino en
desarrollo y los conductos pronéfricos (Fig. 33 G). Para el caso de ghrb se
observd expresion en la notocorda, el cristalino, el primordio hepatico, los
miotomos, y en la médula espinal (Fig. 33 O). En todos los estadios y para
ambos receptores se observd una importante expresion en la célula vitelina
(Fig. 33 A, C, E, G, I, M, K, O). En ningun caso se observd marcacion

utilizando las sondas sentido (del inglés sense) (Fig. 33 B, D, F,H, J, N, L, P).
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| ghra |
antisense  Ohpf ||sense Ohpf 30hpf
C

antisense 16hpf [|sense 16hpf 48hpf
[ J

antisense  Ohpf||sense Ohpf 30hpf
K L

antisense 16hpf|[sense 16hpf|| antisense 48hpf 48hpf

Figura 33. Patrones de expresion espacio-temporal de ghra y ghrb durante el desarrollo embrionario. Las hibridaciones in situ se
realizaron utilizando sondas de ghra antisentido (A,C,G,E) y sentido (controles, B, D, F, H) y sondas de ghrb antisentido (I, K, M, O) y
sentido (controles, J, L, N, P) marcadas con digoxigenina. C, D, E, F, G, H, K, L, M, N, O, P vistas laterales. La parte anterior de los
embriones se encuentra orientada hacia la izquierda. Abreviaturas: hb: hindbrain (cerebro posterior), nc: notochord (notocorda), I: lens

(cristalino), i: instestine (intestino), L: liver (higado), m: myotomes (miétomos), pd: pronephric duct (conductos pronéfricos), sc: spinal cord
(médula espinal), y: yolk (célula vitelina).

105



Resultados. Capitulo Il

A fin de poder visualizar de forma precisa las estructuras particulares en las
que se observd la expresion de los receptores, se realizaron cortes
transversales de las hibridaciones in situ de los embriones de 48 hpf en
distintas posiciones a lo largo del eje anteroposterior, como se indica en los

diagramas de la Figura 34.

| ghra

Figura 34. Cortes transversales correspondientes a las hibridaciones in situ de los ghrs de
embriones de 48 hpf. Debajo de cada corte, se muestra un diagrama indicando la posicion
del corte a lo largo del eje anteroposterior del embridén. Abreviaturas: da: del inglés dorsal
aorta (aorta dorsal); r: neural retina (retina neural ); on: optic nerve (nervio optico ); e:
endodermo; s: somito; nc: notocorda; I: lens (cristalino) ; sc: spinal cord (médula espinal);
ch, caudal hindbrain (cerebro posterior caudal); hm: horizontal myoseptum (mioseptum
horizontal); ms: mesenséfalo; t: trabecula; di: diencéfalo; tl: telencéfalo; y: yolk (célula
vitelina); hb, hindbrain ( cerebro posterior); m: miétomos; pd: pronephric duct (conductos
pronéfricos); i: intestino; L: liver (higado). Las barras de escala representan 50 um.
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Para el caso de ghra se observd expresion en la mayor parte de los
derivados ectodérmicos neurales, como son el mesenceéfalo o diencéfalo y la
médula espinal por ejemplo (Fig. 34 A y B). También se pudo observar
claramente la expresion en intestino, los conductos pronéfricos y la célula
vitelina (Fig. 34 C). Para ghrb, se observé expresion en las mismas estructuras
que para ghra, con excepcion de los conductos pronéfricos, en los cuales no se
observo expresion.

Comparando lo observado en las hibridaciones in situ en embriones
completos y en los cortes histolégicos de dichas in situ, se pudo evidenciar y
confirmar la expresion en estructuras internas especificas del embrion, algunas
de las cuales no habian podido ser observadas en las hibridaciones in situ de
los embriones completos. Asi, por ejemplo, se obtuvo en detalle el patrén de
expresion neural y se confirmé la expresion diferencial de ghra para el caso de
los conductos pronéfricos.

La expresion espacio-temporal temprana de los ghrs esta en concordancia
con los observado previamente en la anguila japonesa, el fletan del atlantico y
el lenguado fino, Unicas tres especies ademas del pez cebra, donde se han
realizado este tipo de estudios (Fuentes et al., 2008; Hildahl et al., 2008; Ozaki
et al., 2006b). De forma similar a lo observado para el lenguado fino, para los
ghrs de pez cebra se observo expresion en los somitos y la notocorda. En el
fletan del atlantico, aunque los estudios se realizaron en estadios mas
avanzados del desarrollo, también existe correlacion en la expresion, como lo
es para el caso de la expresion en el musculo.

La expresion de los ghrs en regiones cefalicas particulares podria implicar
un rol de los receptores en el desarrollo de los tejidos neurales.

Con respecto a la expresion diferencial de ghra en los conductos
pronéfricos, se debe tener en cuenta que estas estructuras son los
componentes del rifon embrionario y daran origen a los rifiones en el adulto.
En este punto es importante destacar que en peces teledsteos los rifiones,
ademas de cumplir una funcién excretora, similar a la que tienen en los
mamiferos, son los érganos inmunitarios por excelencia, ya que region craneal
del rifidn cumple las funciones de la médula 6sea de los mamiferos. De esta

forma podriamos asociar la funcién inmunitaria de GH y también SL en peces,
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reportada en numerosas publicaciones (Calduch-Giner et al.,, 1998; Yada,
2007; Yada et al., 1999), con los GHR |, como es ghra.

En relacidon a la expresion de los zghrs en la célula vitelina, es importante
mencionar que en estudios previos, diferentes ARNmM asociados a la
reabsorcion de las reservas de vitelo han sido detectados en la capa sincicial
vitelina (CSV) (Babin et al., 1997; Mudumana et al., 2004; Poupard et al.,
2000). Durante el periodo endotrofico de alimentacion, desde la fecundacion
hasta la apertura de la boca, los embriones y las larvas utilizan los nutrientes
endodgenos del vitelo acumulados previamente en el ovocito y la CSV permite la
reabsorcion de estas reservas de vitelo. La misma, forma una barrera entre el
embridon y la masa de vitelo y todos los nutrientes de esta reserva endogena
deben pasar a través de ella para llegar al embridon y/o larva. Si bien el
metabolismo lipidico de las reservas enddgenas durante el desarrollo
embrionario/larvario de los peces es un tema aun poco estudiado, existen
evidencias que relacionan a GH y SL con el mismo. Estudios in vivo sugieren
que GH y SL actuarian juntas, en forma complementaria, para regular las
reservas lipidicas en la dorada (Company et al., 1999; Mingarro et al., 2002) y
que GH tendria un rol preponderante en el control de la lipdlisis en adipositos
aislados de dorada (Albalat et al., 2005). Lobie y cols (Lobie et al., 1995),
mediante estudios con células en cultivo, mostraron que los residuos de tirosina
333 y 338 del GHR se requieren en la respuesta celular a GH que produce un
aumento en la lipogénseis y en la sintesis proteica en raton, Teniendo en
cuenta toda esta informacion, la misma sugiere que GH y/o SL podrian estar
vinculadas al metabolismo de los componentes del vitelo durante el desarrollo

embrionario de los peces.

PCRs semi-cuantitativas en embriones con y sin vitelo

Dada la importante expresion observada en la célula vitelina en todos los
estadios estudiados mediante hibridacion in situ, y a que muchas veces el vitelo
suele unir sonda de manera inespecifica, se decidid evaluar si la expresion
observada era especifica del vitelo. Para ello, se analizaron los niveles de
expresion de los receptores en embriones con y sin vitelo mediante la técnica

de RT-PCR semicuantitativa. Se realizaron reacciones de PCR utilizando
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distintos numeros de ciclos, tanto para los receptores como para el factor de
elongacion 1 alfa (EF1a) que se amplific6 como control, y utilizando los valores
de densitometria de las bandas de amplificacion (Fig. 35 B), se construyeron
curvas estandard (Fig. 35 A). Las mismas se utilizaron para escoger el numero
de ciclos adecuado para realizar el estudio semicuantitativo para cada gen, el
cual fue aquel que se encontraba por debajo del ciclo donde se observo la
mitad de la amplificacion maxima (17 ciclos para EF1a, 32 para ghra y 27 para
ghrb).

Como puede observarse en los graficos de la Figura 35 C y D, la expresion
de ambos receptores es mayor en peces con vitelo, indicando que la célula
vitelina hace un aporte a la cantidad total de ARNm de los receptores que hay
en el embrién, y ademas, que la expresion observada mediante las

hibridaciones in situ no es un componente inespecifico.
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Figura 35. RT-PCR semicuantitativa en embriones de 28 hpf con y sin vitelo. A) Curvas
estandar para EF1a (control interno), ghra y ghrb construidas utilizando los valores de
densitometria de las bandas de amplificacion. B) Gel de agarosa al 1,2% mostrando las
bandas de amplificacién de cada gen estudiado (la figura representa un ejemplo de tres
experimentos diferentes). Expresion relativa de ghra (C) y ghrb (D) en embriones de 28
hpf con y sin vitelo. Los datos representan la media + el desvio estandar (n=3) de los
valores de densitometria las bandas de amplificacion de los ghrs relativizados a los
valores de densitometria de EF1a para cada condicion.
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Desarrollo de Anticuerpos policlonales anti-zGHRs

Para llevar adelante una aproximacioén funcional al estudio de los receptores
se decidi6é analizar la expresiéon de los mismos a nivel de proteinas. Debido a la
inexistencia de anticuerpos anti-GHRs heterélogos que hayan sido probados en
peces (al momento de comenzar con esta parte del trabajo), y de forma de
disponer de una herramienta especifica en el laboratorio, se decidié desarrollar
anticuerpos policlonales anti-zGHRs. Este trabajo fue realizado en el
laboratorio como parte del proyecto de tesina de la Licenciatura en Genética
(Universidad Nacional de Misiones) del alumno Matias Carnevale (2009-2010),
el cual fue dirigido por la Dra. Silvia Arranz y co-dirigido por mi.

El objetivo inicial fue desarrollar anticuerpos policlonales en dos especies
diferentes: conejo y ratén, para luego poder utilizarlos de forma conjunta en
ensayos de inmunolocalizacion. Por otra parte, y en funcion de lo mencionado
en la introduccién respecto a las proteinas de union de GH (GHBPs) y a los
resultados obtenidos con respecto a las distintas isoformas de los zghrs
encontradas, se decidi6 desarrollar anticuerpos contra las regiones
extracelulares de los receptores (exGHRs) de forma que los mismos fuesen
capaces de detectar tanto el receptor de longitud completa como las isoformas
y las GHBPs. Se obtuvieron anticuerpos policlonales anti-exGHRa en conejo; y
para el caso de GHRDb, el desarrollo de los anticuerpos en ratén es un tema

pendiente.

Puesta a punto de los Western Blots anti-exGHRa de extractos proteicos

totales

Una vez obtenidos los anticuerpos anti-exGHRa; y habiéndose validado su
reactividad y titulo 6ptimo (Trabajo de Tesina Matias Carnevale), se procedié a
poner a punto la deteccion de GHRa en extractos proteicos totales mediante
Western Blots (WB). Para la obtencién de los mismos se utilizé higado de pez
cebra, debido a que es el 6érgano donde se ha observado la mayor abundancia
del receptor y es el blanco por excelencia de GH. Se ensayaron diferentes
condiciones de trabajo tanto para la preparacién de los extractos totales

(extractos a partir de embriones con vitelo 6 sin vitelo, bufferes de lisis de
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distinta composicién) como para la forma de resolver las proteinas
(concentraciones del agente reductor en la solucion de corrida y concentracion
del gel de separacion); los soportes de transferencia (nitrocelulosa 6 PVDF) y
distintas condiciones de inmunodeteccion [ astringencia (temperatura,
concentracion de detergente), tiempo de bloqueo y de incubacion de los
anticuerpos 1° y 2°] (ver la correspondiente seccion de M&M). En las Figuras
36 y 37 se muestran los resultados de dos experimentos representativos de
inmunodeteccion de GHRa en extractos totales de higado, utilizando
membranas de nitrocelulosa y PVDF, Figuras 36 y 37, respectivamente. En
ambos casos se muestran los ensayos controles llevados adelante (suero pre-
inmune y anticuerpo secundario), para validar la especificidad de las bandas

reactivas detectadas.

kDa 1 2 3

116 —
97—

66— <=GHR

<

45— *

— <= GHBP
31_ —_— i

21,5—

S — a—— e A\CfiNg

Figura 36. Deteccion de zGHRa mediante Western Blot (WB) en un extracto total de
higado. En cada calle se sembraron 60 pug de un extracto proteico total de higado y se
resolvieron por SDS/PAGE al 10 %. Los geles fueron luego transferidos a membranas de
nitrocelulosa y se les realizaron diferentes reacciones de inmunodeteccién segun se
indica: calle 1, antisuero anti-exGHRa (1:1000); calle 2, suero preinmune (1:1000) y calle
3, anticuerpo secundario (1:5000). Como control de carga se muestra la deteccion de
actina por WB utilizando las mismas membranas luego del “striping”. Las flechas indican
las bandas reactivas y su posible identidad. Los asteriscos indican las bandas
inespecificas (evidenciadas mediante el ensayo con el suero preinmune). A la izquierda de
la 1°" calle se muestran los estandares de peso molecular en kDa.
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Figura 37. WB anti-exGHRa de extractos proteicos de higado obtenidos en diferentes
condiciones. Mediante un SDS/PAGE al 10 % se resolvieron, en cada calle, 60 pug de un
extracto proteico total de higado de pez cebra obtenido utilizando diferentes buffers de
lisis. Los mismos fueron luego transferidos a membranas de PVDF y se les realizaron las
diferentes reacciones de inmunodeteccion segun el caso. En la parte superior se indica
la presencia (+) o ausencia (-) de los distintos componentes adicionales: magnesio
(Mgz+) u ortovanadato de sodio (VO43') en el buffer de lisis. Como control de carga se
muestra la deteccion de tubulina por WB sobre las mismas membranas luego del
“striping”. Las flechas indican las bandas reactivas y en algunos casos su posible
identidad. Los asteriscos indican las bandas inespecificas (evidenciadas mediante el
ensayo con el suero preinmune). A la izquierda de la 1* calle se muestran los
estandares de peso molecular en kDa.

Como puede observarse en las Figuras 36 y 37, al realizar los ensayos de

WB se observaron 5 bandas reactivas de los siguientes pesos moleculares
(PM) aparentes: 74 kDa, 66 kDa, 51kDa, 33 kDa y 25 kDa respectivamente.

Las bandas reactivas observadas podrian corresponderse con GHR, GHBP y

quizas alguna de las isoformas de GHR, como se indica en la Tabla 3. En la

misma, se muestran los pesos moleculares calculados utilizando el software

Ape-plasmid editor y los PMs deducidos por WB.
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PM calculado segun secuencia (kDa)|PM estimado por WB (kDa)
GHRa 61,5 74y 66
GHBP 24,6 33y 25
T4GHRa 48
T,GHRa 53,5 51-60
T3GHRa 54

Tabla 3. Pesos moleculares estimados segun secuencia aminoacidica y segun WB,
informados en kDa. En todos los casos los PM se encuentran informados sin considerar la
secuencia del péptido sefal (proteina madura).

Por otro lado, los resultados de WB de los extractos obtenidos con
diferentes buffers de lisis muestran que el patron de bandas es el mismo en
todos los casos ensayados con un incremento en la cantidad de bandas
reactivas para el caso del extracto obtenido en presencia de ortovanadato de
sodio (Fig. 37).

Teniendo en cuenta que el peso molecular estimado de GHRa es de 61,5
kDa (proteina madura sin péptido sefial) y que posee 6 sitios de N-glicosilasion,
las bandas de 74 y 66 kDa observadas, podrian corresponderse con GHRa con
diferentes grados de glicosilacion o con otras modificaciones
postraduccionales. Por otra parte, la banda de 51 kDa podria corresponderse
con alguna de las isoformas de GHRa. Finalmente, las bandas de 33 y de 25
kDa, podrian corresponderse con GHBP con las modificaciones antes
mencionadas para el receptor de longitud completa. Sin embargo, no se puede
descartar que alguna de las bandas pueda contener una contribucién de
GHRDb, debido a que por un lado ambos receptores poseen pesos moleculares
muy similares (GHRb= 60.8 kDa) y por otro, comparten al menos dos pequefios
dominios de 6 y 12 aa. idénticos que podrian ser reconocidos por alguna
poblacion del pool de anticuerpos policlonales generados.

Con respecto a la presencia de varias bandas reactivas para GHR y GHBP
en WB, patrones similares también han sido observados en mamiferos como el
ratébn (Cerio et al., 2002), el conejo (Govers et al., 1997) y en humanos

(Kopchick & Andry, 2000), incluso utilizando anticuerpos monoclonales. En
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estas especies, se ha observado que la presencia de varias bandas reactivas
se deberia principalmente a modificaciones postraduccionales como
glicosilaciones y ubiquitinaciones y que dichas modificaciones podrian generar
diferencias en la movilidad electroforética de entre 20 a 40 kDa.
Experimentalmente se ha determinado que cada glicosilacion produciria una
diferencia de 10 kDa en la banda correspondiente al receptor en geles de
poliacrilamida y ademas, que GHR estaria sujeto a poliubiquitinacién, la cual
mediaria la internalizacion del receptor. EI GHR humano, por ejemplo, posee
19 sitios potenciales de ubiquitinacién (Kopchick & Andry, 2000). Por otra parte,
es importante mencionar que se ha demostrado que el grado de glicosilacion,
asi como también, el tipo de restos glicosidicos agregados a estas proteinas,
varia segun se trate del receptor de membrana (GHR), de GHBP del suero 6 de
la GHBP asociada a membrana (MA-GHBP), cuya existencia se ha demostrado
so6lo en roedores (Cerio et al., 2002). En estos ultimos, GHBP se genera a partir
de un transcripto producto del procesamiento alternativo del ARNm de GHR y
posee una secuencia hidrofilica corta exclusiva de esta isoforma. Ademas, a
nivel proteico se ha observado que habria dos isoformas diferenciales a nivel
de localizacién y tipo de modificacion postraduccional. Una de ellas, seria la
isoforma presente en suero y la otra estaria anclada a membrana (MA-GHBP)
mediante interacciones no covalentes, asociada principalmente a receptores
completos, pudiendo actuar como dominante negativo, como los receptores
truncos del GHR de humanos comentados anteriormente (Cerio et al., 2002;
Gonzalez et al., 2007).

Es importante mencionar que en peces existen solo 9 trabajos publicados
acerca de los GHRs a nivel proteico hasta la fecha. En tres de ellos, se aborda
particularmente el tema de las posibles GHBPs (Fuentes et al., 2012; Sohm et
al., 1998; Zhang & Marchant, 1999), en otros tres acerca de los GHRs
(Calduch-Giner et al., 2003; Sun et al., 1997; Yao & Le Bail, 1999) y en los
restantes acerca de ambos (Gray & Tsai, 1994; Hildahl et al., 2008; Liao & Zhu,
2004). Sin embargo, es importante tener en cuenta que de estos trabajos, solo
en uno de ellos se utilizaron anticuerpos homdlogos desarrollados
exclusivamente para el receptor de la especie en estudio, como en nuestro
caso, y es para el fletan del Atlantico (Hildahl et al., 2008). Para esta especie, al

realizar los WB sobre extractos de membranas hepaticas utilizando anticuerpos
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desarrollados contra la region extracelular del GHRI, observaron varias bandas
reactivas similares en PM a las bandas observadas para el caso del pez cebra.
Las bandas observadas en el fletan del Atlantico también diferian en PM de lo
calculado segun la secuencia de aa. Ademas, y al igual que en el pez cebra, se
observaron dos dobletes, uno de mayor PM de 77 y 83 kDa y el otro de menor
PM, de 38 y 40 kDa. Este doblete de bajo peso molecular también fue asociado
a posibles GHBPs, sugiriendo que podria tratarse de isoformas con diferentes
tipos o grados de modificaciones postraduccionales. En el resto de los estudios
realizados en peces, utilizan metodologias de trabajo diferente,
preferentemente ensayos de unién y entrecruzamiento a la hormona marcada,
y luego los complejos de unién son resueltos mediante SDS-PAGE; o ensayos
de unién sobre membranas ya transferidas (del inglés ligand blotting). A pesar
de esto, las bandas informadas en esos trabajos poseen un PM de 70 y 77
kDa, y también se observan bandas de menor peso molecular. Para los
estudios particulares del pez rojo, se han observado multiples formas de
GHBPs en plasma y en hepatocitos cultivados de esta especie, de 25, 40 y 45
kDa de peso molecular mediante ensayos de ligand blotting (Zhang &
Marchant, 1999).

Con respecto a los resultados obtenidos al utilizar diferentes buffers de lisis,
podemos decir que no habria diferencias entre los buffers utilizados, ya sea a
nivel de los PM de las bandas reactivas como en lo que se refiere a las bandas
inespecificas observadas (Fig. 37). En general, el buffer de lisis de trabajo
contenia MgCl,, cuya finalidad era la de mantener intacta la membrana nuclear
de forma de evitar que durante la preparacién de los extractos quedara gran
cantidad de ADN gendémico producto de su ruptura. Sin embargo, los cationes
divalentes, como en este caso el Mg”, suelen actuar como cofactores de las
proteasas, y en general, se colocan quelantes en el buffer de lisis para evitar su
presencia. Al suplementar el buffer con uno de ellos, se corria el riesgo de estar
potenciando la protedlisis, hecho que no fue observado. Por otro lado, se probd
también la suplementacion del buffer con ortovanadato (VO4*) y NaF (no
indicado en la figura), inhibidores de tirosina fosfatasas y serina/treonina
fosfatasas, respectivamente. Estos compuestos suelen utilizarse para observar
diferencias en el grado de fosforilacion de una proteina, debido a que los

fosfatos adicionados se suman al PM y eso se puede evidenciar como una
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diferencia en la movilidad electroforética de las bandas reactivas (Banchio et
al., 2004). Como se muestra en la Figura 37 no se observaron diferencias en la
movilidad electroforética en las bandas reactivas en el buffer con vanadato, con
respecto a los buffers que no lo poseian. Por ende, se puede concluir que bajo
las condiciones de trabajo el receptor no se encontraria fosforilado o bien que
no fue posible, con la metodologia utilizada, determinar formas fosforiladas o
no del receptor.

Deteccion de GHRa en extractos enriquecidos en membranas plasmaticas

Al realizar estudios trabajando con extractos proteicos totales, en general,
se podria estar detectando isoformas tanto maduras como de estados
intermedios de modificacibn postraduccional presentes en distintos
compartimentos subcelulares. Por ende, a fin de obtener las formas maduras
asociadas a la membrana plasmatica, que permitan deducir la naturaleza de las
bandas reactivas observadas de 74 u 66 kDa (putativa GHRa), se realizaron
WB contra extractos enriquecidos en membranas plasmaticas (EM) y se los
compard con extractos totales (ET) (Fig. 38). Se trabajoé con extractos (totales y
de membrana) de higado y de larvas de pez cebra, a las que se les habia
eliminado previamente el vitelo, para evitar interferencias en la deteccion (Ver
patrones de expresién de GHRa durante el desarrollo embrionario).

Para el caso de los ET se observaron las mismas bandas reactivas que se
mencionaron anteriormente, y para el caso de los EM, se observd la banda
reactiva de 74 kDa, la de 51 kDa (solo en el caso de higado) y no se observé la
presencia de las bandas reactivas de menor peso molecular, que podrian
corresponderse con GHBPs. Esto es consistente si se tiene en cuenta que
estas proteinas no estarian ancladas a membrana sino que serian proteinas de
secrecion.

La banda reactiva de 74 kDa (GHRa) observada en los EM coincide con la
observada en los extractos totales, reforzando la hipotesis de la identidad de
esta banda. La banda reactiva 51 kDa que se observa en los ET de higado
(tenuemente) y de larvas, y en los EM de higado, no pudo ser detectada en

EM de larvas enteras. Sin embargo, en repeticiones de este experimento se
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pudo observar la presencia de dicha banda en estos extractos (informacién no
mostrada). Esta banda podria corresponderse con alguna de las isoformas

truncas de GHRa ancladas a membrana.
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Figura 38. WB anti-exGHRa sobre extractos totales (ET) y extractos enriquecidos en
membranas plasmaticas (EM). A la izquierda de la figura se muestra la tincién con Rojo
Punceau de la membrana y a la derecha el resultado del WB anti-exGHRa. Se sembraron
60 nug de un ET de higado y 80 ug de un ET de larvas de 4 dpf sin vitelo, por un lado, y
aproximadamente las mismas cantidades (estimadas por tincion con Coomasie) de
extractos enriquecidos en membranas plasmaticas de larvas e higado. A la derecha
(flechas) se indica la posible correspondencia de las bandas reactivas: GHRa, isoformas y
GHBPs. Los asteriscos indican las bandas reactivas inespecificas. A la izquierda de la 1%
calle se muestran los estandares de peso molecular en kDa.

Patrones de expresion de GHRa durante el desarrollo embrionario

Expresion temporal de GHRa: analisis por Western Blot

Utilizando los anticuerpos descriptos previamente, se estudiaron los
patrones de expresion proteica de GHRa durante el desarrollo embrionario
temprano y tardio del pez cebra. Para ello, se debié poner a punto la
inmunodeteccidn del receptor en extractos embrionarios proteicos de pez

cebra, que al ser una especie de desarrollo externo se caracteriza por tener
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gran cantidad de vitelo, hecho que dificulta tanto la corrida electroforética como
la inmunodeteccion (Link et al., 2006). Una vez realizada la puesta a punto
(infomacion no mostrada), se procedid a estudiar el patron de expresion de
GHRa. Para ello, se extrajeron proteinas totales a embriones/larvas
previamente desvitelinizados (ver la correspondiente secciéon de Materiales y
Métodos) de 4-8 células, 24 hpf, 48 hpf, 72 hpf, 96 hpf y 120 hpf y se
resolvieron mediante SDS-PAGE. También se resolvid un extracto proteico
total de higado que fue utilizado como control positivo. Los extractos fueron
transferidos y enfrentados a los antisueros anti-exGHRa, al suero pre-inmune y
al anticuerpo secundario (Fig. 39A y B).

Como se muestra en la Figura 39 A, se observo la presencia de la banda
reactiva correspondiente al GHRa desde el estadio de 4-8 células en adelante.
En el caso del estadio de 4-8 células, 96 hpf e higado, también se observo la
banda reactiva que podria corresponderse con una de las isoformas de GHRa.
Las bandas reactivas correspondientes a GHBP, se observaron débilmente a
partir de las 72 hpf en adelante. En los controles realizados con el suero pre-
inmune se detectaron las bandas reactivas inespecificas que se indican en la
Figura 39 B. Este experimento se repitidé para todos los estadios del desarrollo
estudiados, observandose similares bandas reactivas inespecificas en la
mayoria de los casos (informacion no mostrada). El WB con el anticuerpo

secundario mostré ausencia de reactividad.
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Figura 39. Patrones de expresién de GHRa durante el desarrollo embrionario temprano y
tardio del pez cebra. A) WB anti-exGHRa (imagen representativa de tres experimentos).
En la parte superior de cada calle se indica el estadio del desarrollo al cual corresponden
los extractos sembrados En todos los casos se sembraron 80 pug de extractos totales de
embriones 6 larvas sin vitelo y 60 pg de un extracto total de higado [control (+)]. A la
derecha (flechas) se indica la posible correspondencia de las bandas reactivas: GHRa,
isoformas y GHBPs. Los asteriscos indican las bandas reactivas inespecificas que fueron
observadas al enfrentar los extractos al suero preinmune (B) WB utilizando el suero pre-
inmune sobre extractos de larvas de 120 hpf sin vitelo resueltos de igual manera que en A.
Como control de siembra se realizé el WB anti-actina. A la izquierda de la 1* calle se
muestran los estandares de peso molecular en kDa. C) Grafica representando los valores
densitométricos de las bandas de reactivas (GHRa y GHBPs) normalizados con respecto
a actina en los distintos estadios del desarrollo embrionario. Los datos representan la
media + el desvio estandar (n=3) de los valores de densitometria de las bandas
relativizados a los valores de densitometria de actina para cada estadio.
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La presencia de GHRa a partir del estadio de 4-8 células en adelante,
estaria indicando que al igual que el ARNm, la proteina es de origen materno y
Su expresion continua a lo largo de todo el desarrollo embrionario. Ademas y en
funcion de estos resultados podria decirse que el patrén de expresion proteico
de GHRa es similar al observado a nivel de ARNm, exceptuando a las 96 hpf,
estadio en el cual, no pudo detectarse el ARNm de ghra mediante RT-PCR. Sin
embargo y en funcion de lo observado por WB, si estaria su producto proteico.
Con respecto a este punto, es importante mencionar que los datos presentados
en esta seccidn constituyen el primer informe acerca del receptor a nivel
proteico en estadios tempranos del desarrollo embrionario en teledsteos y
debido a ello, no existen antecedentes a los cuales referirse. Por otra parte,
ante la presencia del GHRa materno, asi como se hizo en el caso del ARNm,
cabria preguntarse acerca de la presencia de la hormona (proteina) durante el
desarrollo embrionario, para lo cual tampoco exiten trabajos al respecto. Sin
embargo, cabe mencionar algunos comentarios del trabajo de (Ozaki et al.,
2006b), donde se sugiere que GH no pudo ser detectada por WB en huevos de
anguila japonesa. Ademas, resultados no publicados de Ariel Reyes, indican
que tampoco pudieron detectar GH mediante WB en extractos totales de
embriones de pez cebra de 24 hpf con vitelo, utilizando anticuerpos policlonales
anti-GH de carpa. Sin embargo, en este punto es importante mencionar que al
realizar la puesta a punto de los WB de GHR en el desarrollo de pez cebra,
ninguna banda reactiva pudo detectarse en embriones de los diferentes
estadios del desarrollo no desvitelinizados. Por ende, estos casos de ausencia
de deteccion podrian ser consecuencia del enmascaramiento de las proteinas
de interés debido a las lipovitelinas y fosvitinas, que son los principales
componentes del vitelo.

En mamiferos, si bien se considera que el desarrollo del embrion y el feto
son independientes de GH, debido a que por ejemplo; el desarrollo de fetos
anencefalicos que muestran niveles muy bajos de GH circulante, es
esencialmente normal a nivel de su crecimiento (Chard, 1989), se ha
encontrado que tanto las proteinas de GH como el receptor se encuentran en
embriones de ratdn previos a la implantacién, desde el dia 1 (embriones recién

fecundados) hasta el dia 4 (blastocisto) (Pantaleon et al., 1997).
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En estos estudios de la embriogénesis y para comprender las diferencias
observadas en algunos estadios, entre los niveles de ARNm y proteina, seria
adecuado considerar cuestiones acerca de la dinamica de recambio del
receptor, como son las modificaciones postranscripcionales (que influyen en la
estabilidad del ARNm), la regulacion traduccional del mensajero y la estabilidad
proteica. Todos estos factores pueden influenciar la relacidon entre la
transcripcion geénica y la traduccidn y los productos proteicos presentes en un
determinado estadio del desarrollo, tejido y/o tipo celular. En ratas, por ejemplo,
se observo que las velocidades de sintesis y degradacién de GHR varian entre
los distintos tejidos (Frick et al., 1998). Por otro lado, en células humanas en
cultivo se ha observado que la velocidad de recambio de los GHRs es rapida,
con un tiempo de vida media que varia entre 40 y 80 min. Sin embargo, este
tiempo se modifica drasticamente por la presencia del ligando (GH) y por el
estatus fisiolégico del tejido (Harvey et al., 1995). Tomando todas estas
cuestiones en consideracion y el hecho de que no existen hasta la fecha datos
sobre modificaciones postranscripcionales, estabilidad proteica e incluso, mas
fundamentalmente, sobre las proteinas de los GHRs en los peces, estos
primeros estudios, junto con algunas observaciones hechas en el fletan del
Atlantico estarian indicando patrones complejos de regulacion, tanto durante el
desarrollo embrionario como tejido especificos en el adulto (Hildahl et al.,
2008).

Expresion espacio-temporal de GHRa: ensayos de inmunolocalizacion en

embriones completos

Habiéndose comprobado la presencia de la proteina de GHRa en el
desarrollo embrionario y con el objetivo de determinar su localizacion en
embriones y poder detectar asi, qué tejidos y primordios de érganos expresan
tempranamente el receptor; se procedi® a poner a punto la técnica de
inmunohistoquimica en embriones completos utilizando los anticuerpos anti-
exGHRa desarrollados. Es importante mencionar que al momento de realizar el
trabajo no existian antecedentes de este tipo de técnica para el caso de

receptores de membrana, por lo que la puesta a punto resultd un desafio aun
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mayor. Se probaron 6 protocolos diferentes de inmunohistoquimica, hasta que
se logro finalmente obtener una senal definida y reproducible. Se trabajoé con
embriones de 24 hpf y 48 hpf, los cuales fueron tratados con el anticuerpo anti-
exGHRa 6 con el suero pre-inmune, en iguales condiciones. Se utilizd el
anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo Cy3 y las imagenes fueron
registradas mediante microscopia confocal de fluorescencia. Los resultados se
muestran en las Figura 40 y 41.

A las 24 hpf se observd expresion ubicua en todo el tronco del embridn. De
forma localizada se observé mayor expresion en las regiones cefalicas y en las
regiones anteriores de la célula vitelina y menor expresion en las regiones mas
caudales (Fig. 40 A-l). Bajo las mismas condiciones, no se observd expresion
en ninguna region de los embriones tratados con el suero pre-inmune (Fig. 40
J-S). A las 48 hpf también se observé expresion ubicua en el tronco, pero
predominantemente la misma se localizé en el primordio del aparato digestivo y
los conductos pronéfricos (Fig. 41 A-F). La expresién en dichas regiones fue
comprobada mediante un barrido digital realizado a lo largo del eje Z del
embrion en un punto intermedio del tronco a la altura de la mitad de la
extension del saco vitelino (informacion no mostrada). También se observé
importante expresion en las regiones cefalicas (Fig. 41 G-l) y expresion en la
region correspondiente a los bulbos olfatorios (Fig. 41 J-L). Al igual que para
el estadio anterior, no se observé expresion en ninguna regiéon de los
embriones tratados con el suero pre-inmune (Fig. 41 M-U).

Como se puede observar, la expresion de GHRa se condice con lo
observado mediante hibridacion in situ. Debido a esta correspondencia en los
patrones de expresion podemos concluir que para el caso de ghra existe
correspondencia espacio-temporal entre el ARNm y la proteina.

Por otra parte es importante mencionar que las regiones anteriores de la
célula vitelina a las 24 hpf es el lugar donde se formaran los futuros primordios

tanto hepaticos como del aparato digestivo.
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24 hpf

a-exGHRa

Suero pre-inmune

pre-inmune ( pre-inmunej

Figura 40. Inmunolocalizacién de GHRa en embriones de 24 hpf de pez cebra. En el costado izquierdo de cada grupo de imagenes se encuentra
indicado el anticuerpo o suero utilizado en cada caso. Cada hilera horizontal de micrografias confocales estda compuesta por la siguiente secuencia
(izquierda a derecha): micrografia de campo claro (CC), de fluorescencia cofocal y la superposicion de las dos anteriores. A-S vistas laterales. A-l
micrografias correspondientes a embriones de 24 hpf tratados con el anti () exGHRa. J-S micrografias correspondientes a embriones tratados con el
suero pre-inmune. Las barras de escala se indican para el CC y son idénticas para el resto de las micrografias de la secuencia.
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a-exGHRa

pre-inmune

Suero pre-inmune

200 ym . pre-inmune

Figura 41. Inmunolocalizacion de GHRa en embriones de 48 hpf de pez cebra. En el
costado izquierdo de cada grupo de imagenes se encuentra indicado el anticuerpo o suero
utilizado en cada caso. Cada hilera horizontal de micrografias cofocales esta compuesta
por la siguiente secuencia (izquierda a derecha): micrografia de campo claro (CC), de
fluorescencia confocal y la superposicién de las dos anteriores. A-F y M-R, vistas
laterales; G-l y S-U, vistas dorsales; J-L, vistas ventrales. A-L micrografias
correspondientes a embriones de 24 hpf tratados con el anti (a) exGHRa. M-U
micrografias correspondientes a embriones tratados con el suero pre-inmune.En F se
puede observar un recuadro conteniendo una imagen ampliada de la zona indicada. Ey F
las flechas indican la regién del intestino y los conductos pronéfricos. Las barras de escala
se indican para el CC y son idénticas para el resto de las micrografias de la secuencia.
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A lo largo del presente capitulo se ha estudiado tanto el ARNm de los
receptores como su producto proteico (para el caso de GHRa), haciendo
hincapié principalmente en el desarrollo embrionario, intentando no sélo
realizar caracterizaciones, sino también, y en funcién de lo observado, realizar
inferencias acerca de su funcionalidad. Si bien mucho queda por delante, sobre
todo en lo que respecta a la proteina GHRDb, y quizas también realizar una
caracterizacibn mas precisa de las bandas reactivas, mediante técnicas de
identificacion como la espectrometria de masas, varios enfoques nunca antes
abordados se han desarrollado en el presente trabajo.

La desambiguacion de los receptores respecto a su funcion en la unién a
GH o SL o ambos y su rol en estadios tempranos del desarrollo, previos a la
formacion del eje somatotrofico, son interrogantes que se destacan del resto de
una hipotética lista que se podria plantear sobre todo para los teledsteos. Su
conocimiento tiene multiples implicancias, no sélo para los interesados en el
conocimiento de la biologia de los teledsteos, sino también para profundizar
acerca de los mecanismos que controlan el crecimiento durante una de las
etapas criticas en los cultivos de peces, pero también para aportar luz a
periodos del desarrollo, que en especies de desarrollo embrionario interno

como los mamiferos, resulta sumamente complejo de abordar.
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CAPITULO IlI: Estudios funcionales de los receptores durante el

desarrollo embrionario temprano y tardio.

INTRODUCCION

El crecimiento, la ontogenia y la adicion de nuevas y mejoradas
competencias fisioldgicas en un organismo siguen una secuencia bien definida
y genéticamente programada, en la que la regulaciéon hormonal es fundamental
Sin embargo, es sorprendente que la mayor parte del desarrollo embrionario se
produzca sin tejidos endocrinos maduros y/o ejes enddécrinos funcionales. En
realidad, es probable que el desarrollo y la maduracién de los diferentes
sistemas endocrinos estén bajo el control de factores sintetizados fuera una
glandula endocrina especifica (Helvik et al., 2009). Si bien existen numerosos
estudios acerca del rol de GH y sus efectores en el crecimiento postnatal, y su
importancia en el mismo para todas las especies de vertebrados estudiadas
hasta el momento, ha sido bien documentada (Le Roith et al., 2001; Reinecke
et al., 2005), pocos estudios se han realizado acerca del rol de estas hormonas
en el desarrollo embrionario. Esto se debe principalmente debido a las
limitaciones asociadas al estudio del desarrollo embrionario de organismos
viviparos como son los mamiferos, en los que se han llevado adelante la
mayoria de las investigaciones. Es por esto, que para este tipo de estudios, los
organismos oviparos representan una ventaja, y dentro de ellos, los peces en
particular debido a que poseen una cubierta protectora (corion) transparente, lo
que permite monitorear su desarrollo.

La transgénesis es una herramienta utilizada en una amplia variedad de
aplicaciones de investigacion que van desde el estudio de la expresidn génica
hasta la creacién de modelos animales de enfermedades humanas, siendo
poderosa para estudiar fenotipos asociados a la disrupcién o sobreexpresion
de un gen individual (Johnston et al., 2011).

Para el caso de los mamiferos, esta herramienta ha sido ampliamente en
utlizada en multiples areas de investigacion y dentro de ellas, podemos
mencionar el caso particular del estudio del eje somatotréfico. Muchos de los
avances acerca de las funciones relativas de GH e IGF-I se han logrado

gracias a ratones transgénicos sobreexpresantes de GH o de IGF-l o en
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ejemplares que poseen una inactivacion especifica permanenete de un gen
particular, conmunmente conocidos por el termino sajon “knockouts” (Le Roith
et al., 2001).

En general, los mecanismos de transgénesis en peces se han utilizado para
sobreexpresar; o bien un gen endogeno 6 bien un transgen (gen de otra
especie), y a diferencia de lo que sucede en mamiferos, en estos organismos
no es posible mediante técnicas de ADN recombinante la produccion de
organismos “knockouts” (poseen inactivado uno o ambos alelos de un gen en
particular). Por otra parte, el pez cebra es particularmente adecuado para las
aplicaciones de transgénesis, debido a que los adultos son faciles de criar y
mantener y el desarrollo embrionario procede rapidamente desde el huevo
fecundado hasta el embrion, conteniendo la mayor parte de los 6rganos dentro
del los dos dias de desarrollo. Ademas, la velocidad de este proceso y la
transparencia de los embriones, constituyen dos de las mayores ventajas para
el analisis de la funcion de genes de vertebrados en este organismo (Suster et
al., 2009).

En relacion al eje somatotréfico y en lo que respecta a la técnica
sobreexpresion por transgénesis, la misma ha sido ampliamente utilizada para
la sobreexpresion de GH, sobre todo en peces de importancia comercial, con el
fin de obtener mejoras a nivel del crecimiento (Dunham, 2004). Para el caso
particular del pez cebra, existen organismos transgénicos sobreexpresantes de
una GH heterdloga (transgén de Odonthestes argentinensis), de ambas
isoformas de SL homodlogas y también de la GH homodloga (de Azevedo
Figueiredo et al., 2007; Wan & Chan, 2010). En el primero de los casos (GH
heterdloga), aunque si se observaron diferencias en el crecimiento para el caso
de los ejemplares hemicigotas para la construccion sobreexpresante de GH;
para los homocigotas (como se ha observado ya para otras especies), se vio
en cambio, que no presentaban un crecimiento diferencial con respecto a los
silvestres. Por otra parte, estos Uultimos, tenian aumentadas las tasas
metabdlicas y la generacion de especies reactivas del oxigeno; y los niveles de
IGF-I estaban disminuidos respecto a los peces no transgénicos. Esto habla de
un control estricto del eje en este punto, y un mecanismo de resistencia a la
sobreexpresion de GH (de Azevedo Figueiredo et al., 2007; Rosa et al., 2008).

Para el caso de la sobreexpresion de los genes de SLa y SLB,no se
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observaron diferencias en la velocidad de crecimento o en el tamafio (longitud)
en estos peces transgénicos fundadores (FO) respecto a los controles, aunque
si en su peso corporal. Aunque si se observdé un aumento en la expresion de
los componentes del sistema IGF en estos organismos respecto a los salvajes,
no fue asi en el caso de los transgénicos para la GH homdloga. Estos
aumentos se observaron tanto para IGF-I como las dos isoformas de IGF-Il de
pez cebra, lo que indicaria que ambas SLs actuarian, al igual que GH, a través
de la via de los IGFs (Wan & Chan, 2010).

Como se menciond anteriormente, debido a que no es posible la generacion
de “knockotus” en peces, se suelen utilizar otros abordajes a la hora de
silenciar la expresion de un gen en particular para estudiar el efecto de su
ausencia en el organismo. Por un lado, se pueden utilizar técnicas de
silenciamiento transitorias, como son los ARN interferencia (siRNA) o los
oligonucledétidos morfolinos (descriptos mas adelante en esta seccidon), que
actuaran sobre el ARNm del gen de interés durante un periodo de tiempo
particular. Por otro lado, se pueden utilizar técnicas de silenciamiento estables,
como la sobrexpresion de un miRNA especifico del gen en estudio 6 para el
caso particular de los receptores que actuan como dimeros, mediante la
sobreexpresion de una forma particular del receptor también se pueden obtener
efectos sobre la funcién del producto génico. En estos casos, al sobreexpresar
un receptor truncado, es decir, que carece de la regioén intracelular, se formaran
o0 bien heterodimeros, entre el truncado y el receptor normal, o bien
homodimeros del receptor truncado; ambos complejos incapaces de transducir
la sefial. Como se menciono en la introduccién general, GHR actua en forma
de dimeros, los cuales se encuentran pre-formados en la superficie celular y al
unir la hormona, se produce un cambio conformacional en los mismos que
desencadena la respuesta celular (van den Eijnden et al., 2006). De esta
manera, al sobreexpresar un GHR truncado (que carece de la region
intracelular completa) se podrian logran obtener organismos que no poseen la
capacidad de transducir la senal de GH, y por ende, no pueden responder a
esta hormona. Si sumado a esto, en lugar de la region intracelular se fusiona la
proteina verde fluorescente o GFP (del inglés Green Fluorescent Protein), la
expresion de esta construccion puede ser monitoreada observando la

expresion de GFP (Fig. 42). Existen varios antecedentes de este tipo de
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estrategias en el pez cebra. Como ejemplo se puede citar el caso del IGF1R

del pez cebra fusionado a GFP (Schlueter et al., 2007a).
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Figura 42. Representacion esquematica de los posibles dimeros de GHR que se podran
formar en la membrana plasmética. Tanto en el caso del heterodimero (A) como en del
homodimero (B), los complejos seran incapaces de translucir la sefal al interior celular.

Los morfolinos (MOs) son oligonucleétidos antisentido en cuya estructura
molecular el anillo de azucar se ha sustituido por un anillo de morfolina, para
conferirles mas estabilidad (Fig. 43). Su secuencia es complementaria a la de
un mRNA al que se puede unir bloqueando su traduccién o su procesamiento
“splicing”. Por lo tanto, el uso de morfolinos permite bloquear la expresion de un
gen particular a nivel del bloqueo de la traduccion de su mRNA o a nivel del
bloqueo de su splicing correcto (Bill et al., 2009; Ekker & Larson, 2001).
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Figura 43. Esquemas mostrando las diferentes estructuras de los oligonucledtidos
mencionados. A) Oligonucledétido convencional B) Oligonucleétido Morpholino. Adapatado
de (Eisen & Smith, 2008).
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Para el caso particular del pez cebra y de los estudios de los componentes
del eje ST, los MOs se han utilizado para disminuir la expresion de los
miembros de la familia de GH (GH, PRL, SLa y SLB) (Zhu et al., 2007). Sin
embargo, llamativamente solo se observaron efectos para el caso de PRL y las
SLs, sobre todo a nivel del inflado de la vejiga natatoria. Esto podria estar
hablando de una redundancia funcional en los miembros de la familia. Los MOs
también se han utilizado en estudios con los IGFs y sus receptores (Schlueter
et al., 2007a; Schlueter et al., 2006; Schlueter et al., 2007b; White et al., 2009)
y los mismos han demostraron la importancia de los IGFs en el desarrollo y
crecimiento embrionario. Sin embargo, hasta la fecha no se han realizado
estudios acerca de la disminucion de los GHRs utilizando MO, y si bien existe
un estudio con una construccion dominante negativa para GHRa, en la que se
vio afectada la expresién de IGF-lI, no se han realizados descripciones
fenotipicas profundas acerca de estos ejemplares ni estudios a largo plazo
(Ahmed et al., 2011).

En funcién de los antecedentes descriptos, en el presente capitulo se
describe el estudio funcional de los GHRs, haciendo énfasis en los efectos de
su disrupcion en el desarrollo temprano. EI mismo se aborddé empleando la
técnica de sobreexpresion de dominantes negativos y mediante la utilizacion de
oligonucledtidos MOs. Sin bien ambos constituyen enfoques relativamente
diferentes, a través de ellos se intenta obtener respuestas o bien
complementarias o bien solapadas, acerca del rol de los receptores en el
desarrollo embrionario e inferir conclusiones acerca de sus posibles ligandos y

el rol de éstos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de peces transgénicos sobreexpresantes de receptores dominantes

negativos fusionados a la proteina verde fluorescente o GFP

Una de las aproximaciones para realizar los estudios funcionales consistio
en la obtencion de peces transgénicos integrales que sobreexpresen
receptores dominantes negativos (dnGHR) fusionados a GFP (Fig. 42). Para la

obtencién de los mismos se emple6 el mecanismo de transposicidon
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(Kawakami, 2004; Kawakami, 2005), descripto en la correspondiente seccién
de Materiales y Métodos que consta de dos vectores plasmidicos; el pCS-TP,
con la secuencia del ARNm de la transposasa, cuyo producto proteico mediara
la insercion gendmica del transgén, y el vector pT2AL200R150G, donde se
clona el fragmento que se desea sobreexpresar. Mediante este sistema no sélo
se puede estudiar transgénesis estable, sino también transiente, es decir,
observar los efectos de la sobreexpresion del transgén en estudio desde que
es transcripto a partir del plasmido microinyectado. La expresion se considera
transiente debido a que la fluorescencia en el embrion puede deberse a la
proteina de fusién producto de un ARNm transcripto a partir del vector y/o de la

secuencia que ha sido transpuesta en el genoma.

Estudios para ghra

Para el caso de ghra, primero se debié generar el constructo dominante
negativo. Para ello, a partir de un plasmido que posee el ADNc completo de
ghra se amplific6 por PCR el fragmento de interés, el cual contenia sélo la
region extracelular y transmembrana de ghra (informacién no mostrada). Una
vez obtenido el fragmento, se cloné en el vector pGEMT-easy® (Promega,
Madison WI, USA) y posteriormente, se liberé de dicho vector por digestion
enzimatica. El fragmento liberado, se ligd al vector pT2AL200R150G,
previamente digerido con las mismas enzimas, lo que permitié a su vez la
eliminacién del intrén de la f~globina (Ver Materiales y Métodos), para obtener
finalmente la construccion del dominante negativo: pT2AL-dnGHRa-GFP (ver
My M). La misma, se secuencio para constatar que ninguna de las secuencias
de interés (ORF del dnGHRa 6 de GFP) hubiese sufrido mutaciones durante
todo el procedimiento (informaciéon no mostrada). Una vez constatado el vector,
se procedié a realizar las microinyecciones.

Se inyectaron embriones controles, es decir con el plasmido
pT2AL200R150G que expresa GFP solamente (pT2AL-GFP) y embriones con
la construccion dominante negativa pT2AL-dnGHRa-GFP (dnGHRa) que
expresa el dominio extracelular y transmembrana de GHRa (regién

aminoterminal) fusionado a GFP. En paralelo, se dejaron desarrollar embriones
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sin inyectar (denominados WT, del inglés Wild Type o salvajes). El experimento
se repitid 4 veces y en la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos al
observarlos bajo lupa estereoscopica de fluorescencia a las 24 horas post
inyeccion (hpi). En cada uno de los experimentos se inyectaron, en promedio,
250 embriones con cada uno de los vectores mencionados. En la tabla se
muestran valores promedio de los % de mortalidad, % de ejemplares
fluorescentes y % de ejemplares fluorescentes con malformaciones. Las
malformaciones observadas incluyen un unico fenotipo que se repitié en todos
los ensayos realizados: acortamiento del tronco y/o quiebre a nivel
cefalico/tronco, principalmente en los dnGHRa, y edemas, tanto en los
controles como en los dnGHRa (Fig. 44). Como se observa en la tabla, existe
una diferencia significativa entre el porcentaje de malformaciones observadas
para los dnGHRa respecto a los controles. Todos los ejemplares con
malformaciones fueron sacrificados y se siguié el desarrollo de aquellos
ejemplares que poseian fenotipo salvaje “aparente”. En la Figura 45 se
muestran micrografias de campo claro y de fluorescencia (GFP) de embriones
con el fenotipo salvaje “aparente” a las 24 hpi (horas post-inyeccion) y 48 hpi,

(transgénesis transiente).

n=4 Mortalidad promedio a % de embriones Malformaciones
las 24 hpi (%) fluorescentes (%)
WT sin inyectar 18+2.5
pT2AL-GFP 38.9+9.6 87.5+13.2 5.8 + 3.0°
dnGHRa 21.3+12.2 33.3+ 11 17 + 5_5b

Tabla 4. Parametros observados en los experimentos de microinyeccion para el dnGHRa,
su respectivo control (pT2AL-GFP) y los embriones salvajes (WT) sin inyectar. Se indican
los valores promedio * el desvio estandar (n=4). Las malformaciones fueron evaluadas en
los embriones que presentaron fluorescencia a las 24 hpi. El asterisco indica que existe
una diferencia significativa entre ambos grupos P< 0.05 (t-Student).
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dnGHRa-GFP

500 pm 500 um

Figura 44. Malformaciones observadas en los dnGHRa a las 24 hpi. A y B Micrografias de
campo claro de embriones microinyectados con la construccion dnGHRa y para los que se
observé fluorescencia. En las imagenes se muestra un ejemplar representativo de los
experimentos realizados (n=4).

pT2AL-GFP

dnGHRa-GFP

dnGHRa-GFP  pT2AL-GFP

Figura 45. Transgénesis transiente (Fo) del dnGHRa vy el control (pT2AL-GFP) a las 24
hpi y 48 hpi. A, C, E y G). Micrografias de campo claro (CC). B, D, F y H) Micrografias de
fluorescencia para GFP. A la izquierda de cada panel se indica el constructo
microinyectado. En las imagenes se muestra un ejemplar representativo de los
experimentos realizados (n=4), que no presenté malformaciones. La barra de escala se
indica para las micrografias de CC y es la misma para las correspondientes imagenes de
fluorescencia.
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Los ejemplares fluorescentes sin malformaciones (Fig. 45) se dejaron
crecer con el objetivo de que alcancen la madurez sexual, para poder luego
cruzarlos y obtener los transgéncos estables (F1). Para ello, se sigui6 su
desarrollo con observaciones peridédicas bajo microscopio estereoscopico hasta
los 10 -12 dpf, momento en que la larva agota sus reservas de vitelo y la
nutricion de la misma depende enteramente de la alimentacion exdgena
(periodo exotréfico). Al realizar los dos primeros experimentos de
microinyeccion, para el caso de las larvas control (pT2AL-GFP), se observo un
crecimiento y una progresion normal de los ejemplares durante el desarrollo,
con un % de supervivencia del 60 % en promedio. Sin embargo, para el caso
de los dnGHRa, se observo un % de supervivencia significativamente menor al
anterior (10 % de superviviencia), observandose alta mortalidad entre los 8 dpf
y los 10 dpf. Esto nos permitié concluir que la sobreexpresion del receptor
dominante negativo de GHRa produce defectos en el desarrollo embrionario
que llevan a la muerte de las larvas, es decir, la expresidon del transgén fue
letal para la larva. Debido a esto, de los 4 experimentos de microinyeccion
realizados, soélo fue posible obtener 8 ejemplares transgénicos dnGHRa
adultos de la FO. Al cruzar estos adultos con ejemplares WT y buscar
descendencia fluorescente (F1) para evidenciar la presencia del transgén, o
bien no se obtuvieron embriones que fueran fluorescentes (bajo microscopio
estereoscépico de fluorescencia) o bien, los ejemplares no presentaron
compartimiento reproductivo. Debido a estos resultados, se decidio estudiar los
embriones que presentaban expresion transiente (FO fluorescente), haciendo
un seguimiento minucioso del desarrollo larvario, para intentar detectar

malformaciones asociadas a la mortalidad.

Estudio del efecto del dnGHRa por expresion transiente

Los estudios del efecto de la expresion transiente en larvas se realizaron
en dos experimentos de microinyecciéon subsiguientes, en los cuales se
contaron los embriones con malformaciones a las 24 hpi y se retiraron, y se
siguié el desarrollo del resto de los embriones hasta los 8 dpf. En estos
experimentos se observo que en los primeros 4 dias del desarrollo embrionario

los embriones/larvas inyectados con la construccion dnGHRa no presentaron
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diferencias fenotipicas aparentes respecto a los controles (exceptuando para el
caso de los embriones malformados que fueron sacrificados), salvo una
aparente disminucién de la longitud (Fig. 46 B). Al 5° dia del desarrollo (5 dpf),
un % estadisticamente significativo de las larvas inyectadas con el dnGHRa no
inflaron la vejiga natatoria. Los datos se registraron al 8° dpf, de forma de
asegurarnos que larvas dnGHRa no presentaran un retraso en el proceso de
inflado, el cual normalmente ocurre a los 5 dpf. Estos datos e imagenes
representativas se muestran en la Figura 46. Es importante destacar que la
vejiga natatoria (VN) es un o6rgano involucrado no sélo en funciones de
flotatibilidad sino también, en el caso de los ciprinidos como es el pez cebra,
esta involucrada en el proceso de audicion. Ademas, este organismo es un pez
del tipo fiséstomo, es decir que la vejiga natatoria mantiene su conexién con el
tracto digestivo, aun en el adulto (Finney et al., 2006).

Como se muestra en el grafico de la Figura 46 C, se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de inflado de la vejiga de los dnGHRa respecto a
los controles y a los WT, no asi entre estos ultimos. Debido a que el inflado de
la VN es fundamental para la supervivencia larvaria, los peces incapaces de
inflarla mueren, principalmente porque no pueden mantenerse estables en la
columna de agua para obtener el alimento en suspension. Esto nos permitié
concluir que la expresién transiente de dnGHRa es letal para las larvas y que
esta asociada a la imposibilidad de inflar la vejiga natatoria. Por esta razén fue
imposible obtener organismos transgénicos estables dnGHRa adultos.
Probablemente los 8 ejemplares obtenidos lograron llegar a la adultez debido a
un alto mosaicismo en la expresion del transgén, que llevd a una muy baja
expresion del mismo.

Como conclusién de este experimento podemos decir que GHRa estaria
involucrado en un proceso fundamental para la superviviencia de la larva como
es el inflado de la vejiga natatoria, pudiendo estar asociado al desarrollo del
organo o al proceso de inflado en si. Experimentos de sobreexpresién pero
utilizando un promotor inducible permitirian profundizar acerca de los
mecanismos subyacentes de este proceso. Por otra parte, podria estar
directamente relacionado con la proliferacion celular a nivel de las regiones
cefélicas y del tronco ya que la disminucion produce un acortamiento del tronco

y la disminucién del encéfalo.
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A
. N° de ejemplares de 8 dpf
RenslipoionsenEas WT sin inyectarj ;fTZAL-GFP i dnGHRa
No inflaron la vejiga natatoria 45 27 78
Si inflaron la vejiga natatoria 38 38 11
Total 83 65 89
% ejemplares que inflaron la VN 45,8 58,5 12,35
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Figura 46. Analisis del fenotipo observado en los dnGHRa respecto al inflado de la vejiga
natatoria. A) Tabla de contingencia conteniendo los datos que se representan en el grafico
del item C. B) Micrografias de campo claro mostrando vistas dorsales de ejemplares
representativos de larvas de 6 dpf y 10 dpf microinyectadas con el plasmido control y con
la construccion dnGHRa. Estos ejemplares habian mostrado fluorescencia a las 24 hpi. Se
puede observar claramente la ausencia de la vejiga natatoria (flecha roja) en el caso del
ejemplar microinyectado con el dnGHRa (1, 3 y 4). C) Porcentajes de larvas que inflaron la
vejiga natatoria a los 8 dpf, segun los valores de la tabla mostrada en A. Se observaron
diferencias significativas entre los dnGHRa respecto a los controles y a los WT, no asi
entre estos ultimos P < 0.0001 (Basada en prueba estadisitica de chi-cuadrado y posterior
realizacién de una particién de la tabla de contingencia). Abreviaturas: vejiga natatoria
(VN).

137



Resultados. Capitulo Il

Estudios para ghrb

Para el caso de GHRDb, la estrategia de construccion del vector
pT2AL200R150G-dnGHRb no pudo llevarse adelante por simple digestion
enzimatica, como en el caso de GHRa, debido a que la secuencia del
fragmento de interés de ghrb, poseia sitios internos de reconocimiento para la
enzima BamHI. Es por eso que se diseid una estrategia alternativa para la
obtencidon de las construcciones. La misma consistid en generar un vector
pPT2AL200R150G que contenga un sitio de multiple clonado (MCS del inglés
Multiple Cloning site), incluyendo enzimas que no se encuentren en la
secuencia de ghrb. Para ello se disefiaron dos cebadores que contienen en sus
extremos las secuencias que sobresalen luego de haberse realizado una
digestion con BamHI y con Hindlll, y en la region interna, poseen sitios de
reconocimiento para diferentes enzimas de restriccion (MCS). Ambos
cebadores son complementarios entre si, de manera de poder mediante una
hibridacién, lograr una secuencia doble hebra para ligar al vector
pT2AL200R150G (Fig. 47).

Kpnl(657)

Balll(s29)
SupHind: 5'[EBEIITCGATATCTGCAGTCGACGCCCGGG 3

Clal(1088)
Notl(1120)

InfBam: 5' [BMI@CCCGGGCGTCGACTGCAGATATCGA 3’

pT2AL200R150G
Hibridacion de los 5501bp

cebadores

S\ BamHl(1862)

Hindlll EcoRV Pstl Sall/Hincll ~ Smal
S5EBEITCGATATCTGC
AGCTATAGACGTCAGCTGCGGGCCCHIAE '5 Spel(az6s) iy Y
BamHI \

Xhol (3017)

Figura 47. Esquema mostrando la estrategia utilizada para la obtencién del vector
pPT2AL200R150G con el sitio de multiple clonado (pT2AL200R150G-MCS). A) Los
cebadores disefiados son sometidos a hibridacion. B) Una vez hibridados, el fragmento
doble hebra obtenido es ligado al vector pT2AL200R150G previamente digerido con
Hindlll y BamHI.
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El vector incluyendo MCS ha sido obtenido de forma satisfactoria y queda
aun por realizarse el clonado de la secuencia dnGHRb y los posteriores
ensayos de microinyeccion. Los pasos a seguir para el clonado del transgen
son los mismos que los mencionados para GHRa, con el objeto de intentar
obtener peces transgénicos integrales dnGHRb. Los estudios con este gen
permitiran aportar mucha informacién, sobre todos en lo referente a si existe

redundancia en las funciones entre ambos receptores.

Ensayos de disminucion especifica de la expresion o “knockdown” utilizando

oligonucleétidos morfolinos

Los estudios de “knockdown” utilizando MOs se realizaron solo para GHRa,
aunque se planea realizarlos también para el caso de GHRb. Es importante
mencionar que, segun estudios previos, los MOs actuarian hasta
aproximadamente las 72 hpf, por lo que si se observan efectos fenotipicos
posteriores a este estadio del desarrollo puede decirse que el gen cuya
traduccién o splicing ha sido bloqueado esta involucrado en eventos tempranos
en el desarrollo (Eisen & Smith, 2008; Ekker, 2000; Ekker & Larson, 2001).

Para el caso de ghra se disefiaron dos oligonucledtidos MOs diferentes:
uno de ellos que bloquea la traduccién de la proteina; tMO-ghra (del inglés
translation Morpholino) y el otro que evita el splicing del ARNm de ghr; sMO-
ghra (splice junction Morpholino). Como control, en los experimentos se
microinyectd un MO Control el cual esta disefiado para bloquear la traduccion
del ARNm de la fglobina humana, gen que se encuentra ausente en el
genoma de pez cebra. La hipotesis de trabajo fue la siguiente: debido a que el
tMO-ghra provocaria efectos sobre el mMRNA materno y cigotico y el sMO-ghra
sélo provocaria efectos sobre mRNA cigético, los efectos del tMO deberian ser
mayores que los del sMO, ya que éste afecta a dos de los posibles
generadores de GHRa; tanto el mRNA materno como el cigético. Sin embargo
se debe tener en cuenta que como GHRa es materna, se podra observar
presencia de proteina materna (al menos en algunos estadios del desarrollo,
sobre todo los tempranos), pudiendo la misma estar supliendo la carencia de
proteina cigoética. Hasta cual estadio se observe proteina de origen materno

dependera de cual sea el tiempo de vida media de la proteina.
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Estudios con el tMO-ghra

Curva de calibracion del tMO-ghra

A fin de determinar la dosis efectiva de trabajo de este MO se realizd una
curva de calibracion (dosis-respuesta) que consiste en microinyectar diferentes
cantidades (ng) del MO de interés e ir observando los efectos dosis
dependiente. La dosis de trabajo del MO sera la menor cantidad a la cual se
observen efectos fenotipicos claros respecto a los controles. En el caso de
tMO-ghra se ensayaron 6 dosis diferentes, y el MO control (MO-Ctrl) fue
inyectado a las mayores dosis. La curva se realizé variando las soluciones de
microinyeccion, colocando diferentes cantidades (ng) de tMO-ghra en cada una
de ellas y manteniendo constante el volumen de microinyecciéon. En funcion de
distintas experiencias previas (informacién no mostrada) el volumen de
microinyeccion se fijo en 5 nl por embrion. Este volumen fue determinado como
se describe en la correspondiente seccidon de materiales y métodos. Los
resultados de la microinyeccidén para las distintas dosis del tMO-ghra y su

respectivo control se resumen en la Tabla 5 y en la Figura 48.

tMO- ghra
ng de MO inyectados
0 1,5 | 45 6 8

No Inyectados

N° de ejemplares 234
Microinyectados 54 56 50 58 78 7 60 -
Muertos a las 6 hpi/hpf 4 1 3 0 5 5 2 5
% de Mortalidad 7411179 6 0 |6.41]7.04]3.33 2.14
24 hpf/ hpi
Muertos 7 2 2 6 6 8 7 2
% Mortalidad 14 |1 49 | 43 |16.2]1143]|121] 121 1.0
FENOTIPOS
Fenotipo Severo (A) 0 0 0 3 6 0 0 0
% Fenotipo A 0 0 0 9.7 1176 O 0 0
Fenotipo Intermedio (B) 0 0 5 8 8 0 0 0
% Fenotipo B 0 0 ]11.9]1258]235] 0 0 0
Fenotipo Leve (C) 0 0 12 10 15 0 0 0
% Fenotipo C 0 0 |28.6]323]44.1 0 0 0
% Total de ejemplares con fenotipo A,Byc| 0 0 J405]67.7]853] 0 0 0

Tabla 5. Curva de calibracién para el tMO-ghra. En la tabla se muestran: el N° de
ejemplares microinyectados, de ejemplares muertos a las 6 y 24 hpi u hpf (para el caso
de los WT) y el % de mortalidad para cada una de las cantidades (ng totales) de MO
microinyecctadas. También se muestra la cantidad de ejemplares observados para los
tres fenotipos principales observados, Severo (A), Intermedio (B) y Leve (C), ver texto
para su descripcion.
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Sin inyectar - WT MO - Control

tMO-ghra
4,5 ng 8 ng

SEVERO INTERMEDIO

T

Figura 48. Curva de calibracion del tMO-ghra. En los paneles se muestran micrografias obtenidas con lupa estereoscépica para embriones de entre
24 y 28 hpf/hpi, segun corresponda. Para cada condicion en el panel superior se muestra una micrografia de la regién anterior y media del embrién y
en el inferior una micrografia correspondiente a la regién posterior ampliada. En todos los casos se trata de vistas laterales. Para el caso de los
embriones controles, solo se muestran micrografias de los inyectados con la mayor dosis del MO-Ctrol (8 ng). Las flechas rojas indican la extension
del saco vitelino, cuya reduccién es el efecto fenotipico mas evidente observado como consecuencia del tMO-ghra (6 ng y 8 ng). La flecha negra,
para el caso del embrién inyectado con los 8 ng de tMO-ghra indica la mortalidad celular observada en las regiones anteriores para el caso de esta

dosis de MO.
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Como se menciona en la Tabla 6, a las mayores dosis del tMO-ghra (6 y 8
ng) se observaron 3 fenotipos distintivos respecto a los controles y a los WT,

cuyas caracteristicas se describen en el siguiente cuadro y pueden también

observarse en la Figura 48.

FENOTIPO severo (A)

FENOTIPO intermedio (B)

FENOTIPO leve (C)

Leve edema cardiaco

Tamano del cuerpo
reducido.

Extension del saco vitelino
angosta o ausente.

Tronco Doblado

Leve edema cardiaco

Tamano del cuerpo
reducido

Extension del saco vitelino
angosta.

Tronco recto

Leve edema cardiaco

Tamano del cuerpo
reducido.

Tronco recto

Para el caso del tMO-ghra a partir de la dosis de 4,5 ng (Fig. 48 y Tabla 5)
comenzaron a verse efectos fenotipicos respecto a los embriones WT y a los
controles, sin embargo el porcentaje de incidencia del fenotipo en el total de
inyectados es menor que respecto a las dosis de 6 y 8 ng. La presencia de un
leve edema cardiaco también pudo observarse en el caso de algunos controles
y a bajas concentraciones del tMO-ghra (datos no mostrados), por lo que
podria asociarse al proceso de microinyeccidn en general. No se observo
efecto fenotipico alguno sobre los embriones al microinyector el MO-Control a
las mayores dosis de trabajo (6 y 8 ng) (Fig. 48 y Tabla 5) (MO-Control 6 ng
imagenes no mostradas).

Los embriones microinyectados fueron monitoreados hasta las 72 hpi de
forma de observar la prevalencia de los fenotipos y sus caracteristicas a lo
largo del desarrollo (informacién no mostrada). En todos los casos no se
observd mortalidad alguna, ni en los embriones microinyectados con las
distintas dosis del tMO-ghra ni en los embriones controles. Para el caso de la
dosis de 4,5 ng del tMO-ghra, a las 48 hpi no se observé ningun ejemplar con
los fenotipos descriptos a las 24 hpi, por lo que hubo un 100 % de recuperacién
del fenotipo WT. Para el caso de las dosis de 6 ng y 8 ng los % de incidencia
de los fenotipos se mantuvieron constantes e iguales a los mencionados en la
Tabla 6 hasta las 72 hpi.
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De forma de determinar cuantitativamente la efectividad del tMO-ghra, se
estudid la expresion de GHRa por WB. Entre 15 y 20 embriones
microinyectados con las distintas dosis de MO (Control y tMO-ghra) fueron
procesados (extraccion del vitelo) y luego se los utilizé para obtener extractos
proteicos totales (ET). Sobre estos extractos se realizé la inmunodeteccion de
GHRa, de forma de poder evaluar el efecto dosis-respuesta sobre el blanco
indirecto del tMO-ghra: GHRa (Fig. 49). Debido a que el tMO-ghra inhibe la
traduccién del mensajero de ghra, seria esperable observar una disminucién de

GHRa a medida que se incrementase la cantidad de tMO-ghra inyectado.

A

ET embriones de 48 hpi sin vitelo

MO-Control tMO-ghra
Cb Cb

0_,

o

Tubulina— — e e O

MO-Control
M tMO-ghra

1,5

ng totales de MO mlcromyectados por embrlon

N w
5 8

N
8

8

Nivel relativo (GHRa/tubulina)
8 8

=)
8

Figura 49. Western Blot anti-exGHRa de la curva dosis-respuesta del tMO-ghra. A) ET de
embriones de 48 hpi sin vitelo (para cada condicién) fueron obtenidos y resueltos por
SDS-PAGE al 10 % y sometidos a WB utilizando los anticuerpos anti-exGHRa. En la
figura se muestra solo la banda inmunoreactiva correspondiente a GHRa. Como control de
carga se muestra el WB de tubulina realizado sobre las mismas membranas luego del
“striping”. B) Los niveles de GHRa y tubulina para cada condicion de microinyeccion se
cuantificaron por densitometria y se graficaron los valores relativos de GHRa respecto a
tubulina (unidades arbitrarias) para cada una de las cantidades de MO inyectadas.
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Como se observa en el gréafico de la Fig.49 B, a medida que aumenta la
dosis del tMO-ghra microinyectada, disminuye la cantidad realtiva de GHRa.
No se observé una desaparicidn completa de la proteina a las mayores dosis
de MO, como podria esperarse para una efectividad del 100% en la inhibicién
de la traducciéon. En este punto podrian plantearse dos posibles explicaciones;
por un lado, podria estar sucediendo que como GHRa es una proteina
materna, como se demostréo anteriormente en este trabajo, en este estadio
podria aun haber remanentes de proteina materna. Otra de las explicaciones
seria que, como cabe la posibilidad de reaccion cruzada de los anti-exGHRa
con GHRDb, las bandas reactivas fuesen una mezcla de ambos receptores, y
entonces la inmunoreactividad observada a altas dosis del tMO-ghra podria ser
el componente de GHRD.

Con respecto a los controles, para el caso de la dosis de 8 ng de MO-
Control, debido a que no se observaron bandas reactivas correspondientes ni a
GHRa ni a tubulina, podriamos estar ante un problema de degradacion del
extracto proteico. Este hecho es muy frecuente en el estadio de 48 hpf, ya que
en este estadio la glandula de eclosion (que le permitira a la larva degradar y
romper el corion para poder eclosionar a las 72 hpf) esta casi completamente
cargada de las enzimas degradativas activas (Inohaya et al., 1997) y las
mismas son liberadas al realizar el proceso de desvitelinizado. Por ello, los
extractos de este estadio suelen ser altamente sensibles a la degradacion por
estas enzimas. Si bien se tomaron precauciones para evitarlo, debido a varias
experiencias previas, en muchos casos suele resultar un proceso sumamente
rapido. Para el caso de la dosis de 6 ng del MO-Control, el nivel relativo de
GHRa detectado es menor a los niveles observados para el caso de los
embriones tratados con el tMO-ghra (Fig. 49 B), sin embargo, no se observé
ningun tipo de efecto fenotipico al inyectar esta dosis o la de 8 ng (Fig. 48). Si
bien estos resultados son contradictorios, en este estadio los resultados
muchas veces no suelen ser consistentes debido a la elevada actividad de las
enzimas hidroliticas en este estadio. Podria estar sucediendo que algunas
proteinas sean mas sensibles a la degradacion que otras y por ende por
ejemplo si bien tubulina no se vea afectada si lo haga GHRa y por eso al
relativizar los valores se no vean altos niveles relativos de GHRa. Debido a

estos resultados y al hecho de que estudios recientes realizados acerca de la
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técnica con MOs indican que dosis mayores a 6 ng de un MO suelen resultar
en efectos inespecificos, sobre todo debido a la activacion de p53 (Bill et al.,
2009; Eisen & Smith, 2008), se determiné como dosis final a microinyectar la
de 6 ng de tMO-ghra.

Analisis del efecto de la disminucion especifica de GHRa mediante el tMO-ghra

Habiéndose puesto a punto la dosis del MO, se procedié a repetir los
experimentos de microinyeccién utilizando la dosis de 6 ng de MO (tMO-ghra y
MO-Control), y evaluando en este caso a los ejemplares microinyectados hasta
estadios mas avanzados del desarrollo, de forma de hacer una descripcién mas
minuciosa de los fenotipos observados. El seguimiento de los ejemplares
microinyectados se realizd hasta los 6 dpf (registro fotografico) Fig. 51 y hasta
los 8 dpf (registro descriptivo).

En primer lugar se realizé un analisis de la incidencia de los fenotipos
descriptos anteriormente (Fig. 50). Al igual que en el caso de la curva, no se
observd la presencia de los fenotipos mencionados ni en los embriones
salvajes (WT) no inyectados, ni en los embriones microinyectados con el MO-
Ctrol. Para el caso de los tMO-ghra, en promedio, se observo la presencia del
fenotipo severo en un 18.8 % de los ejemplares, del intermedio en un 40.5 % y
leve en un 23.9 % (Fig. 50). Solo un 16.8 % de los ejemplares microinyectados

mostré ausencia de fenotipo.

100.0 83.2

Incidencia de los fenotipos (%)

30.0
20.0
10.0

0.0

Severo (A) Intermedio (B Leve (C) A+B+C Fenotipo

Figura 50. Incidencia de los fenotipos en los morfantes para ghra. Los embriones
microinyectados con el tMO-ghra fueron observados a las 24 hpi, clasificados y separados
de acuerdo a los fenotipos descriptos anteriormente. En el grafico se muestran los valores
promedio de tres repeticiones independientes del experimento.
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Sin inyectar - WT MO - Control tMO-ghra

Severo Intermedio

Jdy vz

Jdy gy

1dy 96

Jdpg

Figura 51. Fenotipos observados al microinyectar el tMO-ghra. En la figura se muestran micrografias de campo claro de ejemplares
representativos salvajes (WT) que no fueron inyectados; de ejemplares inyectados con 6 ng del MO-Ctrol y ejemplares inyectados con 6 ng del
tMO-ghra que mostraban fenotipo severo e intermedio. 1, 3, 5, 6,8,10, 12, 13, 15-22 vistas laterales; 2, 4, 7, 9, 11, 14, vistas dorsales de la regién
anterior. A la izquierda de cada hilera de figuras se indica el estadio del desarrollo en el cual fueron obtenidas las imagenes. La flecha en el panel
6 indica los edemas observados en la region del cerebro posterior y en el panel 7 los edemas ventrales. En el panel 17 y 18 ambas flechas
sefalan los edemas cardiacos. En las figuras 21 y 22 se puede observar claramente la ausencia de vejiga natatoria inflada (flechas).
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Al estudiar la progresion de los fenotipos a los largo del desarrollo se
observo una alta recuperacion del fenotipo WT a partir de las 72 hpf en
adelante para aquellos embriones que habian mostrado un fenotipo Intermedio
(B) a las 24 hpi (Fig. 51 panel 18 y 22). Una particularidad, no mencionada
anteriormente, es que para muchos de los ejemplares morfantes para GHRa,
que mostraron tanto fenotipo severo como intermedio, se observé a las 24 hpi
la presencia de multiples edemas (no solo cardiacos) sobre todo en las
regiones ventrales y en las regiones correspondientes al cerebro posterior. Por
otra parte, para el caso de los embriones con fenotipo severo, no se observo
recuperacion, y se observo en cambio, un aumento de los edemas a lo largo de
distintas regiones del cuerpo asi como también una compactacion de las
estructuras de las regiones anteriores, como son los ojos. También se observé
un subdesarrollo y/o ausencia de las estructuras mandibulares anteriores (Fig.
51 Panel 12 y 17).

Debido a que las larvas fueron monitoreadas hasta estadios avanzados, a
los 6 dpf se decidié evaluar el inflado de la vejiga natatoria en estos
organismos, ya que este evento es fundamental para la supervivencia de los
mismos y por otra parte, el mismo se observé en las larvas inyectadas con la
construccion dominante negativa (dnGHRa), como se analizé anteriormente. Al
realizar el estudio, en dos repeticiones independientes del mismo se observd
que el porcentaje de larvas microinyectadas con el tMO-ghra que eran capaces
de inflar la vejiga natatoria era significativamente menor (P< 0.00001) en
comparacion con los ejemplares MO-Ctrol y WT (Fig. 52), observandose este
hecho mayoritariamente en el caso de las larvas de fenotipo severo e

intermedio (Fig. 51).
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Figura 52. Andlisis del inflado de la vejiga natatoria. En el grafico se muestran los %
promedio de inflado de la vejiga natatoria de ejemplares de 6 dpi/dpf teniendo en cuenta
los resultados de dos experimentos independientes de microinyeccion con la dosis de 6 ng
de MO y un promedio de 60 ejemplares analizados por tratamiento. Los datos de cada
experimento fueron analizados por separado mediante la prueba estadistica de chi-
cuadrado y en ambos se concluyé que la frecuencia de inflado de la vejiga natatoria es
significativamente menor en los tMO-ghra respecto a los MO-Ctrol y a los WT (P<0.00001)

En funcion de lo observado en los morfantes de GHRa de fenotipo severo,
aparentemente el mecanismo inicial de inflado de la vejiga natatoria no estaria
desregulado ya que la larva carece de la estructura que daria origen a la vejiga
natatoria, pero es capaz de llenar de aire el espacio que deberia estar ocupado
por dicha estructura (Fig. 51 Panel 21). Sin embargo, en funcion de lo
observado en las larvas de fenotipo intermedio, ese no seria el caso, ya que
estos ejemplares carecen de una regidn llena de aire o liquido en donde
deberia normalmente estar la vejiga natatoria. Es decir, que podriamos estar
ante la presencia de dos posibles anormalidades causadas por la disminucién
de GHRa: ausencia de la estructura (fenotipo severo) o anomalias en ella que
interfieran en el mecanismo de inflado de la misma (fenotipo intermedio).
Teniendo en cuenta que el pez cebra es un pez fiséstomo, y por ende, la vejiga
gaseosa mantiene su conexion embrionaria con el tubo digestivo a través de un
conducto neumatico (Finney et al., 2006), las anormalidades podrian deberse
también a defectos a nivel del tubo digestivo. Por otra parte, en los morfantes
de fenotipo severo, es mas evidente ademas, una disminucién global de su

tamano. También es importante mencionar que el abultamiento observado en
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estas larvas morfantes en la region anterior y ventral a los 6 dpf (Fig. 51 Panel
21) consiste probablemente en los edemas mencionados anteriormente, cuyo
tamafio aumentd con el curso del desarrollo. Estos edemas podrian ser
producto de deficiencias a nivel osmoregulatorio. Si bien SL no ha sido
asociada a funciones osmoregulatorias, solo al balance acido-base (Fukamachi
et al., 2004; Fukamachi et al., 2006), se ha asociado a GH a estas funciones
(Reinecke et al., 2005).

El hecho de que tengan un menor tamafio podria deberse no so6lo a una
dificultad en la alimentacion, consecuencia de la ausencia de la vejiga natatoria
que le permite mantenerse en la columna de agua para poder alimentarse, sino
también, debido un mayor consumo energético por parte de estos organismos,
invertido en nadar para mantenerse en posicion vertical (Robertson et al.,
2007).

En este punto es importante destacar que las anormalidades observadas
tanto en lo referente al tamafio como al inflado de la vejiga natatoria se han
detectado en estadios avanzados del desarrollo larvario, donde aparentemente
el efecto del MO ya no es relevante (el MO empieza a diluirse a partir de las 72
hpf (Nasevicius & Ekker, 2000). Por ende, habria un efecto temprano en el
desarrollo, quizas sobre estructuras proliferativas fundamentales, cuyas fallas
tempranas tendrian repercusiones bien avanzado el desarrollo.

Debido a que las larvas morfantes para GHRa tienen un tamafo reducido
del cuerpo en comparacidén con sus contrapartes controles y WT, se decidio,
ademas de evaluar el inflado de la vejiga natatoria, medir la longitud estandar
de un n° determinado de larvas de 6 dpf de los distintos tratamientos para
evidenciar si existian diferencias significativas entre cada uno de ellos. Para el
caso de los ejemplares morfantes para GHRa se tomaron ejemplares de los
tres fenotipos para realizar las mediciones de forma de comparar sélo los
tratamientos. No se obtuvieron diferencias significativas entre la longitud
estandar de los morfantes para GHRa respecto a los WT y controles, ni entre

estos ultimos dos grupos (Prueba estadistica de Kruskal-Wallis) (Fig. 53 ).
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Figura 53. Efecto del tMO-ghra sobre la longitud estandar de larvas de 6 dpf/dpi. En el
grafico se encuentran representados los valores promedio de longitud estandar (mm) de
larvas de 6 dpi/dpf + el desvio estandar. Estos datos fueron obtenidos de un unico
experimento y el n® de ejemplares analizados para cada caso se indica en cada columna.
No se observaron diferencias significativas entre los morfantes para GHRa respecto a los
controles y a los WT, ni entre estos dos ultimos (Prueba estadisitica de Kruskal-Wallis y
posterior Método de Dunn).

Si bien estos resultados indican que no existe una influencia de la
disminucién de GHRa sobre la longitud de las larvas, seria importante
repetirlos, quizas aumentando el n° de ejemplares estudiados, ya que el rango
de los datos para los morfantes suele ser muy amplio, y por ende, el desvio
estandar es muy grande, lo que podria estar influenciando la significancia de
los resultados. También los experimentos podrian repetirse tomando en cuenta
otros parametros, quizas por ejemplo, longitud total o tamano del ojo,
frecuentemente utilizados en estudios con larvas. Por otra parte es importante
tener en cuenta que el crecimiento es un fenémeno que tiene lugar durante un
periodo prolongado de tiempo, mucho mayor al comprendido por este estudio.
Es por ello que cabe la posibilidad de que, desaparecido el efecto del morfolino,
las larvas con expresidon disminuida sean capaces de recuperar las cantidades
normales de receptor y tengan un crecimiento compensatorio, o que es
diferente al efecto sobre la formacién de nuevas estructuras embrionarias.

Por ultimo, y al igual que para el caso de la curva dosis-respuesta, se

realizaron ensayos de WB para la deteccion de GHRa en los ejemplares
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microinyectados con el MO-Control, el tMO-ghra, asi como también para los
ejemplares WT crecidos en paralelo. Los estudios se realizaron sobre extractos
totales de embriones/larvas de 24 hpi/hpf, 48 hpi/hpf y 96 hpi/hpf. Este ultimo
punto se tomod en cuenta para observar la recuperacion de la expresion del
receptor en los tMO-ghra, ya que se considera que a partir de las 72 hfi el MO
se diluye y sus efectos comienzan a disminuir (Nasevicius & Ekker, 2000). En
la Figura 54 A se observa un gel representativo de uno de los ensayos
realizados, y en el grafico (B) los valores promedio de los niveles relativos de
GHRa respecto a tubulina obtenidos por densitometria de las bandas reactivas,

para dos repeticiones del experimento.
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Figura 54. Variacién de los niveles de GHRa a lo largo del desarrollo en morfantes para
GHRa. A) Imagen representativa mostrando los resultados de un ensayo de WB sobre
extractos totales de embriones/larvas sin vitelo de los distintos tratamientos. En la figura
se muestra solo la banda inmunoreactiva correspondiente a GHRa. Como control de carga
se muestra el WB de tubulina realizado sobre las mismas membranas luego del
“striping”.B) Los datos representan la media + el desvio estandar (n=2) de los valores de
densitometria las bandas relativizados a los valores de densitometria de tubulina para
cada condicion.
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Si bien estos resultados requeririan como minimo de una repeticidon extra de
los experimentos, para tener un n=3, y poder asi aplicarles una prueba
estadistica de forma de evaluar si existen o no diferencias significativas entre
los tratamientos; de manera preliminar podria decirse que, si bien se observan
efectos fenotipicos evidentes en los morfantes para GHRa, que se perpetuan a
lo largo del desarrollo, sélo pudo observarse una disminucion de GHRa a las 24
hpi en relacion al MO-Control y al WT. Es posible que la disminucion de la
proteina GHRa dispare una respuesta compensatoria que lleve a la
sobreexpresién de ghra que neutralizaria los niveles del tMO-ghra, el cual no
estaria siendo suficiente para mantener esa disminucion y por ello, los niveles
relativos de GHRa son mayores en los morfantes que en los controles a las 48
hpi. Si se tiene en cuenta el WB de la curva de calibracion, realizado sobre
extractos proteicos de embriones a las 48 hpi, la tendencia observada es
similar, con niveles relativos de GHRa menores para el control que para el
tMO-ghra. No obstante, como se tuvo en cuenta en ese punto, se debe
considerar también la posibilidad de un efecto degradativo actuando de forma
diferencial sobre las distintas proteinas de la célula. Por otra parte, es
necesario tener en cuenta la importancia de un receptor para una hormona
como GH en un proceso tan importante como es el desarrollo, en el cual se
requiere de la proliferacion celular para la formacién de multiples estructuras, y
para el cual es posible que existan mecanismos de compensacion alternativos
en estos organismos.

Por cuestiones de tiempo, los experimentos con el sMO-ghra no fueron aun
realizados. Los mismos permitiran validar la especificidad del fenotipo
observado, ya que una redundancia en el fenotipo, obtenido mediante dos MO
de secuencia blanco diferente, refuerza el hecho de que el efecto es debido a
la disminucion de un blanco especifico. Sin embargo, se debera tener en
cuenta que los mecanismos de accion de ambos MO son diferentes; y mientras
que el tMO-ghra es capaz de inhibir la traduccién, y por ende afectara tanto el
ARNmM materno como el cigotico; el sMO-ghra solo afectara el ARNm cigético y

por ende, puede que su efecto sea menor que el observado para el tMO-ghra.
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Los resultados de este ultimo capitulo muestran que mediante dos enfoques
diferentes empleados en el estudio de GHRa (transgénesis transiente y MOs)
pudo observarse un mismo efecto fenotipico: anormalidades en el proceso de
inflado de la vejiga natatoria. Esto permite reforzar la hipotesis de que GHRa
estaria asociado o bien al desarrollo normal de dicha estructura o a su correcto
funcionamiento. Tomando en consideracion los antecedentes mencionados
inicialmente, en lo referente a que al utilizar MOs especificos para PRL, SLB vy
en menor medida de SLa, se observaba que las larvas eran incapaces de inflar
la vejiga natatoria (Zhu et al., 2007), y teniendo en cuenta que GHRa, agrupa
dentro del clado de los SLR y posee todas las caracteristicas de un SLR,
podriamos estar ante una evidencia funcional para clasificar a GHRa como un
SLR. Por otra parte, de estas evidencias también se desprende que, un unico
evento, como es el inflado de la vejiga natatoria, pero que a la vez es de vida o
muerte para el organismo, parece estar regulado por multiples factores,
algunos de los cuales (SLs y PRL) tengan quizas funciones redundantes.

La vejiga natatoria del pez cebra es un érgano compuesto por dos camaras,
y una de ellas, retiene a través de un ducto neumatico una conexion con el
aparato digestivo, recibiendo por ello la denominacién de pez fis6stomo.
Ademas, no solo esta involucrada en funciones relacionadas a la flotabilidad,
sino que actuaria contribuyendo en la audicién, amplificando las ondas sonoras
gracias a las vértebras modificadas conocidas como osiculos Weberianos
(Finney et al., 2006; McCune & Carlson, 2004; Winata et al., 2009). Por otro
lado, en funcidén de sus caracteristicas, analisis evolutivo, desarrollo y control
génico de su desarrollo, ha sido postulada como el homdlogo a los pulmones
de los tetrapodos (Perry & Sander, 2004). Estudios recientes en pez cebra han
indicado que varios componentes de la familia Hedgehog (Hh) estarian
involucrados en el desarrollo de esta estructura de forma similar a como lo
estan en el desarrollo de los pulmones (Winata et al., 2009). La familia de
proteinas Hh desempena funciones esenciales principalmente durante el
desarrollo embrionario. Son moléculas de sefializacidn intercelular que tienen la
capacidad de sefalizar a larga distancia (multiples diametros celulares) y de
una manera dependiente de concentracion. De los tres genes de la familia Hh,
dos de ellos Sonic hedgehog (Shh), Indian hedgehog (/hha) se expresan
durante el desarrollo de la vejiga natatoria en el pez cebra (Winata et al., 2009).
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Por otra parte, ratones mutantes compuestos Gli2-/- Gli3—/- el primordio de
los pulmones esta totalmente ausente (Motoyama et al., 1998), siendo los
factores de transcripcidon Ci/Gli los componenetes finales de la via de
transduccion de la sefial de los factores Hh. Ademas, ejemplares de pez cebra
morfantes para ihha muestran un tamafo reducido de la vejiga y mutantes para
otros componentes de la via Hh, muestran subdesarrollo o ausencia de las
estructuras que componen a este 6rgano.

Recordando el analisis de las regiones flanqueantes 5 de los ghrs,
realizado en el capitulo uno de esta tesis, cabe destacar que para el caso
particular de ghra se observo la presencia particular de sitios de unién para los
factores de transcripcion GLIS (2 y 3) del inglés Gli — similar 2 6 3. Estos son
una subfamilia (tres miembros) de proteinas de dedos de zinc del tipo Krippel,
que actuan como factores de transcripcibn y han sido descubiertos
recientemente. La mayor parte de los estudios se han realizado en mamiferos,
y su patron de expresion espacio-temporal durante el desarrollo embrionario
sugiere que tendrian roles preponderantes en el mismo. En ratones se ha
observado que los tres miembros de la familia GLIs se expresan
mayoritariamente en los rifilones, y por ende estarian involucrados en su
desarrollo. Ademas, para el caso particular de GLIS2, en ratdn se ha observado
expresion en regiones craneales y en el tubo neural y para el caso de GLIS3 en
los pulmones, testiculos y el durante la neurulacién. Sumado a esto, varios
estudios sugieren que GLIS2 seria esencial para manter las funciones renales
normales (Kang et al., 2010). En el pez cebra existen ortélogos para los genes
GLIS, aunque no existen estudios relacionados a estos genes hasta la fecha.
Tomando toda esta informacion en consideracién y el hecho de que ghra se
expresa diferencialmente en los conductos pronéfricos, podriamos estar ante la
presencia de un miembro corriente arriba de la via de sefalizacion de los
miembros de la familia GLIS y por otro lado ghra podria ser a su vez ser uno de
los efectores por debajo de la cascada de Hh. La existencia de relacién entre la
via Hh y los factores de transcripcion de la familia GLIS aun no ha sido
confirmada, pero debido a su similitud con los factores Gli podria ser problable

la misma.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados en el presente trabajo de tesis aportan datos
significativos para comprender el rol en el desarrollo embrionario temprano y
tardio de algunos de los componentes del eje endocrinolégico, como son los
GHRs.

Comenzando con las moléculas, cuya secuencia era desconocida hasta el
momento de comenzar el presente trabajo, podemos decir que se han
caracterizado satisfactoriamente los ADNc completos de ghra y ghrb del pez
cebra. Dicha caracterizacion nos permiti6 observar que si bien ambas
secuencias poseen las caracteristicas distintivas de los GHRs de peces, cada
una de ellas posee particularidades (localizacion de residuos de cisteina o de
residuos de tirosina) que podrian ser especie-especificas. Por otra parte, al
realizar un analisis de sus productos proteicos y teniendo en cuenta la
informacion sobre los mecanismos de transduccion de sefial estudiados en
mamiferos (Tiulpakov et al.,, 2005), podemos decir que estas diferencias
podrian no estar afectando significativamente su funcionalidad y que a pesar de
las diferencias observadas en la region intracelular entre ghra y ghrb a nivel de
residuos de tirosinas sélo uno de ellos podria representar diferencias a nivel
funcional.

Por otra parte, el analisis filogenético de los receptores demostré que cada
uno de ellos agrupa en uno de los dos clados conocidos para los GHRs de
peces; el GHRa en el clado de los GHRI/SLR y el GHRb en el de los GHRII.
Este estudio también nos permitié evidenciar que el GHRb es el primer GHR de
un ciprinido caracterizado hasta la fecha y que GHRa estaria distanciado
filogenéticamente del resto de los GHR de tipo | de ciprinidos.

La deduccion de su organizacion génica mostré que existe correspondencia
en la organizacion exon-intron entre ambos genes, lo que refuerza la hipotesis
de que los mismos son paralogos producto de la duplicacion de un GHR
ancestral ocurrida durante la duplicacion completa del genoma (FSGD) ocurrida
hace 450 milloses de anos (Fukamachi & Meyer, 2007; Volff, 2005). Por otro

lado, llamativamnte la organizacién génica de los zghrs difiere mucho de lo
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informado en otras especies de peces (Nakao et al., 2004; Pérez-Sanchez et
al., 2002), y es mas similar a lo observado en vertebrados superiores como el
ratén y el hombre, lo que estaria hablando de mayores similitudes entre el pez
cebra y los vertebrados superiores que para con sus contrapartes acuaticos.

El analisis in silico de las regiones flanqueantes 5 de los zghrs y sus
putativas regiones promotoras también evidencié la existencia de mayor
similitud entre el pez cebra y los vertebrados superiores como el hombre y el
ratdén, y no asi con las especies de peces estudiadas hasta el momento. Por
otra parte este analisis permitié concluir que podriamos estar ante la presencia
de un sistema regulatorio complejo tejido especifico, estadio del desarrollo
especifico y probablemente también dependiente del estatus fisiologico del
animal. Ademas, podrian existir como se ha observado para el caso del hombre
o el ratén, multiples sitios de inicio de la transcripcion, generandose diversas
isoformas del transcripto de ghr diferencial a nivel de su region 5 UTR.

Con respecto a los estudios de expresion génica, podemos concluir que los
tejidos donde se observd expresidn en el caso de ambos receptores estan en
concordancia con lo observado en la mayoria de las especies de peces
estudiadas hasta la fecha, sin embargo no asi el hecho de que la misma suele
ser ubicua. Sin embargo, la ausencia de expresion de en ciertos tejidos podria
tener fundamento en el hecho de que segun estudios recientes (Gomez-
Requeni et al., 2010) el pez cebra no estaria creciendo mas alla de los 65 dpfy
como para la realizacion de los estudios los tejidos fueron extraidos de peces
de un afno de edad podria estar influenciando este factor.

Por otra parte la identificacion y caracterizacion de isoformas para ghra y
ghrb estaria indicando la presencia de complejos mecanismos regulatorios en
lo que respecta a sus roles dentro del eje somatotrofico. Ademas la existencia
para ghrb de isoformas truncas similares a las existentes en mamiferos
refuerza el hecho muchas veces hipotetizado de que los GHRII serian los
verdaderos receptores de GH y los paralogos mas similares al gen ancestral
que sufrio la duplicacion especifica.

Con respecto a la expresidon de los ghrs en el desarrollo embrionario, su
presencia desde estadios tempranos del desarrollo, sumado al hecho de que
en funcién de las evidanecia se trata de transcriptos de origen materno, estaria

hablando de una importancia crucial de los mismos en eventos trascedentes
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para el desarrollo embrionario, que probablemente difieran de su rol en los
peces adultos.

Tomando en consideracion toda la informacién existente hasta el momento
en peces, junto a lo estudiado para el caso del pez cebra, podria decirse que
durante el desarrollo embrionario temprano y tardio ocurririan dos grandes
disminuciones en los niveles de expresion de los GHRs (Fig. 55). En principio,
habria una primera disminucion asociada al agotamiento o degradacion de los
ARNmM de origen materno, previo al comienzo de la transcripcion del genoma
del cigoto. Luego, producto de la transcripcion cigética, los ARNm de los ghrs
volverian a acumularse hasta alcanzar altos niveles de expresion (mayores que
los maternos), ocurriendo un pico previo al inicio de la metamorfosis (en peces
que sufren metamorfosis) o previo a la eclosion, donde volverian a caer para

luego volver gradualmente a aumentar.

Transcripcion del genoma del embrion

Inicio de la
organogénesis

ARNmM materno @

Inicio alimentagion
exogena

Eclosion /
Matamoforfosis

Niveles de ARNm de los ghrs
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cigoto divisi(')nl blastula | | |far|'ngula eclosi(')nl larva

gesile Desarrollo embrionario (Periodos)

segmentacion

Figura 55. Diagrama representando la variacion en los niveles de ARNm para los ghrs
observadas en peces. La altura de los picos no tiene una significancia cuantitativa
exacta. Han sido diagramados empleando los datos de todas las especies de peces
estudiadas hasta el momento. En el eje de abscisas se encuentran indicados los
periodos del desarrollo embrionario temprano de acuerdo a (Kimmel et al., 1995).
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Los estudios realizados a nivel proteico para GHRa en el desarrollo
embrionario representan los primeros de este tipo hechos en peces. De ello
también se desprende que GHRa es una proteina de origen materno,
reforzando la hipotesis de que poseeria un rol preponderante en las etapas
mas tempranas del desarrollo embrionario. Esto constrastaria con la idea
(influenciada por estudios de mamiferos) de que el desarrollo embrionario seria
independiente de las hormonas.

La concordancia espacio-temporal de ARNm vy proteina (in situs e
inmunolocalizaciones) estaria hablando de un rol funcional real en las
estructuras observadas.

Finalmente, la consecuencia fenotipica evidente (no inflado de la vejiga
natatoria) del bloqueo de la sefnalizacion de GHRa o de la disminucién de la
proteina, estd hablando en primer lugar de un rol preponderante de este
receptor, y también de la via GH/SL en el desarrollo y/o correcto
funcionamiento de este organo. Por otro lado, sugiere que dicha via es
funcional quizds tardiamente en el desarrollo o quizds hay un efecto
compensatorio de GHRb, debido a funciones redundantes entre estos
receptores, ya que para el caso de los dominantes negativos no se ven efectos
en el desarrollo temprano sino mas tardiamente.

Teniendo en cuenta estos resultados acerca de la funcionaliad de GHRa
en el proceso de inflado de la vejiga natatoria, los estudios realizados con MOs
donde la disminucién de las SLs esta asociada a la incapacidad de las larvas
de inflar la vejiga natatoria (Zhu et al., 2007) y al hecho de que GHRa agrupa
dentro del clado de los SLR y posee todas las caracteristicas de un SLR,
podriamos estar ante una evidencia funcional para clasificar a GHRa como un
SLR.
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RESUMEN

Dado que el crecimiento de organismos acuaticos es el aspecto mas
importante en el desarrollo de las actividades tendientes a su aprovechamiento,
tener conocimientos suficientes sobre este proceso es fundamental, sobre todo
en las etapas tempranas de la vida de los organismos, ya que suelen ser las
menos estudiadas y las mas problematicas a nivel productivo. En los
vertebrados, el eje somatotrépico, con la hormona de crecimiento (GH) como
pieza central, regula el crecimiento integrando los multiples factores que lo
influencian. Sin embargo, en los peces, GH esta implicada en multiples
funciones fisiolégicas, ademas del crecimiento, lo que hace al sistema
relativamente mas complejo. Sus acciones son iniciadas por su union al
receptor (GHR), localizado en la membrana celular de los tejidos diana. En el
presente trabajo de tesis, trabajando con el organismo modelo Danio rerio, se
caracterizaron dos tipos de ghrs, denominados ghra y ghrb, que se
corresponden con los GHR de tipo | y de tipo Il caracterizados en peces hasta
el momento. Al estudiar sus patrones de expresion temporal en los tejidos
adultos, la misma se observd en higado, al igual que en el resto de las
especies estudiadas, aunque también se observd expresion en otros tejidos,
corroborando las funciones pleiotropicas de GH. Los estudios de expresion
temporal y espacio-temporal de los ghrs durante el desarrollo embrionario
mostraron que ambos son de origen materno y continian expresandose a lo
largo del desarrollo temprano, inicialmente de forma ubicua y luego se van
localizando en estructuras especificas del embrién, con posible relevancia
funcional. Utilizando anticuerpos policlonales contra el dominio extracelular
GHRa, desarrollados en nuestro laboratorio, se determind, por primera vez, que
esta proteina es de origen materno y su expresion se mantiene durante todo el
desarrollo embrionario temprano y tardio, lo que sugiere un rol importante para
este receptor en la vida temprana del pez. Estudios de la expresion espacio-
temporal de GHRa mostraron que la proteina coexistiria espacialmente y
temporalmente con su ARNmM. Mediante la utilizacion de técnicas de
transgénesis y de silenciamiento génico temporal, se observd que GHRa

estaria implicada en el desarrrollo y/o funcionamiento de la vejiga natatoria.
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Estudios mas profundos sobre las cascadas de expresion de genes en los
diferentes 6rganos o tejidos en los que se expresa durante el desarrollo

embrionario permitiran dilucidar su funciéon en los mismos.
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