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Introduccio

Entre tots els vertebrats, els peixos ocupen una posicid unica en quant a estratégies i
perfils de creixement. Aixi doncs, la majoria dels peixos presenten patrons indeterminats de
creixement, fet que implica que en moltes especies la mida final de I’animal no estigui fixada
(Rowerlson i col., 1999). De la mateixa manera, aquest fenomen en peixos és flexible, i depén
entre altres factors, de la temperatura, el fotoperiode i de la disponibilitat de 1’aliment (Revisat
per Navarro 1 Gutiérrez, 1995; Gabillard 1 col., 2003). Totes aquestes condicions s’han de
tenir en compte quan es planteja el cultiu d’especies d’'una manera rendible i sostenible.

Degut a que la produccié en Aqiiicultura ha incrementat dramaticament en les tltimes
decades, 1 que la previsid establerta per 1’Organitzacié de les Nacions Unides per a la
Agricultura 1 I’Alimentacio (FAO) a I’any 2004, va determinar que abans del 2030 més de la
meitat del peix de consum seria produit per I’ Aqiliicultura, sembla de gran necessitat la millora
dels protocols alimentaris i I’optimitzacié dels metodes de cultiu. Estudis en aquesta linia de
recerca ajudaran a entendre 1 relacionar quins son els parametres que afecten al creixement en
peixos. Un dels principals problemes a 1’hora d’evaluar els efectes d’un parametre en
particular en Aqiicultura, és 1’elevat cost economic i el llarg temps requerit a 1’hora
d’observar canvis en el creixement dels animals (Brown i col., 2000). En aquest context,
resulta de gran interes 1’estudi 1 millora de diferents manipulacions utilitzades rutinariament
en Aqiiicultura, tals com el dejuni, la realimentaci6 o el creixement compensatori.

El creixement somatic en peixos €s degut als increments en la massa muscular com a
conseqiiencia de la deposicid proteica (Revisat a Mommsem, 2001). Els mecanismes
fisiologics subjacents, mitjancant els quals la ingesta de 1’aliment activa 1 incrementa el
creixement somatic en peixos son desconeguts, no obstant, molts dels factors endocrins
involucrats en la regulacio del metabolisme glucidic, lipidic 1 proteic, estan fortament
relacionats amb la utilitzacidé dels nutrients, el sistema immune i el creixement somatic

(Revisat per Pérez-Sanchez i Le Bail, 1999).
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Aixi, el creixement somatic en peixos, al igual que en altres vertebrats, esta regulat per
una varietat de factors de creixement/hormones que actuen de manera endocrina, paracrina i/o
autocrina. Un component central en la xarxa hormonal és I’eix hormona de creixement (GH)-
factor de creixement tipus insulina I (IGF-I) (Duan, 1997; 1998). Dins d’aquest eix endocri, el
sistema IGF té un paper molt important en el creixement.

El sistema IGF esta format per lligands (IGF-I i IGF-II), receptors i proteines d’uni6 a
IGF (IGFBPs) (Plisetskaya 1 col., 1994; Duan, 1997; Kelley col., 2000). Molt relacionat amb
el sistema IGF es troba la insulina, que comparteix caracteristiques estructurals i funcionals
amb els IGFs.

En peixos, els increments en el creixement muscular post-embrionari depenen de la
proliferacié 1 posterior diferenciacié d’una poblacié progenitora de cel-lules miogeniques,
anomenades cel-lules satel-lit (Brodeur 1 col., 2002). Els estudis realitzats en el nostre grup
utilitzant el model in vitro de cél-lules miosatel-lit de truita irisada (Onchorynchus mykiss) en
cultiu, va permetre investigar els efectes metabolics 1 mitogeénics de la insulina i de I’'IGF-I
utilitzant aquest model per primera vegada en peixos (Castillo 1 col., 2002; 2004; 2006). En
aquest marc, ha estat prioritari establir un model de cultiu de cel-lules miosatel-lit d’orada
(Sparus aurata) amb 1’objectiu d’estudiar els efectes de la insulina, de ’IGF-1 1 de I'IGF-II en
el metabolisme glucidic 1 proteic del muscul blanc d’aquesta espécie, que és de gran intercs
comercial en el Mediterrani.

A més, tenint en compte que hi ha tota una série de factors i de gens especifics de la
musculatura involucrats en la proliferaci6 i determinaci6 de les c¢l-lules satel-lit en mamifers,
sembla necessari analitzar els canvis en la seva expressio, aixi com la seva possible interaccid
degut a manipulacions tals com el dejuni, la realimentacio o el creixement compensatori, amb
la intencié d’entendre la seva funcid 1 de buscar gens ‘“candidats” a 1’hora d’optimitzar

aquests protocols d’us freqiient en Aqiiicultura.
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1. SISTEMA D’INSULINA 1 FACTORS DE CREIXEMENT TIPUS INSULINA

En peixos, igual que en mamifers, el sistema d’insulina i IGFs esta format per la
insulina, ’'IGF-I i 'IGF-II, i els seus receptors de membrana especifics. A més a més, inclou
les proteines transportadores dels IGFs en plasma o IGFBPs 1 proteines amb activitat proteasa
(Binoux, 1995; Duan, 1997; Monget i col., 1996). Addicionalment, s’han descrit membres
nous en aquesta familia que inclouen el receptor similar al receptor d’insulina (IRR)
(Dandekar i col., 1998) i el receptor hibrid d’IGF-I i d’insulina (IGF-IR/IR) (Frattali i col.,
1992), tot 1 que els mecanismes de la seva activacio 1 funcions soén encara desconeguts. La
Figura 1 ens mostra esquematicament cadascun d’aquests elements, que seran descrits a

continuacio, fent especial mencio en les caracteristiques d’aquest sistema en peixos.

85 kDa “SMALL COMPLEX” 40-50 kDa

4442 28.5-32 30.32 PROTEASAS
Da 29 kDa 35 kDa | |24 kDa Da

-/ L/ L/ [/ L7 7 7 g\/
BP3 BP1 BP2 BP4 BP5 BP6

gﬁ IGF-II
INSULINA I_%I IGF-I —
o o o —
BB B B
Receptor d’ insulina Receptor d’IGF-I Receptor d’IGF-II

Fig 1.1.- Representaci6 esquematica dels sistemes d’insulina i IGFs, format pels péptids, els receptors,

les proteines d’unio als IGFs i les proteases. (Segons Monget et al., 1996).




Introduccio

1.1.- Insulina

La insulina és una hormona secretada com a precursor de cadena unica per les cel-lules
[ del pancrees endocri en periodes post-pandrials. En peixos, s’ha descrit que la seva secrecio
ve estimulada pels nivells circulants de glucosa 1 d’aminoacids (Murat i col., 1981).
Tanmateix s’ha suggerit la possibilitat d’una estimulacio neural de la seva secreci6 durant la
fase cefalica de la digestio (Papatryphon et al., 2001), tal i com succeeix en mamifers. Les
insulines van ser de les primeres hormones en ser purificades en peix (Jensen et al., 1929;
McCormick 1 Noble, 1924) i tamb¢ seqiienciades (Reid et al., 1968), aixi com de les primeres
en les que es va determinar I’estructura terciaria de la molecula (Cutfield et al., 1979). Tot i
que aquesta hormona es troba altament conservada al llarg de I’evoluciod, s’han descrit dues
isoformes d’insulina en dues especies de peixos diferents, de les quals s’en desconeix la
funci6 (Conlon, 2001; Mommsen et al., 2001).

Durant la seva sintesi, el fragment N-terminal de 24 aminoacids (Fig. 1.2) és eliminat
enzimaticament en el seu pas pel reticle endoplasmatic donant lloc a la proinsulina; aquesta
molecula esta formada per les cadenes A 1 B de la futura insulina madura 1 unides mitjangant
el péptid C. L’eliminaci6 proteolitica del peptid C originara la insulina madura, que té un pes
molecular de 5600 Da (Hazelwood, 1993; Mommsen y Plisetskaya, 1991).

Les insulines de peixos presenten caracteristiques comunes amb la resta dels
vertebrats. En el seu estat madur, la insulina conté de 51 a 58 aminoacids formats per una
cadena A de 21 1 una cadena B de 29 (Fig. 1.2). La uni6 per ponts disulfur d’ambdues cadenes
determina 1’estructura terciaria de la proteina (Plisetskaya et al., 1994). La zona més
important per a la seva activitat biologica es troba en la posicié aminoacidica 22-26 de la

cadena B (Bornfeldt et al., 1991; Simon, 1989).

®

Domini B

Figura 1.2.- Estructura de la insulina de salmd. Les linies de punts indiquen els ponts dislfur (Modificat de

Plisetskaya et al., 1994).
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1.1.1.- Funcions de la insulina.

L’acci6 de la insulina és principalment anabolitzant, estimulant la captacié de glucosa
1 d’aminoacids en el fetge i en el muscul esqueletic. També promou la lipogenesis, la sintesi
proteica i la glicogeénesi en ambdos organs (Machado i col., 1988; Wenderlaar Bonga, 1993 i
Mommsen i Plisetskaya, 1991). Molts dels efectes de la insulina en mamifers es donen a
través de I’estimulacié de la taxa de transcripcié de determinats gens, aixi com per 1’activacio
de determinades proteines, moltes d’elles, son enzims implicats en la regulacid del
metabolisme (Lloyd et al., 1987; Miller, 1989; Standaert 1 Pollet, 1988).

En peixos, s’ha descrit una reduccid significativa dels nivells plasmatics d’insulina
durant els periodes de dejuni en diferents especies (Patent 1 col., 1971; Plisetskaya i col.,
1986; Sheridan i Mommsen, 1991; Blasco i col., 1992; Navarro i col., 1992; Navarro i col.,
1995; Silverstein 1 Plisetskaya, 2001; Larsen 1 col., 2001), que sén totalement revertits durant
els periodes de realimentacio (Thorpe i Ince 1976; Blasco i col., 1992; Navarro i col., 1995;
Larsen i col., 2001; Figuereido-Garutti i col., 2002). En peixos, la concentracid plasmatica
d’insulina oscil‘la entre 1-30 ng/mL (Revisat per Navarro 1 Gutiérrez, 1995). La glucosa ¢€s, en
general, un important estimulador de la secreci6 d’insulina. No obstant, en peixos, els
aminoacids, especialment la lisina i 1’arginina, semblen ser secretagogs (estimuladors de la
secrecid d’insulina) més potents que la propia glucosa (Carneiro et al., 1993). Estudis in vivo
realitzant injeccions intraperitoneals d’insulina o d’arginina, han descrit els seus efectes
hipoglucémics tant en la truita irisada (Onchorynchus mykiss) com en D’orada (Sparus
aurata), respectivament (Navarro et al., 2002; Vega-Rubin i col., 2004).

Per una altra banda, estudis in vitro, mostren que la insulina estimula la captacié de
glucosa 1 d’alanina en cel-lules musculars de truita irisada (Onchorynchus mykiss) 1 que
inhibeix la lipolisis en adipocits aillats de la mateixa especie (Castillo 1 col., 2004; Albalat 1
col., 2005). Igualment, també s’ha descrit que la insulina estimula la deposici6 de glicogen i1
que inhibeix la glicogenolisis en diferents tipus cel-lulars en peixos (Foster i Moon, 1989;
Foster i Moon, 1990).

La insulina pertany a una gran familia d’hormones peptidiques relacionades, que
inclou els factors de creixement semblants a la insulina o IGFs (IGF-I i IGF-II), el factor de
creixement nervidos o NGF 1 els péptids d’invertebrats similars a la insulina (Blundell 1

Humbel, 1980; Mommsen i Plisetskaya, 1991; Smit et al., 1988).
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1.2.-Eix somatotropic.

La GH en peixos, al igual que en vertebrats, és sintetitzada a la glandula hipofisaria i
secretada al rec sanguini sota control neural, hormonal i nutricional (Revisat per Reinecke i
col., 2005). En mamifers, I’hipotalem produeix 1’hormona estimuladora de I’hormona del
creixement (GHRH) 1 la inhibidora, la somatostatina (SS). Ambdues, actuen controlant la
secreci6 de I’hormona de creixement (GH) a la glandula hipofisaria, mitjangant accions
estimuladores o inhibitories, respectivament (Arvat i col., 2002). En peixos, la situacio és més
complexa, la regulaci6 de la secreci6 de la GH té lloc mitjangant ’accié de GHRH 1 de la SS,
pero també de les hormones estimuladores de gonadotropines (GnRH), de 1’hormona
alliberadora de tirotropina (TRH) i del polipeptid de la hipofisis estimulador de 1’adenilat
ciclasa (PACAP) (Riley i col., 2002). Altres autors han descrit una produccid extrahipofisaria
de la GH en el rony06 anterior de I’orada (Calduch-Giner 1 Pérez-Sanchez, 1999).

De la mateixa manera que en tots els vertebrats, la majoria de les accions de la GH
sobre el creixement son a través dels factors de creixement tipus insulina: IGF-I i IGF-IL
Aquests, es sintetitzen principalment al fetge, tot i que altres teixits com el muscul, I’intesti,
les gonades o les branquies son productors locals d” IGF-I en peixos (Donaldson et al., 1979;
McLean 1 Donaldson, 1993; Revisat per Duan C., 1998). En la figura 1.3 es mostra un

esquema de 1’eix somatotropic.
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Figura 1.3.- Esquema de 1" eix somatotropic. GHRH: hormona estimuladora de 1" alliberaci6 de GH; SS:
somatolactina; GH : hormona del creixement; IGFs: factors de creixement tipus insulina. Les linees de punts

indiquen efectes inhibitoris.
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La GH en peixos ¢s directa o indirectament responsable de diferents funcions tals com
I'estimulacié del creixement somatic, 1’adaptacié a medi sali, regulaci6 del metabolisme,
reproduccié 1 desenvolupament (Arsenault 1 col.,2003; Riley i col., 2002). Tot 1 aix0, cal citar
que I’accié de la GH sobre el creixement és dual, ja que exerceix tant accions lipolitiques com
anaboliques. L’acci6 lipolitica (independent dels IGFs) esta associada a estats catabolics 1 de
malnutrici6, assegurant aixi la utilitzacid de greixos com a primera font d’energia. L’accio
anabolica es dona a través dels IGFs 1 afavoreix la sintesi proteica en els teixits diana
(Mingarro i col., 2004).

Les accions de la GH sén iniciades per la uni6 al seu receptor (RGH) que es troba a la
membrana plasmatica de nombrosos tipus cel-lulars. La uni6 de la GH circulant amb el seu
receptor indueix la dimeritzacido del mateix mitjangant I’activacido del complex (Revisat per
Pérez-Sanchez i col., 2002).

El RGH ¢és un membre de Classe I de la superfamilia de les citoquines. S han clonat
diferents cDNAs en peixos teleostis que codifiquen per RGH (Lee i col., 2001; Calduch-Giner
1 col., 2001; Ozaki 1 col., 2002; Tse i col., 2003; Calduch-Giner i col., 2003; Kajimura i col.,
2004; Very i col., 2005). Igualment, també s’ha clonat el RGH en salm6 coho (Onchorynchus
kisutch; NCBI Gen Bank Accession No. AF4033539 i AF403540), en el peix halibut
(Paralichthys  olivaceus; Accession No. ABO058418) 1 en la carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idella, Accesion No. AY283778). Tant el cas del rémol (Scophthalmus
maximus) com en el de I’orada s’ha descrit I’existéncia de isoformes truncades per al RGH
(Calduch-Giner i col., 2001; Tse i col., 2003).

Durant el dejuni, s’ha descrit que els increments en els nivells plasmatics de GH
(Duan 1 Plisetskaya 1993; Marchelidon 1 col., 1996: Pérez-Sanchez i col., 1995; Pierce i col.,
2005), coincidiexen amb la perdua de la capacitat d’unié per part dels RGH hepatics a
I’hormona circulant (Gray i col., 1992; Duan i Plisetskaya, 1993; Pérez-Sanchez i col., 1994).
Durant molt de temps s’ha cregut que la reduccio dels RGHs en el fetge, eren els responsables
de la desensibilitzacié a la GH, 1 que aquest fet resultava en la disminucié de la sintesis
d’IGF-I en el fetge durant el dejuni. Més recentment, Deng i col. (2004), han relacionat els
increments en la GH circulant durant el dejuni, amb altres factors neuroendocrins tals com la
SS i el GHRH, que conjuntament amb la disminucié de I’IGF-I circulant, afavoreixen els

increments en la GH circulant.




Introduccio

Recentment, també s’ha descrit que durant el dejuni hi ha una disminucié en
I’expressio de ’ARNm del RGH hepatic en el salm6é masou (Onchorynchus masou) i en
I’orada bruna (Acanthopagrus schlegeli), respectivament (Fukada 1 col., 2004; Deng i col.,
2004). De tota manera, son necessaris més estudis per tal d’ interpretar la varietat estructural i

funcional de les diferents formes solubles de RGH descrites en peixos fins ara.

1.2.1.- Els factors de creixement tipus insulina: IGF-1, IGF-II.

Tant ’IGF-I com I'IGF-II, sén polipeéptids monocadena amb homologia estructural a
la proinsulina (Revisat per Duan, C., 1998). Ambdos peptids son necessaris pel creixement
fetal 1 post-fetal en mamifers (Jones i Clemmons, 1995). Aquests estan constituits per quatre
dominis (A, B, C 1 D) (Figura 1.4). Els IGFs, contrariament a la molecula de la proinsulina,
presenten un domini D carboxi-terminal (Humble 1 col., 1984) i son sintetizats a partir de
seqiiencies iniciadores a I’extrem amino-terminal. D’altra banda, també presenten un domini
E a I’extrem carboxi, identificat a salmonids com a resultat del fenomen de “splicing”
alternatiu (Kavsan 1 col.,1993, 1994).

L’estructura terciaria dels IGFs es manté per tres ponts disulfur situats a les mateixes

posicions que a la insulina madura (Figura 1.4).

Domini C

.3@ Domm%

Figura 1.4.- Estructura del factor de creixement tipus insulina de salmd. Les lineas de punts indiquen la posicid

dels ponts disulfur. Modificat per Plisetskaya i col. (1994).

Durant les ultimes dues décades s’han identificat les seqiiencies de cDNA per a IGF-I
en nombroses especies de peixos que inclouen el salmé coho (Onchorynchus kisutch), truita
irisada (Onchorynchus mykiss), el peix gat (Ictalurus punctatus) i orada (Sparus aurata) entre
d’altres (Cao i col., 1989; Shamblott i Chen, 1992; Duguay i col., 1992; 1996), totes les

seqiiéncies mantenen aproximadament una homologia del 80 % amb I’humana.
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El ¢cDNA d’IGF-II també ha estat clonat a diferents especies que inclouen el taurd
(Shamblott i Chen, 1992), el salm¢6 (Dugay i col., 1995), I’orada (Duguay i cols., 1996), la
truita irisada ( Shamblott 1 cols., 1998), la tilapia (Chen 1 col., 1998), 1 en el “puffer fish”
(Edwards y cols., 1998 ), trobant-se una alta homologia amb les seqliencies descrites en

vertebrats.

1.2.1.1.- Funcions dels IGFs.

Els IGFs son potents mitogens que estimulen el creixement post-natal dels animals.
Les seves accions poden ser endocrines, paracrines o autocrines actuant sobre diferents tipus
cel-lulars (Vong, P., 1 col. 2003). En peixos, com en mamifers, I’IGF-I juga un paper molt
important mediatitzant els efectes promotors de la GH sobre el creixement. El primer efecte
de ’IGF-I descrit en peixos, va ser ’estimulacio de la captacié de sulfat i la posterior sintesi
de proteoglicans en el cartilag branquial de diferents especies (Duan 1 Hirano, 1990;
McCormick et al., 1992), aixi com I’estimulaci6 de la sintesi d’ADN en condridcits (Duan i
Hirano, 1992). També s’ha demostrat en mamifers, que la injeccié intravenosa d’IGF-I pot
induir hipoglucémia tant rapidament com la insulina, perd amb un poder 10 vegades inferior
(Zapf et al., 1986). Les accions de I'IGF-I 1 de 'IGF-II semblen bastant similars, 1 més si
tenim en compte que 1I’homologia genica entre tots dos peptids és del 70 % (Stweart i
Rotwein, 1996).

Ha estat ampliament demostrat que la GH és un potent regulador de 1’expressio d’IGF-
I (Duan i col., 1994) i1 alguns autors han descrit que I’expressido d’IGF-II podria ser deguda a
I’acci6 de la GH en la truita irisada (Onchorynchus mykiss) (Shamblott 1 col., 1995; Le Bail 1
col., 1998; Greene i col., 1999).

En els diversos estudis realitzats en peixos, s’ha descrit una correlacié positiva entre
els nivells plasmatics d’IGF-1 o en I’expressi6é del seu ARNm, amb la raci6 d’aliment 1 el
contingut de proteina en la dieta en orada (Sparus aurata) (Pérez-Sanchez i col., 1994; 1995;
Meton i col., 2003).

De la mateixa manera, estudis en orada mostren una forta correlacio entre els nivells
plasmatics d’IGF-I amb periodes estacionals on es doéna una acceleracid en el creixement
(Mingarro i col., 2002). També s’ha descrit una estimulacié en la produccié d’IGF-I en salmd
coho (Onchorynchus kisutch), degut als increments en la temperatura i en la durada del dia
(Beckman 1 col., 1998; McCormick i col., 1992). A més a més, en diferents especies s’ha

descrit que la restricci6 de I’aliment disminueix el nivells plasmatics de I’'IGF-I (Bafios i col.,
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1999; Niu i col., 1993; Pérez-Sanchez i col., 1994) i de I’'IGF-II (Gentil i col., 1996) aixi com
I’expressio de ’ARNm de IGF-I en el fetge (Duan i Plisetskaya, 1993; Matthews i col., 1997;
Meton i col., 2000). Chauvigné i col. (2003) van descriure que el dejuni provoca disminucions
en ’expressio de ’ARNm de I’IGF-I muscular en la truita irisada, suggerint que 1’accio
autocrina/paracrina participa conjuntament amb el sistema endocri en la regulacid del
creixement tissular.

Dels components del sistema IGF, I’IGF-I és el candidat més adequat com a indicador
de creixement (Uchida 1 col., 2003). D’aquesta manera, sobn nombrosos els estudis en peixos
que mostren una correlacido positiva entre els nivells plasmatics d’IGF-I i1 periodes de
creixement (Revisat per Pérez-Sanchez i Le Bail, 1999; Beckman i col., 2004; Fukada i col.,
2004; Picha i col., 2006).

Recentment en el nostre grup, s’ha descrit que incubacions d’IGF-I en cél-lules satel-lit
musculars de truita irisada en cultiu resulten en 1’estimulaci6 de la captacié d’aminoacids i de
glucosa (Castillo i col., 2004). Tanmateix, Pozios i col. (2001) van descriure 1’activacio de la
sintesis d’ADN en cél-lules embrionaries de peix zebra (Danio rerio), quan aquestes eren
incubades amb IGF-I. Albalat 1 col. (2005) han descrit 1’accio de I’IGF-I sobre la captacid de
glucosa en cultius primaris d’adipocits d’orada i truita irisada.

Estudis in vivo han posat de manifest les funcions de ’IGF-II en peixos en els Gltims
anys. Chauvigné 1 col. (2003) van observar que els nivells d’expressié de I’ARNm d’IGF-II
en la musculatura blanca de la truita irisada no variaven ni durant el dejuni ni durant la
realimentaci6. Per contra, en el mateix estudi, es va observar una disminuci6 significativa en
I’expressio de ’ARNm hepatic d’IGF-II durant el dejuni i una recuperacié en els nivells
d’expressid durant la realimentacio, indicant 1’accié paracrina/autocrina de I’'IGF-II en el
muscul blanc de la truita irisada.

S’ha descrit que I’IGF-II promou la proliferacio cel-lular 1 la captacido de glucosa en
cel-lules sateél-lit musculars de truita irisada en cultiu (Codina i col., 2004). Darrerament,
alguns estudis han descrit una amplia distribucio tissular en ’expressio del RNA missatger
(RNAm) d’IGF-II en diferents especies de peixos (Ayson i col., 2002; Caelers 1 col., 2004;
Vong i col., 2003).

En mamifers I’expressié del RNAm d’IGF-II és detectable en diversos teixits fetals,
pero els nivells decauen durant el desenvolupament postnatal. Aquest fet contrasta amb la
situaci6é descrita als peixos teleostis, que expressen majors quantitats d’IGF-II en teixits

extrahepatics que d’IGF-I al llarg de la seva vida (Vong i col., 2003; Caelers i col., 2004).
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1.3. - Receptors d’ insulina i dels IGFs.

Els receptors de la insulina (IR) i de I’'IGF-I (IGFR-I) sén glicoproteines amb un pes
molecular de 350 kDa i amb 50 % d’homologia en la seqiiéncia aminoacidica. Tots dos
formen part de la familia de receptors tirosina quinasa; aixi doncs, contenen dues subunitats
o 1 dues subunitats 3 unides per ponts disulfur que conformen 1’heterotretamer aff—af} (Fig
1.5). Els llocs d’uni6 es troben en les subunitats o (binding sites), i a les subunitats § trobem
el motiu tirosina quinasa que presenta un 84 % d’homologia entre els dos receptors (Czech,
1989; Ullrich 1 col., 1986; Stewart 1 Rotwein, 1996). Degut a la forta homologia entre la
insulina 1 I’IGF-I, s’han trobat unions creuades entre ells i els seus receptors, de totes
maneres, la insulina s’uneix amb major afinitat al seu receptor que al receptor IGFR-I, 1

viceversa (Cohick 1 Clemmons, 1993; Jones i Clemmons, 1995).

o o
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Figura 1.5.- Representacié esquematica del receptor d’insulina o d’IGF-I. S-S indica la posicio dels ponts

disulfur. (Segons Stewart i Rotwein, 1996).

Fins ara, els estudis d’uni6 hormona receptor (estudis de binding) en peixos han posat
de manifest, al contrari que en mamifers (Zorzano i col., 1988), que I’abundancia dels
receptors d’IGF-I (IGFR1) a la musculatura blanca en totes les espécies estudiades duplica al

numero dels receptors per a la insulina (Parrizas 1 col., 1995; Bafios i col., 1997). Aquesta
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observacid es dona també en els estudis de binding realitzats a teixit adipos de la truita bruna
(Salmo trutta) (Planas i col., 2000) i en cél-lules miosatel-lit de la truita irisada (Castillo i col.,
2002).

En peixos, estudis realitzats durant les Gltimes décades han mostrat que la regulacio
dels receptors IGFR1 o d’ insulina (IR), varia en funci6 de I’estat nutricional de I’animal i els
nivells plasmatics d’hormona. Aixi doncs, tant injeccions d’arginina com ’administracié de
dietes que provoquen hiperinsulinemia, provoquen increments en el nimero de receptors IR a
la musculatura blanca (Gutiérrez 1 col., 1991; Parrizas i1 col., 1994) i en teixit adipds de la
truita comu (Planas i col., 2000a). Per contra, 1’administracié de dietes que provocaven
hiperinsulinemia en carpa (Carassius aurata) i truita bruna (Salmo trutta), van resultar en una
disminucié en el numero de receptors IR a la musculatura vermella (Bafios 1 col., 1997).
Bafios 1 col. (1998) van descriure en la truita bruna (Sa/mo trutta), que la disminucio en els
nivells plasmatics d’insulina durant el dejuni anava acompanyada d’una disminuci6 en el
nimero d’IRs en la musculatura blanca (down regulation).

S’han descrit increments en el binding 1 en 1’expressi6 de ’ARNm d’IGFR1 durant
etapes de restriccid alimentaria en ratoli (Hernandez 1 col., 1997). En peixos, fins ara, s’ha
observat que el dejuni provoca disminucions en els nivells plasmatics d’IGF-I en diverses
especies (Niu 1 col., 1993; Pérez-Sanchez i col., 1994; Bafios i col., 1999; Gabillard i col.,
2006, en premsa; Goémez-Requeni i col., 2005), perd no hi ha informaci6 disponible en quant
a la regulacio dels receptors d’IGFR1 durant el dejuni o la realimentaci6 en orada.

Degut a la duplicacié en el genoma dels salmonids, s’ha descrit 1’existéncia de dues
isoformes per al receptor IGFR1a (IGFR1a i IGR1b) en la truita irisada (Onchorynchus
mykiss) (Green and Chen, 1999; Gabillard 1 col., 2003). De la mateixa manera també¢ es va
descriure I’existéncia de dues isoformes en el peix zebra (Danio rerio) (Maures et al., 2001).

S’ha descrit una regulaci6 diferencial en 1’expressio de les dues isoformes en funci6 de
|’estat nutricional de I’animal. Mentre Chauvigné i col. (2003), van descriure increments en
I’expressio de ’ARNm d’IGFR1a durant el dejuni en la truita irisada, altres treballs realitzats
en la mateixa espeécie no han trobat cap efecte del dejuni ni de la realimentacié sobre
I’expressio d’ambdues isoformes (Norbeck i col., 2005).

El receptor d’IGF-II o receptor independent de manosa 6 fosfat, consta d’una cadena
glicoproteica de 15 dominis extramembrana (Fig. 1.6). La part extracel-lular del receptor
uneix lligands de diferent naturalesa, i la regi6 intracitoplasmatica regula el moviment del
receptor en els diferents compartiments cel-lulars. La seva funci6 principal és la de transportar

enzims d’origen lisosomal a compartiments endosomals/prelisosomals. Una altra funcid és
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regular el nivell de proteines que continguin motius de manosa 6 fostat (Revisat per Stewart i

Rotwein, 1996).

Domini 1 d’ uni6
a manosa 6-P

Domini 2 d’ uni6
a manosa 6-P

Domini d’ uni6
a IGF-II

" Endocitosi
" Uni6 Gi2a
Unié Gpy ® Distribucio cel‘lular

Figura 1.6.- Representacio esquematica del receptor d’insulina o d’IGF-II (Segons Stewart i Rotwein, 1996).

Aquest receptor presenta diferents llocs d’unié clarament identificats 1 separats,
igualment presenta un lloc d’unié per la moleécula d’IGF-II en el segment repetit numero 11, i
dos llocs d’uni6 entre els segments 1 a 317 a 9 per la unié de proteines que contenen residus
manosa-6-fosfat (Braulke et al., 1988; Tong et al., 1988).

El receptor d’IGF-II uneix IGF-II amb gran afinitat, també pot unir IGF-I amb menor
afinitat, mentre que no uneix insulina (Massagué 1 col., 1982; Oshima et al., 1988; Dahms i
col., 1989; Roth i col., 1988). Estudis en mamifers descriuen que les funcions del IGFR-II sén
el reciclatge del péptid circulant i la regulacid del creixement fetal (Kiess et al., 1987; Wang
et al., 1994).

En mamifers, s’ha descrit que els efectes mitogenics de I’IGF-II es donen a través del
receptor d’IGF-I (Adashi et al., 1990; Kiess et al., 1987; Liu et al., 1993; Herndndez i col.,
1997) o del receptor d’insulina (Louvi et al., 1997; Morrione et al., 1997). Igualment,
diferents treballs han descrit que el receptor per a IGF-II no poseeix activitat tirosina-quinasa

(Oshima i col., 1988; Dahms i col., 1989; Roth i col., 1988).
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En peixos teleostis, fins ara, només s’ha demostrat 1’existéncia del receptor IGFR-II en
larves de truita comu 5 setmanes després de la fertilitzacido (Méndez i col., 2001). En el citat
treball, es va descriure la capacitat del receptor d’IGF-II d’unir IGF-II amb gran afinitat. El
receptor caracteritzat per aquests autors també unia IGF-I mentre que, com passa en

mamifers, no uneix insulina ni posseeix activitat tirosina-quinasa

1.3.1. — Vies de transduccio6 de la senyal de la insulina i els IGFs.

La unid del lligand, insulina o IGFs, al seu receptor dimeric comporta el reordenament
de Destructura quaternaria del receptor, que resulta en 1’autofosforilacié dels residus
especifics del domini quinasa (Ullrich 1 Schlessinger, 1990). Després de la autofosforilacid
del receptor, té lloc la posterior fosforilacié d’altres substrats intracel-lulars o segons
missatgers (Figura 1.7). Un dels principals missatgers intracel-lulars que seran fosforil-lats per
efecte de la insulina o I’IGF-I, és el substrat del receptor d’insulina o IRS (1-4), el qual
indueix la formacié de diversos complexes intracitoplasmatics responsables de 1’estimulacid
de diferents vies de senyalitzaci6 (Baumann i Saltiel, 2001; Butler et al., 1998; Cheatham i
Kahn, 1995).

La uni6 de I’IRS-1-4 al receptor d’insulina o d’IGF-I, es dona gracies a un motiu
conservat anomenat domini SH2 o domini homoleg a src, que comprén una regié d’uns 100
aminoacids, homologa en seqiiencia a una part de ’oncogen cel-lular c-src (Butler et al.,
1998; Cohen et al., 1995; Myers et al., 1994). S’han identificat i caracteritzat diferents
proteines o molecules adaptadores en la via de senyalitzaci6 de la insulina 1 de 'IGF-1, que
contenen el domini SH2 (Myers et al., 1994; White i Kahn, 1994). L’adaptador Grb2, en
associacio amb la proteina Sos (proteina que intercanvia GTP per GDP en Ras), comporta
I’activaci6 del proto-oncogen p21 Ras. Ras, causa D’activacié de la proteina quinasa
activadora de mitogénesi o MAPK, la qual indueix una gran varietat d’efectes biologics

mitjangant la regulacio de I’expressio de gens (Davis, 1994).
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Figura 1.7.- Esquema de la cascada de senyalitzacido a través dels receptors d’insulina o IGF-I. (Segons

Baumann i Saltiel, 2001; Butler et al., 1998)

La proteina MAPK pertany a la familia de les ERK (extracellular signal-regulated
kinases), que esta formada per ERK1 i ERK2, també denominades p44 i p42 MAPK, amb
pesos moleculars de 44 1 42 kDa, respectivament. El paper de la MAPK en la proliferacié de
c¢l-lules musculars en cultiu, ha estat ampliament descrit en els darrers anys en estudis en
mamifers (Al-Kahalili i col., 2003, 2004). De la mateixa manera, Castillo i col. (2006) han
descrit els efectes de la insulina i de I’IGF-I sobre I’activaci6 de la p44p42MAPK en cél-lules
musculars de truita irisada durant estadis proliferatius.

Per altra banda, la uni6 de les subunitats p85 1 p110 de la fosfatidilinositol-3-quinasa o
PI3K a IRS genera fosfolipids que regulen el creixement cel-lular (Cantley 1 col., 1991) 1
també participen en l’activacié de la via de les quinases depenents de 3-fosfatidilinositol
(PDK1 I PDK2). PDKI1 i PDK2 fosforil-len a Akt/PKB, que és una proteina que un cop
activada es transloca a la membrana cel-lular. Les dianes de 1’ Akt inclouen la glicogen sintasa
quinasa 3(GSK), el transportador de glucosa sensible a la insulina GLUT4 (Baumann i Saltiel,
2001; Butler et al., 1998; Cheatham i1 Kahn, 1995; Kapeller i Cantley, 1994) 1 I’activacio de
I’enzim p70S6 quinasa, que ha estat ampliament involucrat en el procés de la mitogenesi

(Cheatham et al., 1995).
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Existeixen diferents efectors de PI3K que semblen jugar un paper central en la
translocacio de GLUT4, estimulat per insulina en mamifers, que son tant 1I’Akt activa com les
isoformes atipiques de la PKC, PKC-C i PKC-A (LeGood i col., 1998). De totes maneres,
s’han descrit vies alternatives per a la translocacio de GLUT4 per part del receptor IR, com la
via iniciada pel proto-oncogen Cbl amb I’adaptador CAP (Baumann i col., 2000). En
mamifers, diferents estudis han posat de manifest la implicacié de PI3K en la translocacié de
GLUT4 en cél-lules musculars (Pessin i Saltiel, 2000). De la mateixa manera, quan cel-lules
de la linia muscular L6 son tractades amb inhibidors especifics de la via de la Akt com
LY294002 i/o0 Wortmanina es produeix una disminucio en la translocaciéo de GLUT4 (Sonwar
icol., 2001).

En peixos, Planas i col. (2000b), van clonar un transportador de glucosa homoleg al
transportador GLUT4 de mamifer en el muscul esqueletic de la truita bruna (Salmo trutta),
que van denominar btGLUT4. Posteriorment, Capilla i col. (2002) van observar que
I’expressio de btGLUT4 en muscul vermell era regulada pels nivells plasmatics d’insulina.
Meés recentment, Capilla 1 col. han clonat un transportador de glucosa en teixit adipos de
salmo coho que van anomenar okGLUT4. Estudis de funcionalitat mitjancant injeccions de
I’okGLUT4 en oocits de granota (Xenopus laevis), han posat de manifest que el transport de
glucosa mediatitzat per okGLUT4 és inhibit per citocalasina B, i tamb¢, que quan I’okGLUT4
¢s transfectat en adipocits 3T3-L1, la insulina estimula la translocacié del transportador a la
membrana plasmatica (Capilla, 2004).

En aquest context, en el nostre grup, Castillo 1 col. (2002) van observar que el
transport de glucosa en cellules musculars de truita irisada és estimulat per insulina i en
major grau per IGF-I. De la mateixa manera, el transport de glucosa en c¢l-lules musculars de
truita irisada era inhibit per citocalasina B, wortamina 1 PD98059, suggerint doncs que en
peixos, el transport de glucosa implica ’activacio de les vies de la MAPK 1 de la PI3K, aixi
com l’acci6 de GLUT4. Igualment, Albalat i col. (2005), van observar que el transport de
glucosa en adipocits aillats de la truita irisada era estimulat per la insulina i inhibit per la
citocalasina B.

Cal citar que en mamifers el receptor IGF-IR presenta una activitat antiapoptotica, i
que els dominis del receptor implicats en aquesta funcié de supervivencia cel-lular son
diferents als implicats en les seves funcions diferenciadores (O"Connor i col. 1997). Aquesta
capacitat ha estat demostrada en diferents sistemes cel-lulars com fibroblasts, cél-lules
neuronals i musculars (Rodriguez i col., 1992; Wu i col.,, 2004). La via de transduccio

implicada en la protecci6 contra 1I’apoptosis, consisteix en I’activacio de la Akt/PKB quinasa i
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la subseqiient fosforil-laci6 i inactivacié de Bad, un membre de la familia de Bcl-2 (Datta i
col., 1997). De manera alternativa, Parrizas i col (1997) van descriure que la via de la MAPK

tenia un paper antiapoptotic en la linia cel-lular P2.

2. CREIXEMENT SOMATIC

2.1 El muscul esqueletic

El muscul representa aproximadament un 65% de massa corporal en moltes espécies
de salmonids (Revisat per Johnston, 2001). En mamifers, el creixement de les fibres
musculars té lloc en tres estadis diferents al llarg de la vida de I’animal: durant
I’organogenesi, el creixement prenatal i el creixement postnatal fins la maduresa (Revisat per
Oksbjerg 1 col., 2004). En peixos, s’ha descrit que el creixement somatic es déona com a
resultat de la hiperplasia (increment en el numero de cel-lules) 1 de la hipertrofia (increment
en el tamany de les cél-lules) (Rowerlson 1 Vegetti, 2001). En aquest context, s’ha descrit que
els nuclis necessaris pel creixement muscular deriven d’un conjunt de cel-lules biogéniques
anomenades cel-lules satel-lit (Johnston, 2001). Estudis en mamifers, han posat de manifest
que aquestes cel-lules contribueixen al creixement post-natal, al manteniment del muscul
esqueletic madur aixi com en la reparaci6 de miofibres malmeses Revisat per Hawke i col.
(2001).

En peixos, al contrari que en mamifers, el creixement hiperplasic es continua produint
fins arribada ’etapa juvenil, 1 disminueix amb 1’edat i el tamany corporal, de fet, I’alternanca
dels processos d’hiperplasia 1 d’hipertrofia es donen de manera continuada i no excloent
durant tota la vida de 1’animal (Alfei i col., 1994). Els peixos tenen c¢l-lules musculars
disposades en paral-lel i1 separades perpendicularment per tabics de teixit connectiu
(mioseptes) que permeten la seva subjeccido amb ’esquelet i la pell. Els segments musculars
entre els mioseptes es denominen miotoms. La musculatura blanca representa un 90% dels
miotoms en la majoria de les espécies, la seva contraccid rapida depén d’un metabolisme
anaerobic, 1 és aquesta musculatura la que és responsable dels moviments bruscos 1 stibits. Per
contra, la musculatura vermella, esta formada per fibres de contraccid lenta que contenen un
elevat percentatge de mitocondris (20-50%) i capil-lars (Revisat per Johnston, 2001). En la

figura 2.1 es mostra I’estructura del miotom.
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Figura 2.1.- Estructura muscular del miotom d’un peix teleosti. Model d' estructura muscular del miotom d’un

peix teleosti (A) vista dorsal i lateral; (B), vista transversal ( C ) (modificat de Sénger y Stoiber, 2001).

2.1 Cel-lules satel-lit.

Les cel-lules satel-lit reben el seu nom degut a la disposicié anatomica que ocupen en
la periferia del miotub madur (Dhawan 1 col., 2005). Es caracteritzen per presentar pocs
organuls 1 un tamany nuclear petit amb elevat contingut d’heterocromatina (Schultz i col.,
1994). Aquestes caracteristiques morfologiques son degudes a que aquesta poblacié de
cel-lules és relativament quiescent, i metabolicament 1 transcripcionalment menys activa.
Aquests parametres morfologics han estat utilitzats per a la identificacid in situ d’aquesta
poblaci6 cel-lular en mamifers (Mauro 1 col., 1961). En peixos s’ha descrit I’existéncia de
cel-lules satel'lit in situ en diferents especies (Nag i Nursall, 1972; Krivy i Eide, 1977;
Willemse 1 Van den Berg, 1978; O’ Connell, 1981; Aktser i col., 1983). Estudis en la carpa
(Carassius aurata) han determinat que el namero total de cél-lules satél'lit oscil‘la entre 10° i

107 per gram de muiscul (Koumans i col., 1991).
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En mamifers, les cel-lules satél-lit es situen a prop del nucli de les miofibres (en
seccions transversals), mentre que en peixos, aquestes, se situen en els anguls del poligon
format per les fibres musculars en les seccions transversals (Willemse i Van den Berg, 1978;
Romanello 1 col., 1987; Koumans i col., 1991). En la figura 2.2 es mostra la disposicio

d’aquestes cel-lules en el muscul esquelétic adult de ratoli (Revisat per Hawke i col., 2001).

Activated Mm% — £3

Satgjljt'g_y

= “ e' "_ :' ..,, "
& :

_____/__L.H\
Cél.lula

satel-lit
\ activada

Mionucli W

Cél-lula L.]émina
satel-lit basal

Figura 2.2.- Les cél-lules satél-lit ocupen una posicido sublaminar en el muscul esquelétic adult. Es poden
distingir degut al seu micronucli i una major quantitat d’heterocromatina. Els processos citoplasmatics permeten

la quimiotaxis de la cél-lula satel-lit al llarg de la fibra (Esquema modificat d’ Hawke i col., 2001).
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2.1.2 Control génic de P’activacio, proliferacié i diferenciacio de les cél-lules satél-lit
musculars.

L’activacio de les cel-lules satel-lit €s un procés que depén de diferents factors. EI més
important es dona quan les c¢l-lules quiescents reben tota una serie de senyals activadores que
permeten la transicid de I’estat GO a 1’estat G1. Un cop les cel-lules satél-lit inicien el seu
primer cicle, entren en un estat altament proliferatiu que dona lloc posteriorment a 1’“estat
mioblast”. L’estat mioblast, és doncs, un estat indiferenciat de la cel-lula progenitora que
esdevindra en un futur miogénica degut a la diferenciaci6 1 a la fusi6é final amb altres
mioblasts (Dhawan i col., 2005).

Els mioblasts fusionen amb altres mioblasts adjacents per formar miotubs sincitials,
que es diferenciaran a miofibres a mesura que expressin un repertori de gens musculars
especifics (Revisat per Oksbjerg i col., 2004).

Durant el desenvolupament embrionari en peixos, s’ha demostrat que els membres de
la familia MRF (“myogenic regulatory factors”) juguen un paper fonamental en la
diferenciacio de cel-lules d’origen mesodermic a cel-lules de llinatge muscular. Els MRFs
constitueixen part d’una gran familia que inclou entre d’altres factors: MyoD, miogenina,
myf5 1 MRF4 (Revisat per Rescan, 2001). Aquests factors de transcripcid, amb estructura
helix-volta-helix, formen heterodimers amb altres factors de la familia génica E2, unint-se
aixi a seqiiencies consensus de DNA, anomenades caixa E (E-Box), que estan presents en
gens especifics de la musculatura. De fet, quan aquests factors son expressats ectopicament,
es caracteritzen per convertir un gran varietat de tipus cel-lulars a cel-lules del llinatge
muscular (Edmonson 1 Olson, 1993). En peixos, com en mamifers, tant myoD com myf-5 sén
requerits per a la determinaci6 miogenica, mentre que la miogenina i myf-6, estan involucrats
en la diferenciacio cel-lular (Revisat per Johnston, 2001). A la figura 2.3 es mostren

esquematicament els processos miogenics.
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Miogenina
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Myf-5
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Figura 2.3.- Paper dels MRFs en la determinaci6 i diferenciacié de cel-lules satel-lit (Esquema modificat d’

Hawke i col., 2001).

Rescan 1 Gauvry (1996), van identificar dos gens per a MyoD en la truita irisada,
procedents de la duplicaci6 génica que va tenir lloc durant la tetraploiditzacié dels salmonids.
Posteriorment, Delalande i Rescan (1999), van mostrar els patrons diferencials d’expressio
per aquests gens durant el desenvolupament muscular de la truita irisada (Onchorynchus
mykiss). Estudis en peix zebra (Danio rerio) i en orada (Sparus aurata), han identificat un
unic gen per a MyoD (Watabe 1 col., 2001; Tan i Du, 2002). Per una altra banda, Brodeur i
col. (2002), van descriure que la ingesta, el fotoperiode i la temperatura produeixen un
increment en I’expressié de MyoD en la musculatura de Harpagifer bispinis. Tot i que un
gran numero d’estudis en mamifer, mitjangant 1’Gs de transgenics, ha demostrat el paper dels
MRFs durant el desenvolupament, encara es desconeix el paper funcional d’aquests factors en
el creixement post-natal (Revisat per Hawke i col., 2001).

En mamifers s’ha descrit que 1’activacié de MyoD i de myf-5 indueixen I’expressio de
miogenina 1 factors de transcripcio de la familia MEF-2 (factors potenciadors especifics de
miocits 2). L’expressido de miogenina ha estat estudiada al llarg del desenvolupament de la
truita irisada i del peix zebra (Danio rerio) (Delalande i Rescan, 1999; Amali i col., 2005).

Més recentment, Johansen 1 Overturf (2005) han relacionat I’expressié de miogenina i
de MEF2 amb Ia hipertrofia muscular a la truita irisada (Onchorynchus mykiss). Tanmateix,
Chauvigné i col. (2003), en truita irisada, van descriure que durant la realimentacio es

produien increments en 1’expressio de I’ARNm de miogenina i de ’ARNm d’IGF-I hepatic 1
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muscular, suggerint doncs, tal i com s’ha descrit en mamifers, que els IGFs son potents
activadors de la miogenesis (Florini i col., 1991).

Hi ha altres factors extrinsecs que regulen 1’activacio de les cél-lules satel-lit; aixi
doncs, en peixos, Johnston 1 col. (2001) han demostrat que 1’expressié de c-met (receptor del
factor de creixement de I’hepatocit-HGF), és un bon indicador per a la deteccid de cél-lules
satel-lit in situ. Altres senyals extrinseques comparables a la via HGF-c-met, és la descrita en
mamifers per part dels factors de creixement tipus fibroblast (FGFs). Estudis en mamifers
descriuen un paper important per a FGF2 en ’activacié de cel-lules satel-lit (Watt 1 col.,
1998), tanmateix 1’expressié de diferents membres de la familia dels FGFs es produeix
després de que es produeixi dany tissular (Revisat per Hawke i col., 2001). En peixos, Rescan
(1998) va descriure que 1’expressi6 de FGF6 ¢és constitutuva, i que aquest factor de
creixement participa en el fenomen de la hiperplasia muscular al llarg de la vida post-larvaria
de la truita irisada. De la mateixa manera, Santos-Ruiz i col., (2001), van descriure que que
els receptors de FGF1, 2, 3 i 4, tenen un paper clau en la regeneracio i la diferenciacid
muscular del peix zebra (Danio rerio).

Un altre gen important en el procés de la miogenesis és la miostatina. Aquest gen ¢és
un membre de la superfamilia dels factors de creixement transformadors tipus  (TGF- B). Les
funcions biologiques d’aquests péptids extracel-lulars son amplies, ja que poden activar o
inhibir el creixement i la diferenciaci6 cel-lular depenent del tipus cel-lular i I’estat de
diferenciacid. S’ha descrit que la miostatina bloqueja la proliferacié dels mioblasts durant la
fase G1-G2 iniciant especificament la seva diferenciacié (Thomas i col., 2000). En mamifers
I’expressi6 de miostatina és exclusivament muscular (MacPherron 1 col., 1997), mentre que
en peixos s’ha descrit un perfil d’expressio ubiqua per a aquest gen en diferents especies de
teleostis (Rodgers i col., 2001; Roberts 1 Goetz, 2001; Maccatrozzo i col., 2001, a, b).

En peix zebra (Danio rerio), Xu i col. (2001) van observar que animals transgenics per
a miostatina mostraven un increment del 10% en el nimero de miofibres. Altres estudis en la
mateixa especie han observat increments en el creixement muscular mitjangant injeccions de
RNA de miostatina en embrions (Amali i col., 2004; Acosta i col., 2005).

Fins ara, la miostatina ha estat clonada en diferents espécies (Rodgeri Weber, 2001;
Rodgers i col., 2001; Roberts i Goetz, 2001; Maccatrozzo i col., 2001, a, b; Ostbye i col.,
2001; Rescan 1 col., 2001; Radaelli i col., 2003). En la tilapia (Oreochromis mossambicus) i
en peix zebra (Danio rerio) I’expressié de miostatina depeén d’un Unic al-lel (miostatina 1)
(Rodgers i col., 2002). Per contra, en els salmonids i I’orada, s’ha descrit I’expressié més

limitada i especifica de miosatina 2 (Ostbye i col., 2001; Rescan i col.,2001; Robertz i Goetz,
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2001; Maccattrozzo i col., 2001). Els treballs esmentats, pero, suggereixen que la miostatinal
de la tilapia i1 salmonids presenta un perfil d’expressio similar al de la miostatina de mamifers
(Rodgers 1 col., 2002). Hi ha poques dades de la seva funcio, 1 fins ara, s’ha descrit que el
dejuni a curt termini disminueix I’expressid de miostatina en larves de tilapia (Rodgers i col.,
2001).

Tal i com s’ha descrit en el bloc 1, els IGFs tenen un paper molt important a I’hora de
regular el creixement en diferents tipus cel-lulars. En mamifers, s’ha descrit que tant I’'IGF-1
con I’'IGF-II, estimulen la proliferaci6 de les cel-lules musculars in vitro (Allen 1 col., 1989;
LeRoith i col., 1992; Vierck i col., 2000). En peixos la bibliografia en quant als mecanismes
d’acci6 dels IGFs en cel-lules musculars son escassos. En aquest context, Pitkden i col. (2000)
van observar un increment en la hiperplasia muscular en salmoé artic (Salvelinus alpinus)
transgenic per a GH, indicant que els IGFs estimulaven la proliferacid6 muscular in vivo.
L’evidencia més clara de I’efecte de la insulina i de I’IGF-I sobre la proliferacio de cél-lules
musculars, s’ha descrit recentment en el nostre grup per Castillo i col. (2004) en cél-lules
miosatel-lit de truita irisada.

La desmina ¢€s una proteina especifica de la musculatura i1 una subunitat constitutiva
dels filaments intermedis en el muscul esquelétic, cardiac 1 vascular. També és un marcador
de la miogenesis en el muscul esquelétic (Loh i col.,, 2001). En mamifers, durant la
miogenesis, s’ha descrit que la seva sintesis s’inicia un cop els mioblasts comencen a
fusionar-se (Gard 1 col., 1980). Rowerlson 1 col. (1997), van descriure en I’orada, que la
desmina es presentava de forma abundant i amb una distribuci6 difosa durant la diferenciaci6
terminal dels mioblasts, i que després, a mesura que la fibra muscular es constitueix,
I’expressio disminueix 1 la seva localitzacio varia. L’expressio de desmina s’ha detectat en
mioblasts post-mitotics de carpa comu (Carassius aurata) 1 en cel-lules musculars de la truita
irisada, (Koumans 1 col., 1990; Greenlee 1 col., 1995, respectivament), aixi com en el
desenvolupament embrionari de peix zebra (Danio rerio) (Costa i col., 2002). Aquests estudis
doncs, han demostrat que la desmina és un bon indicador de les fases finals de la formacié de

les fibres musculars en peixos.
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3. CREIXEMENT COMPENSATORI

El creixement compensatori és un fenomen mitjancant el qual els organismes creixen
més rapid durant la recuperacié d’un periode de dejuni que durant exposicions constants a
I’aliment (Gurney 1 col., 2004). Degut a que els peixos presenten patrons de creixement
indeterminats (Revisat per Ali i col., 2003), aixi com una forta supervivencia a llargs periodes
de dejuni durant el cicles normals de vida (Revisat per Navarro i col., 1995), aquest fenomen
ha estat estudiat en diferents especies de teleostis.

El creixement compensatori també s’ha descrit en mamifers, ocells 1 fins i1 tot, en
animals invertebrats (Sibly 1 col., 1986; Wilson 1 Ousbourne i col., 1960). El creixement
compensatori representa grans avantatges economiques en Agqiicultura, ja que es poden
dissenyar protocols alimentaris especifics que assegurin una acceleracié en el creixement

disminuint considerablement els costos (Hayward i col., 1997).
3.1 El dejuni

3.1.1 Mobilitzacio de les reserves energétiques

En moltes especies de peixos un periode de restriccid alimentaria forma part del seu
cicle natural de vida. Els efectes del dejuni sobre el metabolisme depenen de 1’especie, també
1 de les rutes metaboliques utilitzades per a la mobilitzacié de les reserves acumulades
(Revisat per Navarro i1 Gutiérrez, 1995). Durant el dejuni s’assoleix un metabolisme de
manteniment degut a I’increment en la mobilitzacié de glucids, de lipids 1 d’aminoacids
presents en les reserves corporals (MacKenzie 1 col., 1998).

Un gran nimero d’estudis en peixos han posat de manifest, tal i com s’ha descrit en el
bloc I d’aquesta introduccid, que el dejuni provoca una disminucié en els nivells circulants
d’insulina 1 d’IGF-I. També es produeixen diferents respostes en els seus receptors. Aixi
doncs, les disminucions en els nivells plasmatics d’insulina, afavoreixen la mobilitzacié de la
glucosa mitjancant la mobilitzacid del glicogen hepatic i muscular. De la mateixa manera,
degut a que durant el dejuni hi ha una desensibilitzacié hepatica als nivells circulants de la
GH per la caiguda drastica en el nimero de RGHs en el fetge (Pérez-Sanchez i LeBail, 1999),
el elevats nivells circulants de GH promouen la lipolisi (Harmon i Sheriddan, 1992).

Durant periodes curts de dejuni, el manteniment de la glicémia esta directament
relacionat amb la capacitat de mobilitzar el glicogen hepatic, posteriorment, a mesura que

incrementa el temps de dejuni, s’activa la gluconeogenesis hepatica (Higuera i1 Cardenas,
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1984), donant-se una reduccié en la utilitzacid de glucosa (Moon i Foster, 1995). En la
majoria de les especies estudiades, el glicogen hepatic es mobilitza rapidament durant el
dejuni, pero el grau de mobilitzacié varia enormement entre especies (Revisat per Navarro i
Gutiérrez, 1995). Fins ara, estudis en diferents espeécies han posat de manifest que es
produeixen disminucions en el contingut de glicogen hepatic durant el dejuni (Figueiredo-
Garutti 1 col., 2002; Power i col., 2000; Metén 1 col., 2003; Grigorakis i col., 2005).
Igualment, la disminucié en el percentatge de lipids durant el dejuni depén de I’especie
estudiada 1 del teixit analitzat (Revisat per Navarro 1 Gutiérrez, 1995). Diferents estudis en la
truita irisada i en I’orada, han posat de manifest aquestes observacions tant en el muscul com
en el fetge (Milne i col., 1979; Power i col., 2000; Grigorakis i col., 2005). Més recentment,
en el nostre grup, Albalat i col. (2005) han descrit que el dejuni provoca increments en la

\ S P4

acompanyada de disminucions en els nivells circulants d’insulina d’aquests animals.

3.1.2 Creixement compensatori

Aixi doncs, mentre que les respostes endocrines 1 metaboliques durant el dejuni han
estat ampliament examinades en peixos, la resposta de tots aquests parametres durant el
creixement compensatori €s encara forca desconeguda. Fins el moment el fenomen del
creixement compensatori ha estat estudiat en especies d’aigiies templades (13 especies de
ciprinids) 1 d’aigua freda (6 espécies de salmonids). Aquests estudis han descrit una varietat
de respostes fisiologiques, tals com I’increment en la eficencia de conversio de I’aliment i1 en
les taxes de creixement (Jobling 1 col., 1989; Russell i Wootoon, 1992; Hayward i col., 1997,
Qian i col., 2000; Gaylord i col., 2001; Maclean i Metcalfe, 2001; Revisat per Ali i col., 2003;
Zhu 1 col., 2001, 2004). En quant a les especies marines, només s’ha descrit el fenomen del
creixement compensatori en esparids (Rueda i col., 1998; Eroldogan i col., 2006) i serranids
(Picha i col., 2006).

Tots aquests estudis, en general, han descrit diferents graus de compensacio en el
creixement en funcid del pes i les taxes de creixement, quan es comparaven els grups
experimentals (animals dejunats i posteriorment realimentats) amb els grups control (grups
continuament alimentats). Tot i la recerca intensiva durant les tltimes dues décades sobre el
creixement compensatori, només trobem un estudi que evalua canvis en el sistema GH-IGF-I
durant el procés d’acceleracid del creixement en la perca hibrida (Morone chrysops X Morone

saxatilis) (Picha i col., 20006).
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De la mateixa manera, diferents estudis en peixos, han posat de manifest el paper
d’alguns factors musculars i hepatics durant la realimentacié. D’aquesta manera, tal i com
hem descrit en el bloc 1 de la introduccid, s’ha observat una recuperacié en I’expressid de
I’ARNm d’IGF-I en fetge després del dejuni en diferents espécies de peixos, aixi com una
recuperacid en I’expressié de I’ARNm del IGF-I muscular i en els seus receptors (isoformes a
1 b). D’altra banda, I’expressio de ’ARNm de la miogenina sembla estar relacionada amb
I’expressio d’IGF-I durant la realimentacio, afavorint aixi el creixement després del dejuni
(Chauvigné i col., 2003). Altres estudis també han posat de manifest el paper de la miostatina
com a regulador negatiu del creixement muscular en peixos (Rodgers i col., 2002; Terova i
col., 2005). Aixi doncs, durant la realimentacié sembla ser que 1’expressid de la miostatina
muscular disminueix en aquells grups d’animals que presenten acceleracions en el
creixement.

Tots aquests estudis revelen el paper d’aquests factors durant la realimentacid i
suggereixen la seva possible implicacid en ’acceleracio del creixement durant el procés del
creixement compensatori. Tenint en compte que I’IGF-I ha estat considerat un bon indicador
de creixement instantani en peixos (Uchida i col., 2003), resulta evident apuntar a una funcio

central del sistema GH-IGF-I en el fenomen del creixement compensatori.
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OBJECTIUS

1. Establir els periodes efectius de dejuni i realimentacié en truita irisada
(Onchorynchus mykiss) 1 orada (Sparus aurata) per induir el creixement

compensatori.

2. Estudiar i analitzar el paper de la insulina i els factors de creixement tipus
insulina (IGFs) 1 els seus receptors, en el creixement compensatori de truita 1

d’orada.

3. Estudiar els efectes del creixement compensatori en la mobilitzacio de les

reserves principals de lipids 1 glicogen en I’orada.

4. Estudiar i analitzar el paper dels factors miogenics durant el creixement

compensatori en la truita irisada.

5. Analitzar I’expressio dels receptors de GH (GHR1 1 GHR2) aixi com dels IGFs
tant en muscul blanc com en el fetge, durant el dejuni i la realimentaci6 en la

truita irisada.

6. Posar a punt el cultiu de cel-lules miosatel-lit a partir de mtscul blanc d’orada

com a model d’estudi sobre la regulaci6 del creixement i el metabolisme.

7. Caracteritzar els receptors d’ IGF-I en el cultiu primari de les cellules
musculars d’orada i estudiar I’evolucid del seu niimero 1 propietats durant el

seu desenvolupament in vitro.

8. Determinar la funci6 de la insulina i dels IGFs en la captacié de glucosa 1

alanina en les cél-lules musculars d’orada.

9. Determinar 1 estudiar la preséncia de substrats intracel-lulars (MAPK,
PI3K/Akt), implicats en la transducci6 de la senyals dels receptors d’ insulina i

d’ IGF-L.
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