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1. ABREVIATURES.

aa: aminoacid

ACTH: Hormona adrenocorticotropa (adrenocorticotropin hormone)

acv: vena cardinal anterior (anterior cardinal vein)

o-MSH: Hormona estimuladora de melanocits alfa (alpha melanocyte stimulating hormone)
ANOVA: Analisi de varianga

B-Endorfina : beta endorfina

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

BTM: maquinaria basal de transcripcié (basal transcription machine)

CAs: Catecolamines

CatD: Catepsina D

CBP: proteina d’unié a CREB (CREB-binding protein)

ConA: Concanavalina A

cpm: centelleigs per minut

CREB: cAMP response element binding factor

CRH: Hormona alliberadora de corticotropines (corticotropin releasing hormone)

cv: vena caudal (caudal vein)

DBD: Domini d’uni6 al DNA (DNA binding domain)

dC: Conductes de Cuvier (ducts of Cuvier)

DMS: Diferéncia menys significativa

DNA: Acid desoxiribonucleic

cDNA: DNA copia

dNTP: desoxinucleotid trifosfat

dTT: ditiotreitol

Familia S/T/R: Familia de receptors d’esteroides-tiroides-retinoides (steroid / thyroid / retinoid)
FAQ: Organitzacio (de les Nacions Unides) per a 'agricultura i I'alimentacié (Food and Agriculture
organisation, of the United Nations)

GC: Glucocorticoides

GR: Receptor glucocorticoide (glucocorticoid receptor)

GRE: Elements de resposta als glucocorticoides (glucocorticoids response elements)
HAT: histones acetiltransferases (histone acetyltransferases)

Hb: hemoglobina

HBD: Domini d’uni6 a la hormona (Hormone binding domain)

Hc: hematocrit

HDAC: histone deacetilases (histone deacetylases)

HK: rony6 anterior (head kidney)

HPA: Hipotalamico-Pituitario-Adrenal

HPI: Hipotalamico-Pituitario-Interrenal



Abreviatures 10

HSD2: 11B-hidroxiesteroid dehidrogenasa tipus Il (714-hydroxysteroid dehydrogenase type Il)
Hsp: proteina de shock termic (Heat shock protein)

IgM: Immunoglobulina M

IL1B: interleuquina-1 beta

IL6: interleuquina-6

iINOS: sintasa d’0xid nitric induible

i.p.: Intraperitoneal

IFN: interfero tipus |

IRF1: factor 1 regulador de IFNy

k: ronyd (kidney)

kDa: kilodaltons

LBP: Proteina d’unié al LPS (LPS binding protein)

Len: longitud (/ength)

LPS: Lipopolisacarid de Escherichia coli

MCH: hemoglobina corpuscular mitjana

MCHC: concentracié d’hemoglobina corpuscular mitjana

MCV: Volum corpuscular mitja

MR: Receptor mineralocorticoide (mineralocorticoid receptor)

mRNA: RNA missatger

NF«B: Factor nuclear kappa B (nuclear factor x B)

NK : cél-lules citocides naturals (natural killer)

NLS: senyal de localitzacié nuclear (nuclear localization signal)

nt: nucleotid

pb: parells de bases

PCR: Reacci6 en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)
pcv: vena cardinal posterior (posterior cardinal vein)

pfu: unitats formadores de placa

pk: rony6 posterior (posterior kidney)

PMA: forbol miristat acetat (phorbol myristate acetate)

POMC: pro-opiomelanocortina

PPARy: receptor activat proliferador de peroxisoma gamma (peroxisome proliferator-activated
gamma)

RBC: eritrocits (red blood cells)

R.I.A.: Radioimmunoanalisi

RNA: Acid ribonucleic

RNA pol Il: RNA polimerasa |l

r.p.m: revolucions per minut

RT-PCR: retrotranscriptacié acoplada a la reaccié en cadena de la polimerasa

Seq: seqliencia
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SEM: Error estandard de la mitjana (standard error mean)

SI: Sistema immune

SNC: Sistema nervids central

STAT: transductors de senyal i activadors de la transcripcio (signal transducers and activators of
transcription)

TLR-4: Receptor 4 de tipus Toll (Toll-Like receptor-4)

TNFa: Factor de necrosi tumoral alfa (Tumor necrosis factor alpha)

TRH: Hormona alliberadora de tirotropines ( Thyrotropin-releasing hormone)

tRNA: RNA de transferéncia

txn: transcripcio
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2. INTRODUCCIO.

L’aqiiicultura inclou totes les activitats encaminades a la produccié,
desenvolupament i comercialitzacié d’organismes aquatics, en particular peixos, mol-luscs,
crustacis i plantes, ja sigui en aigles dolces o salades. Actualment, és el sistema de
produccio alimentaria de creixement més rapid en tot el mén i esta molt consolidada en la

nostra vida quotidiana.

Les raons principals que han afavorit 'augment de I'activitat aquicola en els darrers
anys son diverses: perqué han disminuit considerablement els recursos naturals per
diverses causes (com l'increment de la pesca o la pol-lucié), per 'augment de la poblacié

mundial o també perqué ha augmentat el consum de peix per capita.

En l'aquicultura, és essencial controlar periddicament els diferents parametres de la
qualitat de l'aigua com els nivells d’oxigen, el pH, I'amoni, la temperatura, la salinitat, la
contaminacié quimica natural (nitrits, nitrats) o la pol-lucié exterior (metalls pesats,
pesticides...). El control d’aquests parametres dificulta, perd no evita, que els animals
pateixin alteracions a nivell immune (Tort i col. 2003) o malalties causades per infeccions
bacterianes. D’altra banda, I'activitat aquicola, sobretot en condicions de cultiu intensiu,
implica la intervenci6 humana per a millorar i augmentar la produccié. En aquestes
condicions de cultiu els peixos estan exposats continuament a practiques de manteniment
com la manipulacio, el transport o el confinament. Aquestes actuacions suposen respostes
estressants que poden disminuir la capacitat de I'animal per créixer o reproduir-se de

manera eficient (Davis i col. 2002).

Tenint en compte tot aix0, és important entendre les respostes dels peixos als factors
estressants relacionats amb I'aquicultura per a poder avaluar el seu estat general de salut,

detectar rapidament les malalties i, en darrer terme, millorar la produccié.

2.1. ESPECIES D’ESTUDI.

Les espécies de peixos més utilitzades en els estudis cientifics han estat
majoritariament salmonids (col-loquialment truites i salmons) i les seves respostes
fisiologiques a diferents factors estressants es coneixen des de fa temps, per tant, les

condicions de cultiu d’aquestes especies estan bastant controlades.

L’aquicultura marina a Espanya s’ha anat desenvolupant en els darrers 30 anys
essent l'orada (Sparus aurata) i el llobarro (Dicentrarchus labrax) les espécies més

cultivades. Concretament, la resposta basica de I'orada a diferents situacions estressants



Introduccio 16

importants en 'aquicultura és prou coneguda (Rotllant i col. 2001) i, per aixd, hem escollit

aquesta espécie per a desenvolupar la major part del nostre treball.

> L’orada (Sparus aurata) (figura 1) pertany a la familia Esparidae, que és una de
les families de peixos més ben representada al litoral catala (uns 9 géneres i unes 20
especies) i també més ben conegudes perqué inclou espécies d'una gran importancia
pesquera. Aquesta familia és d'importancia rellevant a la pesca comercial, no només per la
qualitat de la carn, sind també per I'abundor i la diversitat de les espécies que inclou (de
Sostoa i col. 1990).

Es una de les espécies més importants en el litoral Mediterrani, també és freqiient a
I'Adriatic, i a I'Atlantic des de les llles Britaniques fins al Senegal (Cabo Verde), incloses les

llles Agores i les llles Canaries.

Aquesta espécie hermafrodita proterandrica té habits costaners i sedentaris i es
mouen entre els 2-250 metres de profunditat. S6n carnivors i consumeixen preferentment
mol-luscs, crustacis i peixos perd accessoriament també poden comportar-se com a

herbivors.

Figura 1: Orada (Sparus aurata). Familia Esparidae. Ordre Perciformes. Classe Actinopterigi.

Es una de I'espécies piscicoles més cultivades a Espanya, ja que la produccié
global actualment esta en unes 90.000 Tones (Tm) l'any (segons la FAO, Food and
Agriculture Organisation), de les quals aproximadament 13.000 Tm es comercialitzen a
Espanya. L’engreix de I'orada es realitza principalment a instal-lacions flotants a mar obert,
tot i que les fases de reproduccio i preengreix es fan generalment a terra en instal-lacions
intensives. Un dels problemes més importants, i encara no resolts, en condicions de cultiu
intensiu que pateix aquesta espécie en particular, o si més no, el més conegut, és la malaltia
de Thivern (winter syndrome) provocada pel bacteri gramnegatiu Pseudomonas
anguilliseptica juntament amb el descens de les temperatures durant I'época hivernal

(Blanco i col. 2004; Tort i col. 1998a) ocasionant anualment grans pérdues economiques.
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> Altres espécies, com la perca europea (Perca fluviatilis) (figura 2), han rebut
menys atencio tot i ser candidats potencials per a I'aquicultura en diferents paisos europeus.
Després del llug, és el peix d’aigua freda més important al Mediterrani; gastronomicament
parlant és molt apreciada perque la seva carn és excel-lent. Pertany a la familia Percidae
que compréen 60 espécies, natives de I'hemisferi Nord. Esta originariament confinada a
aiglies temperades de I'hemisferi Nord, a Europa (molt freqiient a Suécia), al nord d’Asia,
Sibéria i Nord América (de Sostoa i col. 1990). Ha estat introduida i es troba localment

abundant a Australia, est i sud-est de Tasmania, Nova Zelanda i sud d’Africa.

Viu a tot tipus de llacs i rius d’aigues fredes, tranquil-les i lentes (10-22°C) i necessita
un bon nivell d’oxigen. Es un peix extremadament agressiu, s'alimenta d'invertebrats i
plancton durant I'época juvenil i els adults sén predadors de crustacis, cucs, mol-luscs,

larves d'insectes i peixos més petits.

Va ser introduida a Espanya recentment (cap al 1995) i la seva produccié global anual
esta actualment en unes 200 Tm (segons la FAQO). La seva aquicultura esta en fase molt
inicial a les nostres piscifactories i encara presenta alguns problemes en diferents fases del

seu desenvolupament en condicions artificials (FAO).

Figura 2: Perca europea (Perca fluviatilis). Familia Percidae. Ordre Perciformes. Classe Actinopterigi.
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2.2. RESPOSTA A L’ESTRES.

Els peixos, donades les condicions de 'ambient en el que viuen, estan sotmesos a
molts factors estressants diferents, per tant, responen a I'estrés per diferents vies per tal de
poder mantenir I'homeostasi (Barton 2002; Mommsen i col. 1999; Wendelaar 1997;
Wedemeyer i col. 1990).

Aixi, en primer lloc, les respostes fisiologiques dels peixos a factors ambientals
estressants es poden classificar, segons els diferents nivells d’organitzacié bioldgica, en

diferents tipus (figura 3):

a) Respostes primaries: és la resposta a nivell neuroendocri, que inclou

l'alliberacié de catecolamines (per part de les cél-lules cromafins del ronyé anterior,
majoritariament) i I'alliberacié de cortisol (per part de les cél-lules interrenals del ronyo
anterior). Després de la percepcid de I'estrés, aquestes hormones se sintetitzen i s’alliberen
al flux sanguini on activen les vies fisiologiques corresponents per tal de restablir I'equilibri

intern.

b) Respostes secundaries: sén alteracions a nivell sanguini i tissular,
consequéncia de les respostes primaries. Per exemple, es donen canvis en els nivells de
glucosa sanguinia (hiperglucémia), comenga la diuresi seguida de pérdua d’electrolits
sanguinis i existeix disfuncié omoreguladora. Als teixits varien els nivells del glicogen hepatic
i la vitamina C interrenal, es dona hemorragia del timus o, fins i tot, s’hipertrofia el teixit

interrenal.

c) Respostes terciaries: es refereixen a aspectes a nivell individual o de la

poblacié. Per exemple, es donen disminucions en el creixement, disminueix la resisténcia a

determinades malalties, I'éxit reproductiu i la supervivéncia.

Aquesta classificacié en realitat és més flexible, ja que tenint en compte la magnitud i

la durada de l'estrés, la resposta es pot englobar en més d’'un compartiment.
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Estimul

Hipotalem

l CRH
RESPOSTA Hipofisi
ACTH Teixit cromafi

Interrenals

. . Catecolamines
Primaria Corticosteroides Adrenalina
Cortisol Noradrenalina
Leucocits Glicogen hepatic Glucosa Flux sanguini
Secundaria Immunosupressio S " Lactat . :
.. Equilibri electrolitic ' Diuresi
Proteines musculars Acids grasos
- Disminucio del creixement
. - Disminucio de la taxa reproductora
Terciaria - Disminucio de la resisténcia immunitaria
- Disminucio de la supervivencia

Figura 3: Fendmens fisiologics ocasionats en resposta a un estimul estressant en els vertebrats des del punt de
vista de nivells d’organitzacio biologica: resposta primaria, secundaria o terciaria (adaptat de Barton 2002 i de Tort i
col. 1998b).

A nivell neuroendocri, la resposta a I'estrés en peixos és similar a la resposta dels
vertebrats superiors. Aixi, aquesta resposta en peixos també esta integrada basicament al
sistema nervids, especificament en dos centres reguladors principals (figura 4) (Barton
2002; Wendelaar 1997):

= | 'eix__hipotalamico-simpatico-cromafi és equivalent al sistema simpatico-

adrenomedular en vertebrats superiors. Les cél-lules cromafins produeixen principalment
catecolamines (adrenalina i noradrenalina) com a resultat de I'activacio de les fibres
simpatiques. Les catecolamines s’alliberen a la circulacié en resposta a una situacié d’'estres
que requereixi transport elevat d’oxigen i mobilitzacié de fonts extres d’energia. Per tant,
poden actuar sobre la respiracio, el sistema cardiovascular, el balan¢ hidromineral, la
reproduccid, la funcié immune, la capacitat de transportar oxigen i la mobilitzacié de
substrats energétics (Wendelaar 1997).
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= L’eix hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI) és equivalent a I'eix hipotalamico-

pituitario-adrenal, HPA, en vertebrats superiors (figura 4). Aquest circuit neuroendocri
s’activa davant d'una situacié estressant de qualsevol tipus. L’estimul estressant
desencadena una cascada hormonal que produeix, en primer lloc, hormona alliberadora de
corticotropines (CRH) sintetitzada per I'hipotalem. Aquesta hormona viatja fins la glandula
pituitaria, també anomenada hipofisi anterior, on les cél-lules corticotropes sintetitzen i
secreten hormona adrenocorticotropa (ACTH), producte derivat de la pro-opiomelanocortina
(POMC). Finalment, 'ACTH estimula a les cél-lules interrenals del rony6é anterior per a
I'alliberacié de cortisol (hidrocortisona) (apartat 2.3) com a hormona fisioldgica majoritaria
encarregada d’activar la resposta secundaria a I'estrés en peixos (Mommsen i col. 1999). El
circuit es tanca amb el control, per retroalimentacid negativa, que exerceix el cortisol
plasmatic sobre I'hipotalem, per disminuir la formacié de CRH, i sobre la glandula pituitaria,

per disminuir la sintesi ’ACTH.

Estrés

SNC
Hipotalem

Fibres simpatiques Factors hipotalamics (CRH, TRH)

Glandula pituitaria
Retroalimentacio

| | negativa
ACTH a-MSH, B-Endorfina

v

Cél.lules cromafines

Cél.lules interrenals

CAs Cortisol

Figura 4: Representacié esquematica dels principals elements neuroendocrins implicats en la resposta a I'estrés en
peixos. Estan representats els dos eixos reguladors principals, I'eix hipotamico-simpatico-cromafi (productor de
catecolamines, CAs, adrenalina majoritariament) i I'eix hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI, productor de cortisol

majoritariament) (adaptat de Wendelaar 1997).
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Malgrat que en els vertebrats els drgans i les molécules implicades en la secrecié de
corticosteroides sén esencialment els mateixos, podem trobar diferéncies a diferents nivells.
Anatdmicament els peixos teleostis no posseeixen una glandula adrenal aillada, com en el
cas dels mamifers (figura 5A) i les celllules cromafins i les cél-lules interrenals estan
distribuides al ronyd, majoritariament al ronyd anterior, també anomenat pronefros o ronyé
cefalic, donada la seva localitzacié. Concretament el sistema renal en els Perciformes (ordre
en el que s’inclouen les espécies del nostre estudi, I'orada i la perca) té forma de Y (figura
5B). Les cél-lules cromafins estan distribuides al ronyd anterior, a les parets del conducte de
Cuvier, a les parets dorsals de les venes cardinals anteriors i a les parets de les venes
postcardinals, tot i que, també poden trobar-se agrupacions d’aquest tipus cel-lular a la part
posterior del ronyd. Les cél-lules interrenals o esteroidogéniques, en canvi, estan
distribuides unicament al ronyd anterior, principalment dins de les parets de les venes
cardinals posteriors i al voltant de la confluéncia entre els conductes de Cuvier i les venes

cardinals, generalment en contacte amb les cél-lules cromafins (Grassi Milano i col. 1997).

A) B)

Escorga suprarrenal
¢ P Medul-la suprarrenal

Glandula adrenal dreta Glandula adrenal esquerra

ronyons

Figura 5: A) Dibuix exquematic del sistema renal dels mamifers. Estan representades les glandules suprarrenals
en els pols superiors d’ambdos ronyons i les parts principals de la glandula adrenal propiament dita: escorga
suprarrenal (productora d’hormones corticosteroidees) i medul-la suprarrenal (productora de catecolamines).

B) Dibuix esquematic de la localitzacié dels diferents organs dels peixos destacant el ronyé (anterior i posterior).
Detall del rony6 anterior de I'ordre Perciformes. Estan representats els teixits adrenocortical i adrenomedular, i les
principals venes renals. Les regions puntejades localitzades en el centre corresponen a les cel-lules cromafins
mentre les regions puntejades distribuides per tot el ronyé anterior son les cél-lules esteroidogéniques. acv: vena
cardinal anterior (anterior cardinal vein); dC: conductes de Cuvier (ducts of Cuvier); cv: vena caudal (caudal vein);
hk: rony6 anterior (head kidney); k: ronyé (kidney); pcv: vena cardinal posterior (posterior cardinal vein); pk: rony6

posterior (posterior kidney) (Grassi Milano i col. 1997).
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2.3. HORMONES CORTICOESTEROIDEES.

A més de les diferéncies anatdmiques esmentades préviament entre mamifers i
peixos (figura 5), també es troben diferéncies en relacié a les hormones corticosteroidees

que secreten.

En mamifers, I'escor¢ca suprarrenal (o corticoadrenal) de la glandula suprarrenal
produeix diferents hormones corticals o corticoesteroidees, sintetitzades a partir del
colesterol (Guyton 2002, annex 1). Les principals hormones corticoesteroidees en mamifers
sén:

o] glucocorticoides: cortisol, corticosterona, cortisona, prednisona, metilprednisona
i dexametasona. Participen, directa o indirectament, en diferents vies metaboliques
(carbohidrats, proteines i lipids), en la reproduccid, en el creixement, tenen efectes renals,
gastrics i vasculars, sén immunosupressors i antiinflamatoris i regulen la resisténcia a
I'estrés.

o] mineralocorticoides: aldosterona, principalment. Regulen, principalment, el

balang mineral controlant la retencié de sodi al rony6 i la secrecio de potassi.

o] esteroides sexuals: androgens, estrogens i progestagens. Estan produits en

petites quantitats per l'escor¢ga suprarrenal. Actuen sobre el desenvolupament, el

creixement, el manteniment i la regulacié del sistema reproductor.
En peixos teleostis, les principals hormones corticosteroides son:

o] glucocorticoides: el principal glucocorticoide és el cortisol (hidrocortisona)
(Mommsen i col. 1999) (figura 6). Com hem vist anteriorment, la secrecidé de cortisol en
peixos ve regulada per I'eix HPI (figura 4). Davant un estimul estressant I'eix HPI s’activa i
desencadena una cascada hormonal produint en darrer terme cortisol com a hormona
fisiologica encarregada d’activar la resposta a I'estrés. Per aquest motiu, és un dels
indicadors més utilitzats com a mesura d’estrés (Tort i col. 2003; Barton 2002; Mommsen
1999).
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Figura 6: Molécula de cortisol.

o] Mineralocorticoides: Actualment no hi ha evidéncies que els peixos sintetitzin

aldosterona, mineralocorticoide predominant en mamifers; per tant, les funcions
mineralocorticoidees també sén assumides pel cortisol, participant en la regulacié osmotica i
ionica (Mommsen i col. 1999; McDonald i Milligan 1997; Wendelaar Bonga 1997).

o] Els esteroides sexuals: principalment androgens i estrogens. Intervenen en les

etapes inicials del desenvolupament de l'odcit, especialment a la vitelogénesi, en el
desenvolupament gonadal i en la induccié de I'ovulacié. En conjunt, sén responsables del

dimorfisme sexual i de I'estructura corporal dels o6rgans reproductors.

2.3.1. Cortisol: funcions principals.

El cortisol és el principal corticosteroide en peixos teleostis amb mudltiples funcions,
majoritariament glucocorticosteroidees. Se li atribueixen funcions reguladores participant en
diferents compartiments fisiologics. Comparant-les amb els mamifers, destaquem les

seguents:

a) Efectes sobre el metabolisme dels carbohidrats: En els mamifers, el cortisol

estimula la gluconeogénesi a nivell hepatic i provoca una disminuci6 moderada de la
utilitzacié de glucosa per les cél-lules de 'organisme. En els peixos teleostis, s’ha estudiat
I'efecte del cortisol en relacio als nivells de glicogen hepatic i de glucosa plasmatica i s’ha
vist que tots dos varien substancialment segons I'espécie, I'estat de desenvolupament i
'estat metabodlic de I'animal. No obstant, encara que no es donin canvis en la glucosa

plasmatica, en general podem dir que el tractament amb cortisol augmenta Ila
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gluconeogénesi hepatica perqué augmenten les activitats dels enzims gluconeogénics

(Mommsen i col. 1999).

b) Efectes sobre el metabolisme de les proteines: Un dels principals efectes metabolics
del cortisol en mamifers és la disminucié del contingut proteic a totes les cel-lules excepte a
les hepatiques i al plasma. D’altra banda, el cortisol disminueix el transport d’aminoacids cap
a les cellules musculars. Exerceix accié proteolitica especialment en el muscul blanc dels
peixos i possiblement en el fetge (Mommsen i col. 1999). De tota manera, és dificil
demostrar-ho experimentalment perqué aquesta accio esta influenciada per la inanicio, la
hipoosmoregulacid, I'exercici o la maduracié sexual. A més, el cortisol retarda el creixement
tissular i inhibeix la proliferacié cel-lular. L’'augment de I'activitat proteolitica periférica implica
modificacions en el metabolisme dels aminoacids. S’ha vist que el tractament amb cortisol
tendeix a augmentar els aminoacids plasmatics influint en la glucogénesi, la gluconeogénesi

i possiblement la sintesi protéica (Mommsen i col. 1999).

c) Efectes sobre el metabolisme dels lipids: En mamifers, fomenta la mobilitzacio

d’acids grasos des del teixit adipos la qual cosa augmenta la concentracié d’acids lliures al
plasma augmentant aixi la seva utilitzacio per a obtenir energia. La idea més extesa sobre la
regulacié del metabolisme lipidic en peixos per part del cortisol li atorga una accié lipolitica
hepatica i periférica que desencadena un augment en els acids grassos plasmatics no

esterificats (Mommsen i col. 1999).

d) Resposta a l'estrés: L’estrés produeix un augment immediat en la secrecié de

cortisol per I'escorga suprarrenal dels mamifers. En els peixos, I'estrés comporta I'activacié
de I'eix HPI i també secreta cortisol immediatament per les cél-lules interrenals del ronyé
anterior (apartat 2.2). Per aquest motiu, 'augment de cortisol plasmatic és un dels
parametres més acceptats i utilitzats com a resposta a I'estrés (Tort i col. 2003; Barton 2002;
Mommsen 1999).

e) Efectes antiinflamatoris i sistema immune: En els mamifers, després d’'una
inflamacio, I'administracio de cortisol bloqueja o anulla alguns dels efectes desencadenats
per la lesi6. Actua com a regulador de la inflamacié a diferents nivells: disminueix la
permeabilitat dels capilars, disminueix la migracié de leucocits i la fagocitosi de les cél-lules
lesionades i disminueix la proliferacié limfocitaria (principalment limfocits T). Els
glucocorticoides limiten, d’aquesta manera, I'extensié de la inflamaci6. Paral-lelament, la
resposta a l'estrés va acompanyada d’una disminucié dels eosindfils, limfocits, basofils i
monocits, d’'un augment dels eritrocits, neutrofils i plaquetes i d’'una disminucié del teixit
limfoide i, per tant, de la produccié de cél-lules T i dels anticossos (Guyton 2002; Turnbull i
Rivier 1999; McEwen i col. 1997). El cortisol actua com a antiinflamatori bloquejant la
produccié de les citoquines proinflamatories induides pel LPS (Haddad i col. 2002; Weyts i

col. 1999). En peixos, els efectes del cortisol sobre el sistema immune sén molt menys
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coneguts. Malgrat aix0, s’ha vist que després d’un estrés es produeix una disminucié en la
proliferacié de limfocits T i en el nombre de cél-lules B circulants, mentre els granuldcits
neutrofilics es mantenen constants o augmenten (Engelsma i col. 2002; Wojtaszek i col.
2002; Harris i Bird 2000). El cortisol disminueix I'activitat de les cél-lules B de produir
anticossos circulants (la IgM és I'anticds maijoritari produit pels peixos). El cortisol també
indueix apoptosi en els limfocits B en peixos (Engelsma i col. 2002) i té efectes depressius
sobre determinades cél-lules del sistema immune amb funcions com la fagocitosi i la

proliferacioé limfocitaria (Wojtaszek i col. 2002; Harris i Bird 2000).

f) Altres funcions en peixos: El cortisol suprimeix les funcions reproductores (Davis i
col. 2002). Regula I'adaptacio dels peixos a 'aigua marina ja que activa la diferenciacié de
les céllules branquials del clorur reguladores de l'equilibri idnic i estimula l'activitat dels
enzims ATPasa de sodi/potassi (activitat Na'/K* ATPasica) de les branquies (McDonald i
Milligan 1997). També assumeix funcions mineralocorticoidees, participant en la regulacio

osmotica i idnica (McDonald i Milligan 1997; Wendelaar Bonga 1997).

2.3.2. Receptors d’hormones corticosteroidees.

En mamifers, les hormones corticoesteroidees actuen a través de dos receptors
intracel-lulars especifics: el receptor de tipus | o receptor mineralocorticoide (MR) i el
receptor de tipus Il o receptor glucocorticoide (GR). Ambdds receptors sén membres d’'una
superfamilia de receptors nuclears que actuen com a factors de transcripcié activats
directament per la unié de molécules hidrofobiques, com ara les hormones lipofiliques, per
exemple, el cortisol. En aquest grup també estan inclosos els receptors d’androgens,
d’estrogens, de progesterona, d’hormones tiroidees, de vitamina A i D i de retinoides (Evans
1988). Els receptors d’aquesta familia comparteixen una estructura canonica formada per

diferents dominis funcionals (Kumar i Thompson 1999) (figura 7):

- El domini A/B, és la regid amino-terminal, és important en modular I'activitat

transcripcional i és bastant variable entre espécies.

- El domini d’'uni6é al DNA (DBD, DNA binding domain) conté dos anells de Zinc per
a la unié al DNA i de dimeritzacié amb el receptor. Es una regié altament conservada entre

espeécies.
- El domini D on tenen lloc els canvis conformacionals durant la unié a la hormona.

- El domini d’'uni6é a la hormona (HBD, hormone binding domain), regié també molt

conservada entre espécies.

- El domini F en posici6 carboxi-terminal perd no sempre esta present, hi ha

diferéncies entre espécies.
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Tots els receptors de la familia S/T/R comparteixen una elevada homologia en la
sequéncia en els dominis DBD i HBD i actuen com a factors de transcripcié depenents del

lligand.

N — A/B E E— ¢
Domini transactivacional Domini d’uni6 a la Hormona

Figura 7: Representacio esquematica de I'estructura dels receptors de la familia S/T/R amb els diferents dominis

funcionals des de I'extrem amino-terminal (N) fins a I'extrem carboxi-terminal (C) (adaptat de Evans 1988).

En mamifers, el cortisol es pot unir i induir I'activitat transcripcional dels dos receptors
corticosteroides (Guyton 2002). EI MR s’activa per [l'aldosterona, principal hormona
mineralocorticoidea, pero té 10 vegades més afinitat pel cortisol que el GR. Aixd és aixi
perque el cortisol també proporciona una quantitat significativa d’activitat mineralocorticoide
ja que, tot i que la seva activitat mineralocorticoidea és menor que la de I'aldosterona, la
seva secrecid és molt més elevada (Fuller i col. 2000). Els dos receptors comparteixen
afinitat pel lligand i, a més, s’uneixen als mateixos elements de resposta al glucocorticoide
(GRE). Malgrat aquestes coincidéncies, cadascun regula processos cel-lulars diferents. Els
efectes especifics de I'aldosterona estan regulats per mecanismes moleculars i cel-lulars

especifics per evitar que el MR estigués ocupat constantment pel cortisol:

- el MR s’expressa només a ceéllules especifiques (ronyo, colon, tracte respiratori,
glandules salivars, queratinocits o neurones hipocampals) mentre I'expressio del GR és

practicament ubiqua,

- en algunes cel-lules s’ha vist que el MR esta coexpressat amb I'enzim 11Bhidroxiesteroid
dehidrogenasa tipus Il (HSD2) que converteix una part dels glucocorticoides en derivats

inactius,

- el complex MR-cortisol és menys estable que els complexos MR-aldosterona i GR-cortisol
i
- hi ha diferéncies en I'activitat transcripcional dels homo i heterodimers del MR i del GR.

A més d’'aquest model classic d’accio, els esteroides poden actuar rapidament per
mecanismes “no gendmics” a través de receptors de membrana putatius en el sistema
nervids central i en teixits periférics i alterar diferents processos fisioldgics. Cada vegada
perd, hi ha més evidéncies de l'existéncia d’aquests receptors i se sap que depenen

mecanismes de senyalitzacio lligats a proteines G (Tasker i col. 2005; Borski 2000).
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En peixos, el cortisol assumeix tant les accions glucocorticoidees com les
mineralocorticoidees perqué no sintetitzen aldosterona. Fins fa poc no hi havia constancia
de l'existéncia d’'un receptor mineralocorticoide i es creia que les accions del cortisol es
duien a terme per un unic receptor glucocorticoide. Experiments recents han demostrat que
algunes espécies expressen els dos receptors (MR i GR) en alguns tipus cel-lulars i que tots
dos actuen com a receptors de cortisol (Greenwood i col. 2003; Sloman i col. 2001;
Colombe i col. 2000). Per tant, les funcions assumides pel cortisol dependran del receptor
corticosteroide al qual s’uneixi. No obstant, no es coneixen els mecanismes implicats en la
seleccid del cortisol per un dels dos receptors en peixos perqué per exemple, 'enzim HSD2
no s’ha identificat a peixos. En conjunt, les funcions fisiologiques del MR no estan clares ni
tampoc els mecanismes implicats en la resposta mineralocorticoidea (Sloman i col. 2001;
Colombe i col. 2000).

En relacio al receptor glucocorticoide, en dues espécies de peixos s’ha trobat més
d’'un GR (Bury i col. 2003; Greenwood i col 2003; Ducouret i col. 1995), probablement com a
consequeéncia de la duplicacié génica o gendmica (Robinson-Rechavi i col. 2001; Meyer i
Schartl 1999). No obstant, no s’han identificat encara les caracteristiques funcionals

especifiques de cadascun d’aquests receptors glucocorticoides.

2.3.2.1.Senyalitzacié del GR.

Després d’'una situacido estressant, les concentracions plasmatiques de cortisol
augmenten dramaticament (apartat 2.2 i figura 4). Posteriorment, el cortisol travessa
directament la membrana plasmatica, per les caracteristiques hidrofobiques de la molécula, i

un cop al citoplasma s’uneix al receptor glucocorticoide (GR).

Fins aquest moment, el receptor estava inactiu formant un complex amb altres
proteines, principalment la hsp90 (heat shock protein 90) i la hsp70 (heat shock protein 70)
combinades amb altres caperones que estabilitzen el complex com la p60, la p23 (o el
molibdat) i immunofilines (FKBP52 o CyP40). En aquest estat, els dominis funcionals del
receptor, és a dir, el domini d’'unié al DNA i d’'uni6é a la hormona del receptor (DBD i HBD,
respectivament), estaven ocupats concretament per un dimer de proteines format
principalment per la hsp90 (Basu i col. 2003; Dittmar i Pratt 1997; Scherrer i col. 1990). La
unié del lligand amb el receptor dissocia aquest complex oligomeéric deixant lliures els anells
de Zinc del DBD i permetent la formacié d’'una subunitat hormona-receptor lliure. El receptor
activat forma un homodimer i es transloca al nucli a través d’un nucleopor. Aquesta
translocacié requereix, a més, la preséencia del senyal de localitzacié nuclear i el posterior
reconeixement per proteines d’unié en el nucleopor (Mommsen i col. 1999). Després, els

receptors actuen com a factors de transcripcié depenents del lligand en complexos proteics
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que s’uneixen cooperativament a seqliéncies especifiques del DNA o elements de resposta
al glucocorticoide (GRE) que son sequéncies palindromiques imperfectes de 15 nucleodtids
(GGTACANNNTGTTCT). Aquesta unié permet I'activacié transcripcional de diferents gens

implicats en la resposta bioldgica (figura 8).

CORTISOL

p23 hip 90

knpss e T0

—/l Activaci6 citoplasmatica
n Monoémer actiu

1 Dimeritzacio

=

Transcripcié |

——— Resposta biologica

Figura 8: Activacioé del receptor de glucocorticoides (GR) pel cortisol i activacié transcripcional de gens implicats en

el control de la resposta biologica.

En peixos, de moment s’han analitzat els canvis de les proteines hsp90 i hsp70 (Basu
i col. 2003; Vijayan i col. 2003; Basu i col. 2001) i, donat que estan molt conservades, és

possible que el GR també estigui formant un complex amb diferents proteines en peixos.

2.4. RESPOSTA INFLAMATORIA.

La resposta inflamatdria comporta un conjunt de reaccions cel-lulars i moleculars de
I'organisme com a resposta a un determinat dany tissular i cel-lular. La resposta inflamatoria
pot estar induida per factors enddgens o exodgens. Els factors exdgens inclouen lesid,

exposicio a toxines i invasio de virus o bacteris (Abbas 2001).

En peixos, la immunitat innata constitueix la primera i més desenvolupada linia de
defensa contra les infeccions bacterianes (Tort i col. 2003). Els bacteris extracel-lulars
produeixen toxines que poden ser endotoxines (components de la membrana cel-lular) o

exotoxines (secretades activament pels bacteris) amb diferents efectes patologics.
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L’endotoxina dels bacteris gramnegatius, també anomenada lipopolisacarid (LPS), és
un component de la paret cel-lular i esta formada tant per components lipidics com per
carbohidrats (polisacarids) (Raetz i Whitfield 2002). Esta considerada una macromolécula
biologicament molt activa que s’allibera dels bacteris que estan morint i estimula nombroses
respostes immunitaries. La resposta de l'organisme a les alteracions de I'homeostasi

causades pel LPS es coneix com a resposta de fase aguda (Bértok 1998).

En mamifers, les principals respostes funcionals del LPS sén estimular la produccié
de citoquines per part dels macrofags i les seves activitats microbicides, aixi com activar la
inflamacio local i general induint I'expressié de molécules d’adhesié leucocitaria a I'endoteli
(Abbas 2001).

La detecci6 del LPS per part dels macrofags en mamifers esta regulada principalment
per tres components: una proteina plasmatica d’'unié al LPS, la LBP (proteina d’unié al LPS,
LPS-binding protein), el receptor de superficie CD14 i la proteina receptora 4 de tipus Toll,
unitat receptora de transduccié de senyal, TLR-4 (Toll like receptor-4) (figura 9). El LPS
circulant esta inicialment unit a la LBP, la qual facilita el seu transport al CD14 de la
superficie del macrofag, quedant aixi la LBP lliure. Posteriorment, el CD14 transfereix el
LPS a les unitats de tipus Toll associades a proteines accessories, com la MD2. Aquesta
proteina s’associa amb el LPS i desencadena I'homodimeritzacié i activacid6 del TLR-4
seguit del reclutament de molécules adaptadores intracel-lulars que activen factors de

transcripcio, principalment el AP-1 i el NF-kB (factor nuclear kappa B, nuclear factor xB).

Resposia
inflamatoria
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Figura 9: Via de transduccié de senyal en mamifers per la qual I'estimul estressant, el lipopolisacarid (LPS), activa
el factor de transcripcié NF-kB (nuclear factor xB) induint la tanscripcié de citoquines proinflamatories com el TNFa
(tumor necrosis factor «a), la IL-1B (interleuquina 1 beta), la INOS (sintasa d’'oxid nitric induible) i la IL-6

(interleuquina 6).
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En mamifers, els gens activats per aquest darrer factor de transcripcié codifiquen
citoquines proinflamatories, enzims de I'esclat respiratori (respiratory burst) i molécules
d’adhesié en malalties inflamatories (Abbas 2001). En concret, les principals citoquines
proinflamatories alliberades pels macrofags i monocits dels diferents teixits activats després
d’'una estimulacio per LPS son: el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, tumor necrosis
factor «), la interleuquina 1 beta (IL1B), la sintasa d’oxid nitric induible (iINOS) i la
interleuquina 6 (IL6) (Beishuizen i Thijs 2003; Lang i col. 2003).

Les diferéncies més destacables en la resposta bioldgica al LPS entre els peixos i els
mamifers es deuen principalment a diferéncies en el reconeixement del LPS a través del
receptor. Tot i que la proteina receptora 4 de tipus Toll (Toll like receptor 4, TLR4) esta
present en peixos sembla que les molecules necessaries pel reconeixement del LPS en
mamifers no estan presents en peixos o estan representant funcions diferents (lliev i col.
2005).

En conjunt, aquestes citoquines estimulen la reaccié cel-lular de la inflamacié que
consisteix en el reclutament de leucocits als llocs d’infeccio i la seva activacié per eliminar
'agent infecciés. Amb tot aix0, els macrofags es consideren les ceéllules efectores
dominants de les fases tardanes de la immunitat innata perqué poden respondre rapidament

als microorganismes estimulant la resposta inflamatoria.

= El TNFa (factor de necrosis tumoral alfa) o caquexina és una citoquina
proinflamatoria secretada principalment per fagocits mononuclears activats perd també pot
ser secretada per cél-lules T estimulades per antigens, per les cél-lules NK (natural killer) o
pels mastocits. Es el principal mediador de la resposta inflamatoria aguda enfront bacteris
gramnegatius i altres microorganismes infecciosos, estimulant el reclutament de neutrofils i
monocits als llocs de la infeccid i activant aquestes cél-lules per a destruir els
microorganismes. Juga un paper essencial en la invasié de patogens perd també participa

en l'apoptosi, el metabolisme lipidic i en la regulacié immunologica (Abbas 2001).

En peixos se sap que el LPS indueix I'expressié de TNFa en macrofags diferenciats i
monocits (MacKenzie i col. 2003) i en leucocits primaris aillats (Hirono i col. 2001; Laing i
col. 2001) A l'orada, no augmenta I'expressié de TNFo en macrofags estimulats amb LPS
(Garcia-Castillo i col. 2002).

" La IL1B (interleuquina 1 beta) és una citoquina proinflamatdria amb efectes bioldgics
com ara la induccié de les molécules d’adhesio a la cél-lula endotelial, I'estimulacié de la
produccié de quimoquines per les cél-lules endotelials i els macrdfags, I'estimulacié de la
sintesi de reactants de fase aguda pel fetge i la febre. Es sintetitzada per monocits i
macrofags activats i juga un paper important en la resposta inflamatoria innata, i al igual que

el TNFa, actua com a mediadora de la inflamacié local, aixi com en la maduraci6 i
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proliferacié dels principals tipus de cél-lules immunes. Es freqiient trobar una actuacio
sinérgica de la IL1B i el TNFa. D’altra banda, la IL1B pot exercir efectes endocrins sobre I'eix
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) i té propietats pleiotropiques, és a dir, amb efectes
diferents sobre tipus cel-lulars diversos (Bird i col. 2002; Haddad i col. 2002; Abbas 2001).

S’ha demostrat que s’indueix I'expressié de la IL1B en peixos per una injeccio
bacteriana o amb LPS (Pelegrin i col. 2004; Engelsma i col. 2002; Pelegrin i col. 2001; Zou i
col. 2000; Zou i col. 1999a; Zou i col. 1999b).

" A més, els macrofags generen radicals lliures amb el sistema de la sintasa d’oxid
nitric induible, iNOS. Aquest enzim citosodlic s'indueix en resposta al LPS. La conversio
d’oxigen molecular en radicals lliures és un altre mecanisme microbicida dels macrofags
(Abbas 2001). En el turbot, Scophthalmus maximus, el LPS estimula la produccié de NO en

leucocits de rony6 anterior (Tafalla i Novoa 2000).

" La IL6 (interleuquina 6) és una citoquina secundaria en la resposta inflamatoria amb
propietats proinflamatories i alhora antiinflamatories. La sintetitzen fagocits mononuclears,
les cél-lules endotelials vasculars, els fibroblasts, les cél-lules T activades i altres cél-lules en
resposta a microorganismes i a altres citoquines, principalment el TNFa i la IL1pB.
L’expressio de la IL6 esta sobrerregulada per la IL1f3 i el TNFa i, de retruc, la IL6 per la seva
banda inhibeix la produccié i la secrecié de IL1B i el TNFa (Engelsma i col. 2002). Participa
en la immunitat innata, estimula la sintesi de proteines de fase aguda pels hepatocits,
contribuint als efectes sistémics de la inflamacié. Malgrat tot, actualment, encara no s’ha

clonat la IL6 en peixos teleostis.

D’altra banda, I'activacié dels TLR4 pel LPS comporta I'activacié de gens immunes,

com les citoquines proinflamatories, perd també gens implicats en la resposta antiviral,

incloent l'interfero tipus | (IFN) i gens induibles per IFN (Abbas 2001). En general, els IFN de
tipus | regulen la resposta immunitaria innata de manera precog enfront les infeccions virals.
Pero també augmenten la secrecié de TNFa pels macrofags activats pel LPS i activen els
macrofags perqué destrueixin els microorganismes fagocitats actuant de forma sinérgica
amb el TNFa a nivell d’endoteli. El IFN activa altres factors de transcripcio, STAT 1
(transductors de senyal i activadors de la transcripcid, signal transducers and activators of
transcription) i IRF-1 (factor 1 regulador de IFNy) que actuen de forma conjunta amb els
factors de transcripcié activats pel LPS, AP-1 i NFkB. El IFN produeix un estat antiviral en
les cél-lules del voltant les quals produeixen proteines induides per IFN que actuen com a
mediadors intracel-lulars, on s’inclou la proteina Mx. La proteina Mx pertany doncs, a un
grup de proteines antivirals que son induides per IFN i estan implicades en la defensa

antiviral.
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" El receptor activat proliferador de peroxisoma gamma (PPARYy) és un altre receptor
de la familia de receptors hormonals nuclears, que actua com a factor de transcripcid
multigénic implicat en multiples processos bioldgics, principalment relacionats amb la
regulacid6 metabdlica (Evans 1988). De manera general, actua positivament sobre el
metabolisme de lipoproteines i l'oxidacié d’acids grasos perd hi ha evidéncies que
suggereixen que actua com agent antiinflamatori perqué regula negativament I'expressié de

gens proinflamatoris (Belvisi i col. 2006).

Per ultim cal destacar que la inflamacié produeix canvis generals en I'organisme que

potencien la capacitat del sistema immunitari d’eliminar la infeccid.

" La Catepsina D (catD) és una proteasa lisosomal ubiqua, membre de la familia de
proteases anomenada aspartil-proteases que es pot trobar tant a lisosomes com al complex
de Golgi de les cél-lules i la seva funcié principal és la degradacié de proteines. La seva
produccié s’incrementa en cancer d’uter i fetge. Particularment, en el cancer de mama la
concentracio de catD citosdlica és un marcador de prondstic independent d’altres

parametres (Kokkonen i col. 2004).

L’analisi per microanalisi (microarray) de macrofags de truita irisada estimulats
durant 12 hores amb LPS va demostrar que aquesta proteasa esta relacionada d’alguna

manera amb la funcié immune (Goetz i col. 2004a).

2.5. COMUNICACIO NEURO- IMMUNO- ENDOCRINA.

En els vertebrats superiors, la resposta a I'estrés és possible gracies a la interaccio

multidireccional entre els sistemes nerviés, immune i endocri (Beishuizen i Thijs 2003). Les
interaccions entre els sistemes immune i endocri es realitzen a través d’'una complicada
xarxa de comunicacions paracrines bidireccionals encarregades de mantenir ’homeodstasi
fisiologica. Aquesta comunicacid es pot donar gracies a la capacitat de les cél-lules d’'un dels
sistemes de respondre a les senyals que provenen de l'altre sistema degut a I'existéncia de
receptors especifics de senyals endocrines a les cél-lules immunes i viceversa (Haddad i
col. 2002; Turnbull i Rivier 1999; McEwen i col. 1997).

Els peixos teleostis responen a l'estrés per diferents vies per a poder mantenir
’homeostasi o equilibri del medi intern (Wedemeyer i col. 1990). Les comunicacions
immuno-endocrines en peixos estan igualment centrades en la modulacié dels processos
inflamatoris i immunolodgics a través d’hormones i en I'expressié de receptors hormonals en
cel-lules del sistema immune (Engelsma i col. 2002; Harris i Bird 2000; Weyts i col. 1999;
Wendelaar Bonga 1997).
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La comunicacié immuno-endocrina, per tant, juga un paper important en el
manteniment de I'equilibri fisioldgic sota una elevada varietat de condicions estressants,
inclosa I'endotoxémia (Beishuizen i Thijs 2003). Esta generalment acceptat que les
citoquines humorals i hipotalamiques produides en resposta al LPS activen [Ieix
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) i, per tant, I'alliberacié de cortisol. Aquestes citoquines
proinflamatories sén molécules efectores del sistema immune que actuen com a missatgers
quimics que envien senyals al sistema endocri per a estimular I'eix HPA (Turnbull i Rivier
1999). En mamifers, aquesta activacié es déna a nivell hipotalamic, principalment activant
I'alliberacié d’hormona alliberadora de corticotropines (CRH) (Dadoun i col. 1998; McEwen i
col. 1997).

En peixos, el LPS també estimula I'eix HPI in vivo (Holland i col. 2002; Balm 1997) i
augmenta la produccié de cortisol (figura 10), probablement per augmentar la produccié de
les hormones hipotalamiques i hipofisaries (CRH i ACTH). Tot i que, en peixos, segurament
l'activacié de I'eix HPI pel LPS també es déna mitjangant la produccié de citoquines

proinflamatories, encara no es coneixen els mecanismes implicats en aquesta activacio.

%
Hipotalem
CRH +
Glandula pituitaria : P',E'X, H'POtla'am'CO |
Fibres simpatiques ituitario- Interrena
(HPI)
ACTH
+
( ) ) Cortisol ]
Citoquines
proinflamatories j Ronyo6 anterior
+ ) (Cél-lules interrenals)
— J u1-
Leucocits

Figura 10: Representacié esquematica de I'eix hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI) i les vies de comunicacio

amb el sistema immune (SI) en peixos teleostis després d’un estimul per LPS (adaptat de Weyts i col. 1999).
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Finalment, en mamifers els glucocorticoides adrenals secretats per I'eix HPA actuen
de reguladors de la resposta inflamatoria ja que, per retroalimentacié negativa, inhibeixen la
produccié de citoquines induides pel LPS (Haddad i col. 2002). Aixi, es controla la
inflamacio i s’evita que l'alliberacié continua de citoquines produeixi un xoc séptic. Aquesta
regulacié es dona a través del receptor de cortisol (GR) que, un cop activat, antagonitza els
efectes del factor de transcripci6 NFkB. En els darrers anys s’han estudiat molt les
interaccions entre aquests dos factors de transcripcid perd encara no esta clar el
mecanisme especific d’aquesta interaccid (Almawi i Melemedjian 2002). EI model més
acceptat, implica les interaccions proteina-proteina entre ambdos factors, interaccions
independents de l'element de resposta al glucocorticoide (GRE), que atenuen la seva
capacitat d’induir la transcripcio dels gens implicats en la resposta inflamatoria (Beishuizen i
Thijs 2003; Engelsma i col. 2002; Adcock i Caramori 2001). Existeix, per tant, una
competicid entre els factors proinflamatori i antiinflamatori per les molécules coactivadores
implicades en la transcripcio (figura 11). El GR, per tant, regula negativament I'activacié dels

gens implicats en la resposta inflamatoria desencadenada per una estimulacié amb LPS.

— TNFo, IL1B, LPS

Figura 11: Interaccions, a nivell molecular, entre el receptor glucocorticoide (GR) i el factor de transcripcié NFkB.
El GR activat es transloca al nucli i antagonitza els efectes del NFkB reduint la transcripcio dels gens implicats en la

resposta inflamatoria (Hayashi i col 2004).

En peixos, tot i que se sap que el LPS estimula 'eix HPI in vivo (Holland i col. 2002;
Balm 1997), encara no es coneixen els mecanismes implicats en aquesta resposta.
Possiblement aquesta activacid també es déna a través de citoquines proinflamatories

induides pel LPS i, en consequliéncia, el cortisol actua com a antiinflamatori exercint accié
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directa sobre aquestes citoquines, bloquejant la seva produccié (Haddad i col. 2002; Weyts i
col. 1999). D’altra banda, les diferéncies en la resposta biologica al LPS entre els peixos i
els mamifers es deuen a diferéncies en el reconeixement del LPS a través del receptor (lliev
i col. 2005). Els estudis fets en peixos s’han centrat més en estudiar aquestes diferéncies i,
en canvi, no s’han estudiat les interaccions entre els sistemes immune i I'endocri. En
concret, en peixos no s’ha estudiat la relacié entre la via de transduccié de senyals NF kB i

el receptor glucocorticoide (GR).

La organitzacié anatomica dels peixos ofereix la possibilitat d’'interaccions paracrines
directes entre el sistema immune i I'endocri mentre en altres animals aquests sistemes
estan més clarament diferenciats en drgans separats (Weyts i col. 1999). Aixi, la produccio
de glucocorticoides i catecolamines i les principals funcions hematopoiétiques es duen a
terme en el rony6 anterior o pronefros, que concentra precisament 'accié dels sistemes de
regulacié nerviés, endocri i immune. Donada la seva inervacié simpatica podria estar
implicat també en el control neural. Per tot aix0, els peixos proporcionen un bon model per a
estudiar les interaccions immuno-endocrines i, des d’'un punt de vista evolutiu, completar el

gue ja es coneix en mamifers.
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3. OBJECTIUS.

3.1. Antecedents.

Els peixos en condicions de cultiu intensiu estan sotmesos a molts factors estressants i han
de respondre per diferents vies fisioldgiques per a poder mantenir I'equilibri intern. La resposta
primaria a l'estrés implica l'alliberacié de cortisol, principal glucocorticoide en peixos teleostis.
Aquesta hormona actua a través de receptors intracel-lulars especifics, el receptor
mineralocorticoide (MR) i el receptor glucocorticoide (GR). En el moment de comencar el treball de
recerca, no hi havia constancia de I'existéncia d’un receptor mineralocorticoide en peixos i, com
que tampoc sintetitzen aldosterona, es creia que les funcions glucocorticoidees i
mineralocorticoidees, que assumeix el cortisol, es duien a terme a través del receptor
glucocorticoide. D’altra banda, s’ha demostrat que diferents espécies de peixos teleostis

expressen almenys un receptor glucocorticoide de cortisol.

Des del punt de vista de la investigaci6 basica, es volia estudiar el receptor glucocorticoide
també a la perca europea (Perca fluviatilis) i en I'orada (Sparus aurata), perd degut a les dificultats

d’obtenir perques, es va centrar el treball de caracteritzacié del receptor glucocorticoide en I'orada.

De fet, des d’'un punt de vista aplicat, aquest treball s’englobava inicialment en el marc de
projectes d’aquicultura orientats a estudiar els efectes de I'estrés en diferents espécies de peixos.
En particular, en el Projecte EUREKA titulat “Aplicacion del control térmico a la reproduccién y
produccién de la Perca fluviatilis” (ACRAPEP). Aquest projecte intentava estudiar i controlar la
reproduccié de la perca europea (P.fluviatilis) a la piscifactoria Garona Verda (Les, Lleida), en
termes d’alimentacié i patologia, principalment. Malgrat els coneixements actuals sobre la perca
europea, era important encara resoldre alguns punts importants en el desenvolupament d’aquesta
especie perqué el seu cultiu fos rendible. En aquesta linia, era important conéixer i controlar
aspectes relacionats amb els efectes de I'estrés. Igualment calia coneixer la resposta concreta
d’aquesta espécie a diferents factors estressants habituals en el seu cultiu per poder actuar en

consequiéncia.

3.2. Hipotesis.

La nostra hipotesi de partida fou que I'orada (S.aurata) també expressaria com a minim un
receptor glucocorticoide (GR). Tot i que, en peixos en general, hi ha molta informacié sobre els
efectes de factors externs estressants en la resposta d’alliberacié de cortisol, els processos
moleculars i cel-lulars que regulen aquesta secrecidé encara no es coneixen del tot. El GR seria,

per tant, un element important per a aquests estudis.
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D’igual manera, s6n poc coneguts els mecanismes implicats en la comunicacié entre els
sistemes immune i endocri quan el peix esta exposat a una situacié estressant o en les primeres
fases d’una infeccio. Per aquest motiu, la nostra hipotesi fou que hi ha una comunicacié efectiva
entre els sistemes immune i endocri i per a determinar-la vam desenvolupar diferents models
experimentals d’injeccié de LPS. El coneixement d’aquests mecanismes permetria explicar les
bases de la immunodepressié en peixos, la qual desencadena a llarg termini diferents malalties

que disminueixen la produccié en l'aquicultura.

Finalment, pensavem que, perqué la resposta inflamatoria fos efectiva, calien interaccions
paracrines entre les cél-lules per a mantenir 'homeostasi. Per portar a terme aquesta hipdtesi vam
desenvolupar un model experimental in vitro, el cultiu primari d’hepatocits d’orada. En mamifers es
coneix que aquest tipus cel-lular participa en la resposta inflamatoria i nosaltres preteniem estudiar

la seva implicacié en la resposta immune en peixos.

3.3. Objectius.

Tenint en compte totes aquestes consideracions, els principals objectius que ens

proposavem aconseguir amb el nostre estudi eren:
1) Caracteritzar el receptor glucocorticoide de cortisol (GR) en 'orada (Sparus aurata).
2) Determinar els principals teixits on s’expressa majoritariament el GR en 'orada (S. aurata).

3) Determinar la resposta endocrina d’alliberament de cortisol en 'orada (S. aurata), com a

producte endocri final de I'eix hormonal de I'estrés, després d’una infeccié immune.

4) Determinar les interaccions entre el sistema immune (gens immunes) i I'endocri (GR)

després d’una infeccié immune.

5) Avaluar la resposta immune i endocrina d'un cultiu cel-lular a una situacié estressant

endocrina i immune, respectivament.

6) Establir la resposta fisiologica a diferents factors estressants i el patré de recuperacié de la

perca europea (Perca fluviatilis).
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4. CAPITOL I:

Clonatge del receptor glucocorticoide (GR) en I'orada

(Sparus aurata).



Capitol |

42



Capitol | 43

4.1. INTRODUCCIO.

En mamifers, les hormones corticoesteroidees actuen principalment a través de dos
receptors intracel-lulars especifics: el receptor de tipus | o mineralocorticoide (MR) i el receptor de
tipus Il o glucocorticoide (GR) (Evans 1988). Tots dos s6n membres d’'una superfamilia de
receptors nuclears que actuen com a factors de transcripcié depenents del lligand i comparteixen
una estructura proteica formada per diferents dominis funcionals (Kumar i Thompson 2005;
Schoneveld i col. 2004; Smoak i Cidlowski 2004; DeRijk i col. 2002) (figura 1.1):

= El domini amino terminal (domini A/B) és la regi6 de transactivacid. Inclou el domini
d’activacié AF-1, important en la modulacié de lactivitat transcripcional i en l'associacié del
receptor amb altres factors de transcripcié (Kumar i Thompson 2003). Aquest domini és bastant

variable entre els receptors nuclears.

= El domini central (domini C) d’'uni6 al DNA, DBD (DNA binding domain), esta molt
conservat entre els receptors nuclears. Aquesta regié conté dos anells de Zinc (clusters o
agrupacions de cisteines que coordinen la retencié de dos atoms de Zinc a la proteina), un per
unir-se al DNA, i laltre per dimeritzar amb un altre receptor. Aquests anells permeten
I'estabilitzacio de 'ensamblatge tridimensional de les hélixs i les regions interhelicals, responsables
de les interaccions entre la proteina i els elements de resposta al glucocorticoide (GRE), aixi com

de part de 'homodimeritzacio.

= El domini carboxi terminal (domini E) d’'unié a la hormona, HBD (hormone binding
domain), on també s’uneixen proteines de shock termic (heat shock proteins, hsp). Aquest domini
conté senyals de localitzacié nuclear, aixi com un domini amb funcié d’activacié depenent del
ligand, AF-2 (Kumar i Thompson 1999). Aquesta regié també esta molt conservada entre els

receptors nuclears.

Entre els dos dominis funcionals principals (DBD o C i HBD o E), hi ha una regi6é que fa de

frontissa (domini D) i és on tenen lloc els canvis conformacionals durant la unié al lligand.

En general, tots els receptors d’aquesta familia comparteixen una elevada homologia en la

sequéncia en els dominis d’'unié al DNA i d’'unié a la hormona.

En humans, es van clonar dues isoformes del receptor glucocorticoide: GRa i GRf
(Hollenberg i col. 1985). Les dues formes del GR huma (hGR) es generen per processament
(“splicing”) alternatiu d’un unic gen, format per 9 exons. La isoforma GRa consisteix en 777
aminoacids (aa) (figura 1.1) i presenta activitat transcripcional, mentre la isoforma GRp esta
formada només per 742 aa i no és capag d’activar la transcripcid, de fet, la seva funcié esta en
discussio (DeRijk i col. 2002).
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Figura I.1: Organitzacio estructural de la proteina GRa humana (formada per 777aa). L’extrem amino-terminal (N) conté el

@ Uni6 al DNA

domini d’activacié (AF-1) i la maquinaria basal de transcripcié (BTM). Estan representats els anells de zinc en el domini
d’'unié al DNA. L’extrem carboxi-terminal (C) conté el domini d’'unié a la hormona on s’uneixen proteines de shock térmic
(hsp), glucocorticoides i coactivadors; conté també senyals de localitzacié nuclear (NLS) aixi com el domini amb funcio

d’activacié depenent del lligand (adaptat de Smoak i Cidlowski 2004).

En general, I'estructura del receptor de cortisol en peixos és similar a la dels mamifers.
Malgrat tot, en algunes espécies, s’han trobat 9 aminoacids addicionals (WRARQNTDG) entre els
dos anells de Zinc del domini d’'unié al DNA. Concretament s’han trobat al llobarro, Dicentrarchus
labrax (Terova i col. 2005), al fals halibut de Japd, Paralichthys olivaceus (Tokuda 1998, nombre
d’accés AB013444), a la tilapia, Haplochromis burtoni, al GR2b (Greenwwood i col. 2003) i a la
truita irisada, Oncorhynchus mykiss, al GR1 (Bury i col. 2003; Ducouret i col. 1995) i al GR2, on
només se’n troben 5 aa (Ducouret i col. 1995) (taula 1.1). S’ha comprovat que, en la truita irisada
(O. mykiss), aquests 9 aa addicionals al DBD del GR1 sén deguts a la preséncia d'un exé
addicional i serveixen per a afavorir la uni6 del receptor als elements de resposta al glucocorticoide
(GRE) (Lethimonier i col. 2002).

Un mecanisme important per a l'evolucié dels organismes (Venkatesh 2003) és la
duplicacié de determinats gens (Robinson-Rechavi i col. 2001) o del genoma sencer (Meyer i
Schartl 1999). Els receptors nuclears sén uns bons candidats per a estudiar aquesta hipotesi
perqué estan molt conservats al llarg de I'evolucio, la qual cosa facilita la seva amplificacié en
especies molt diferents, estan distribuits per tot el genoma i permeten la construccioé de filogénies
consistents (Robinson-Rechavi i col. 2001). En el cas del receptor glucocorticoide de cortisol, s’ha
trobat duplicat a dues espécies de peixos teleostis (Greenwood i col 2003; Bury i col. 2003;
Ducouret i col. 1995) (taula I.1).

En peixos, fins fa poc, no hi havia constancia de I'existéncia d’un receptor mineralocorticoide
i es creia que les accions del cortisol es duien a terme per un Unic receptor glucocorticoide.
Experiments recents han demostrat que algunes espécies expressen els dos receptors (MR i GR) i
que tots dos actuen com a receptors de cortisol (Sturm i col. 2005; Greenwood i col. 2003; Sloman
i col. 2001; Colombe i col. 2000). Cal recordar que el cortisol, en peixos, assumeix també les
funcions mineralocorticoidees, perqué no sintetitzen aldosterona. Per tant, amb aquestes

consideracions, les funcions assumides pel cortisol depenen del receptor corticosteroide al qual


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=3123740
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s’'uneixi. Les diferents espécies de peixos on s’ha estudiat el MR soén la truita irisada,
Oncorhynchus mykiss (Sturm i col. 2005; Sloman i col. 2001, Colombe i col. 2000) i la tilapia,

Haplochromis burtoni (Greenwood i col. 2003).

S’ha obtingut la sequéncia sencera del GR al peix zebra, Danio rerio (Ozawa 2006, nombre
d’accés AB218424), al llobarro, Dicentrarchus labrax (Terova i col. 2005), la tilapia, H. burtoni
(Greenwood i col. 2003), la truita irisada, O. mykiss (Bury i col. 2003; Ducouret i col. 1995), el fals
halibut del Japd, Paralichthys olivaceus (Tokuda 1998, AB013444), el peix gat dels canals,
Pimephales promelas (Filby 2005, AY533141), la truita comu, Salmo ftrutta (Terova 2005,
AY863149).

La mida dels receptors de cortisol (GR i MR) en parells de bases (pb) varia en funcié de

I'espécie (taula 1.1):

ESPECIE RECEPTOR | MIDA (pb) REFERENCIA
Danio rerio (peix zebra) GR 2262 pb AB218424 (Ozawa 2006)
2457 pb Terova i col. (2005)

Dicentrarchus labrax (llobarro) GR o
2591 pb AY619996 (Vizzini 2004)
GR1 2620 bp
Haplochromis burtoni (tilapia) GR2 a 3894 pb
Greenwood i col. (2003)
GR2b 3921 pb
MR 3285 bp
GR1 6707 pb
Bury i col. (2003)
) o GR2 2756 pb .
Oncorhynchus mykiss (truita irisada) Ducouret i col. (1995)
MR (A) 3670 pb
Sturm i col. (2005)
MR (B) 3573 pb
Paralichthys olivaceus
) GR 3391 pb AB013444 (Tokuda 1998)
(fals halibut del Japo)
Pimephales promelas
GR 2571pb AY533141 (Filby 2005)
(el peix gat dels canals)
Salmo trutta (truita comu) GR 2265pb AY863149 (Terova 2005)

Taula I.1: Mida dels dos tipus de receptors de cortisol (GR i MR) en parells de bases (pb) clonats en diferents espécies de
peixos: el peix zebra (Danio rerio), el llobarro (Dicentrarchus labrax), la tilapia (Haplochromis burtonis), la truita irisada
(Oncorhynchus mykiss), el fals halibut del Japd (Paralichthys olivaceus), el peix gat dels canals (Pimephales promelas) i la

truita comu (Salmo trutta).

Tenint en compte aquestes consideracions, en aquest treball en concret voliem caracteritzar
el receptor glucocorticoide de cortisol en l'orada (Sparus aurata) i comparar les seves
caracteristiques estructurals respecte altres receptors de cortisol en peixos. Per altra banda també

voliem determinar els teixits on s’expressa majoritariament.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=3123740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=66737264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=57791245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=48256850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=3123740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=66737264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=57791245

Capitol I-experiment 1 46

4.2. EXPERIMENT 1. Caracteritzacié del receptor glucocorticoide (GR) de
cortisol en diferents teixits en I'orada (Sparus aurata). Clonatge del GR

d’orada (primera part).

4.2.1. MATERIALS | METODES.

4.2.1.1. Animals esperimentals. Disseny de I’experiment.

Vam obtenir aproximadament 50 orades sexualment immadures (Sparus aurata) de 152,10
*+ 14,49 g de pes corporal de la piscifactoria Granja Marina del Masnou (Masnou, Barcelona). Un
cop transportades a les instal-lacions de la Universitat Autbnoma de Barcelona es van estabular en
quatre tancs quadrats de fibra de vidre de 300 L de capacitat total per tenir-los a una densitat basal
de 8 kg/m3. Aquests tancs disposen de sistema tancat de circulacié d’aigua que manté un flux
constant a 3000 L/h i estan equipats amb filtres fisics i biologics independents per a neutralitzar els
residus amoniacals generats per I'animal. Els tancs estan parcialment coberts amb xarxes fosques
i sota un fotoperiode constant de 12 h L: 12 h D (comencant a les 7 h). El periode d’aclimatacié va

ser de dues setmanes.

Per fer 'experiment, es van distribuir 40 peixos en dos tancs quadrats de fibra de vidre de

300 L de capacitat total (20 peixos/tanc) i es van deixar aclimatar durant 15 dies més.

Durant el periode d’aclimatacié i durant 'experiment els nivells d’amoni es van mantenir
entre valors de 0,037 a 0,105 mg/L, els nivells de nitrit entre 0,035 i 0,205 mg/L i el rang de pH
entre 7,29 i 8,08. La temperatura de 'aigua va oscillar entre 15-19 °C i la salinitat entre el 39-47%.
Els peixos s’alimentaven cada dos dies amb una dieta comercial (INVE Technologies NV,
Baasrode, Bélgica) aproximadament a una dosi de manteniment de 0,5% del pes corporal/dia, fins
a les 24 h prévies al comengament dels experiments perquée els periodes de menja podrien

interferir en les nostres mesures.

4.2.1.2. Obtencié de mostres.

Passat el temps d’aclimatacié experimental vam utilitzar cinc peixos en total (n=5) per
extreure I'RNA total de diferents teixits: cor, fetge, melsa, intesti, gdbnades, teixit adipds, branquies,

cervell, rony6 anterior (pronefros), ronyd posterior i miscul.

Els peixos es van sacrificar per concusié craneal abans de fer la disseccio per extreure tots
els teixits abans esmentats. Els teixits es congelaren immediatament en nitrogen liquid i

s’emmagatzemaren a -80°C fins el moment de I'extraccié de RNA.
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4.2.1.3. Técniques analitiques.

4.2.1.3. A) Extraccié de RNA.

Les extraccions de RNA total dels diferents teixits es van fer, de manera independent,
utilitzant un meétode de purificacié estandaritzat per la casa comercial (Molecular Center Research,
M.C.R.). El protocol consistia en homogeneitzar els teixits en 1 ml de tri-reagent (M.C.R.) per cada
100 mg de teixit. Després, la fase d’extraccié es va fer amb cloroform (Sigma), es va precipitar
amb isopropanol (Sigma) i es renta el precipitat amb etanol (Scharlau) al 75%. Les mostres es van
dissoldre amb aigua tractada amb DEPC i la concentraci6 es va mesurar i calcular per

espectrofotometria (BiomatewI 3 Series Spectrophotometers, Thermo Spectronic).

Per comprovar l'estat dels RNAs, es van fer electroforesis en gels d’agarosa a I'1% en
tamp6é MOPS i amb el marcador de pes molecular (0,24-9,5 Kb RNA ladder, Invitrogen).

4.2.1.3. B) Reacci6 de RT-PCR.

Vam utilitzar 5 pg de RNA de cadascun dels teixits anteriorment descrits per
retrotranscriure’ls a cDNA segons el protocol de la Transcriptasa Reversa SuperScript |l

(Invitrogen) a una concentracio estoc d’enzim de 200 U/uL, en un volum final de reaccié de 20 pl.

Els productes de la retrotranscripcid es van amplificar per la reaccid en cadena de la
polimerasa, PCR (Minicycler MJ Research) a partir de 2 ul de cDNA de cada teixit. Cada reacci6
de RT-PCR contenia a més del cDNA, 1 ul de cada encebador (10 uM, Bonsai technologies, figura
I.1-1 i taula 1.1-1), 2 pl de clorur de magnesi (Cl,Mg, 50 mM, Biotools), 1 pl de dNTPs (10 mM,
Biotools), 0,5 ul de dTT (1M, Invitrogen) i 2 unitats/ul de Tag DNA polimerasa (Biotools) amb 5pl
del tampé especific per aquest enzim i la reaccié es va ajustar a un volum final de 50 ul amb aigua

tractada amb DEPC. Les condicions de la reaccié de RT-PCR van ser:

5 minuts a 95°C (desnaturalitzacio)
30 segons a 95°C (desnaturalitzacio)

35 cicles 30 segons a 55°C (temperatura d’aparellament dels encebadors)
1 minut a 72°C (extensio)

5 minuts a 72°C (extensio final)

Totes les reaccions tenien un control negatiu (aigua tractada amb DEPC) i un control positiu
(B-actina). Els encebadors utilitzats per aquesta amplificaci6 so6n encebadors degenerats
dissenyats a partir del domini d’'unié a 'hormona (HBD) del receptor glucocorticoide (GR) utilitzats
en altres espécies de peixos, concretament de la tilapia, Haplochromis burtoni (Greenwood i col.
2003), la tilapia de Mogambic, Oreochromis mossambicus (Tagawa i col. 1997) i la truita irisada,

Oncorhynchus mykiss (Ducouret i col. 1995) (figura I.1-1 i taula 1.1-1):
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A/B C D E F PolyA

> <
GR-E Fw GR-E Rv

Figura 1.1-1: Posicié dels encebadors degenerats dissenyats a partir del domini d’unié a I'hormona (E) del receptor
glucocorticoide (GR) utilitzats per a amplificar per RT-PCR el GR de la tilapia (Haplochromis burtoni), la tilapia de Mogambic

(Oreochromis mossambicus) i la truita arco iris (Oncorhynchus mykiss). Fw: forward; Rv: reverse.

Encebadors Composicié de nucleotids T2
GR-E Fw 57- AGTGCTCCTGGCTGTTYCTNATG- 3 62,4°C
GR-E Rv 57— TTTCGGTAATTGGTTGCTGATGAT-3” 57,6°C

Taula I.1-1: Composicio nucleotidica i temperatures d’aparellament especifiques de cadascun dels encebadors utilitzats per
a I'amplificacié per RT-PCR per tal de caracteritzar el receptor glucocorticoide (GR) en I'orada (Sparus aurata). Fw: forward;

Rv: reverse.

Els diferents productes de la reaccié de RT-PCR es van fer correr en un gel d’'agarosa a
I'1% en tampd TAE tenyit amb bromur d’etidi a una concentracié de 0,5 pg/ml (Sigma) i amb el
marcador de DNA de 100 pb (Ready-Load™, Invitrogen).

4.2.1.3. C) Sequenciacié.

Les bandes de melsa, ronyé anterior, cor i fetge aconseguides en aquesta amplificacié es
van tallar del gel d’agarosa i es van purificar els DNAs fent servir un kit comercial (Perfectprep®
Gel Cleanup kit, Eppendorf). Posteriorment, vam clonar independentment els fragments en un
vector plasmidic, pPGEM-T Easy (Promega), transformant cél-lules competents de Escherichia coli
de la soca DH5a. (Invitrogen). Després es va purificar el DNA plasmidic alliberant-lo de les cél-lules
hostes de E. coli (Nucleospin® Plasmad Quickpure,Macherey-Nagel) i els inserts de DNA es van
enviar a sequenciar (Sistemas Genomicos, Valéncia) utilitzant els encebadors universals T7 (5°-
TAATACGACTCACTATAGGG-3") i SP6 (5-ATTTAGGTGACACTATAG-3'). Els fragments

seqlienciats es van analitzar amb un programa informatic (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

per trobar homologia amb altres sequéncies géniques conegudes i comprovar la identitat dels
fragments clonats. Els posteriors alineaments es van crear amb el programa informatic Clustalw

(1,82) Multiple Sequence Alignment a través del EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/clustalw).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw
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4.2.1.3. D) Rastreig de la llibreria (Screening).

El fragment de la reaccio de RT-PCR de rony6 anterior d’aquesta amplificacié es va utilitzar
com a sonda per a rastrejar una llibreria de glandula pituitaria de la mateixa espécie, S.aurata, a la
Universidade do Algarve (Faro, Portugal). Es va fer segons el protocol d’'un kit comercial “cDNA
synthesis kit, Zap-cDNA® synthesis kit, and Zap-cDNA® Gigapack Il Gold cloning Kkit”
(Stratagene):

D. 1. Preparacio de les cél-lules: A partir d’'una colonia aillada d’'una placa de E. coli de la
soca XL-1B-MRF’ resistent a tetraciclina vam fer un cultiu tota la nit (overnigth, o.n) de cél-lules en
10 ml de tampd LB a 37°C amb agitacio. El dia seglient vam centrifugar el cultiu a 3000 r.p.m

durant 5 minuts i es va resuspendre el sediment amb el mateix volum de MgSO, -7H,O 10mM.

D. 2. Dilucié de la genoteca i plaqueig: Vam diluir el banc de glandula pituitaria 10°
vegades en el tampé SM per tenir 50.000 pfu/placa. Es van barrejar 20 pl de la llibreria diluida amb
600 pl de les cel-lules preparades en MgSQO,4-7H,O 10mM i ho vam incubar 15 minuts a 37°C per
permetre que el fag penetrés a les cél-lules. Paral-lelament es van preparar 10 ml/placa de top
agar en tubs falcons de 15 ml a un bany de 49°C i es van col-locar les plaques quadrades de NZY
agar a I'estufa de 37°C per evitar que es formessin grumolls en el moment de plaquejar. Passat el
temps d’incubacié es van barrejar les cél-lules i els fags amb el top agar i es va plaquejar. Es van
deixar creixer durant 7-8 hores a I'estufa de 37°C cap per avall i després es van mantenir a 4°C

fins el dia seguent.

D. 3. “Lifts”: Es van preparar dues membranes de nitrocellulosa per placa. Es va
col-locar la membrana a la placa, s’orienta (fent unes marques) i s’exposa durant dos minuts. Es
va retirar la membrana i es va fer un bany de desnaturalitzacié durant 5 minuts, seguit d’'un bany
de neutralitzacio 5 minuts i d’'un bany amb 6xSSC durant 5 minuts més. A la mateixa placa es
col-loca després una segona membrana en la mateixa orientacié que la primera i s’exposa durant
4 minuts abans de fer els banys. Després, les membranes es col-locaren sobre paper Whatmann i
es van deixar assecar durant 2 hores al forn a 80°C. Vam afegir 1 ul de la sonda que utilitzariem
com un control positiu i 1ul d’aigua DEPC com a control negatiu en membranes de nitrocel-lulosa

que es deixaren assecar al forn directament sense passar per les solucions dels banys.

D.4. Preparacio de la sonda, hibridacié i exposicié: Les membranes es van embolicar
en unes xarxes i es van col-locar dins les botelles d’hibridacié amb solucié d’hibridacié durant 1 h.
Quan havien passat 30 minuts vam preparar la sonda radioactiva. La sonda es va generar a partir
del fragment de ronyé anterior, corresponent al domini d’'unié a la hormona aconseguit amb la
reaccié de RT-PCR. El vam fer monocatenari i el vam barrejar amb un preparat (kit Rediprime Tm
II) que té tots els ANTP excepte el C que esta marcat radioactivament amb p_Es va afegir la
sonda a la solucié d’hibridacié juntament amb tRNA que bloqueja les unions inespecifiques.

Després es deixa hibridant tota la nit a 54°C al forn d’hibridacié.
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D. 5. Rentats i exposicié: El dia seglent es van fer els rentats per arrossegar el DNA que
no estava hibridat amb la sonda. Per fer-los, es va anar disminuint cada vegada la concentracio de
sals de les solucions de rentat: 2xSSC/1%SDS 30 minuts, 1xSSC/1%SDS 30 minuts i
0,1xSSC/1%SDS 30 minuts. Posteriorment, vam col-locar les membranes dins un plastic i vam
posar la bossa amb les membranes dins una cassete amb una pel-licula (a la cambra fosca). Es
van deixar exposar a -80°C durant 2 dies. Va ser necessari fer un rastreig secundari agafant com a
libreria els nuclis (cores) que ens havia donat positiu en el primer rastreig. Es va fer servir el
mateix protocol citat anteriorment per fer el rastreig secundari amb la Unica diferéncia que calia
afegir cloroform per a desfer el nucli. Passat el temps d’exposicio es va revelar la pel-licula i vam
comprovar els positius que es trobaven a les dues membranes. Després es podien localitzar a la

placa perqué estaven marcades les orientacions.

D. 6. Seqiienciacio (del rastreig): Els nuclis (cores) es van escindir de la placa seguint el
protocol d’escisio del kit comercial “cDNA synthesis kit, Zap-cDNA® synthesis kit, and Zap-cDNA®
Gigapack 11l Gold cloning kit” (Stratagene). Després es van dur a sequenciar per primer walking
amb els encebadors universals T3 (5-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3') i T7 (5-
GTAATACGACTCACTATAGGGC-3') (Macrogen Inc.,Seul, Corea del Sur).
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4.2.2. RESULTATS.

S’estudia I'expressié del receptor glucocorticoide de cortisol (GR) de I'orada (Sparus aurata)
en animals controls en diferents teixits: cor, fetge, melsa, pronefros (ronyd anterior), intesti,
gonades, teixit adipos, branquia, cervell, ronyé (posterior) i muscul. La reaccié de RT-PCR ens va
donar un producte de 500 pb, comparat amb el marcador de pes molecular en tots els teixits

analitzats (figura [.1-2).
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Figura 1.1-2: Resultat de la reaccié de RT-PCR realitzada en diferents teixits: cor, fetge, melsa, pronefros (ronyé anterior),
intesti, gdnades, teixit adipos, branquies, cervell, ronyd (posterior) i muscul en animals controls (n=5). Per cada teixit es

mostra el receptor glucocorticoide de cortisol (GR) i el control positiu amb pB-Actina.

La quantificacié relativa dels nivells d’expressio del GR ponderada respecte el control positiu
de B-actina mostra diferéncies entre teixits i suggereix que I'ordre, de major a menor, d’expressio
del GR és: cor, cervell, muscul, branquies, ronyé posterior, melsa, pronefros (HK), gonades, intesti

i fetge (figura 1.1-3).
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Figura 1.1-3: Quantificaci6 relativa per densitometria del GR respecte el seu control amb B-actina en els diferents teixits
analitzats (cor, fetge, melsa, HK (head kidney, pronefros), intesti, gonades, teixit adipos, branquies, cervell, ronyé

(posterior) i muscul en animals controls (n=5).



Capitol I-experiment 1 52

Es van sequenciar les bandes de melsa, pronefros (HK, head kidney), cor i fetge d’aquest

experiment i les vam analitzar amb un programa informatic (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/),

posteriorment. Amb aquest analisi vam trobar que, efectivament, les nostres sequéncies
corresponien a un receptor de cortisol i mostraven elevada homologia (>81%) amb el receptor
glucocorticoide (GR) de peixos perdo també mostraven homologia (>84%) amb el receptor
mineralocorticoide (MR) de les espécies en les que s’ha estudiat. Malgrat aquestes elevades
homologies amb ambdds receptors, si es comparava només el fragment d’orada amb el mateix
fragment dels receptors de cortisol, 'homologia era més elevada amb el GR (dades no
mostrades). Per tant, a partir d’ara anomenarem el receptor de cortisol d’'orada com a receptor

glucocorticoide (GR).

Fent alineaments d’aquestes sequéncies entre si vam comprovar que no hi havia
especificitat de teixits perqué entre elles compartien una elevada similitud, >98% en la sequéncia
nucleotidica (annex 2). Traduint les sequéncies a proteina, la similitud en la seqiiéncia

d’aminoacids també era molt elevada, de >96% (figura 1.1-4 i annex 3).

HK CSWLFLMSFGLGWRSYQQCNGNMLCFAPDLY INEERMKLPYMADQCEQMLK ISSEFVRLQ 60
melsa CSWLXLMSFGLGWRSYQQCNGNMLCFAPDLY INEERMKLPYMADQCEQMLK ISSEFVRLQ 60
cor —--LFLMSFGLGWRSYQQCNGNMLCFAPDLV INEERMKLPYMADQCEQMLK ISSEFVRLQ 57
fetge  ---—- LMSFGLGWRSYQQCNGNMLCFAPDLV INEERMKLPYMADQREQMLK 1 SSEFVRLQ 55
R R e B B R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R e b b R S e R R e b
HK VSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDD IRMSY IKELGKAIVKREENSSQNWQRFYQ 120
melsa  VSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDDIRMSY IKELGKAIVKREENSSQNWQRFYQ 120
cor VSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDD IRMSY I KEPGKA I VKREENSSQNWQRFYQ 117

fetge VSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDD IRMSY IKELGKATVKREENSSQNWQRFYQ 115

AEAEAEAATAAAXTAAATAAAXTAAXAAAAXAAXAXAAAXAXAAXAXAAAXAAA FAAAIAAAIAAAAIAAAXAddh*

HK LTRLLDSMHEMVGGLLSFCFYTFVNKSLSVEFPEMLAEI ISNQ--- 163
melsa LTKLLDSMHEMVGGLLSFCFYTFVNKSLSVEFPEMLAE IXSNQ--- 163
cor LTKLLDSMHEMVGGLLSFCFYTFVNKSLSVEFPEMLAEI ISNQLPK 163

fetge LTKLLDSMHEMVGGLLSFCFYTFVNKSLSVEFPEMLAET ISNQLPK 161

FheAAIAEAAAAAkAAAkAAhkhArhkhkrhkhkrhhkhhhkihhkiihikiikx *%%

Figura I.1-4: Alineament entre les sequéncies d’aminoacids de melsa, rony6 anterior (HK), cor i fetge d’orada. Els nombres

indiquen la longitud dels fragments sequenciatsi els asteriscos la similitut exacta entre ambdues seqléncies.

Vam agafar unicament el fragment ronyé anterior (HK) d'orada (Sparus aurata) per fer
alineaments amb el GR d’algunes espécies tant de peixos com de mamifers. Aixi doncs, per fer
l'alineament es van escollir les sequiéncies de Oncorhynchus mykiss (truita irisada, AAR87479),
Haplochromis burtoni (tilapia, AAM27887), Dicentrarchus labrax (llobarro, AAS48459), Saimiri
sciureus (mico, AAK01303), Homo sapiens (home, U01351), Mus musculus (ratoli, XM_356093),
Rattus norvegicus (rata, NM_013131) (figura 1.1-5).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=40548814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=20563131
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=44889863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=12659339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=458656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=6981207
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DOMINI D”UNIO A LA HORMONA
0.mykiss KSMP-—=—=— === ————— QLTPTMLSLLKAIEPDTIYSGYDGTLPDTSTRIMTTLNRLG 459
H.burtoni KCMP-—=-—— === ——————— QLVPTMLSLLKAIEPDTIYAGYDSTLPDNFTRLMTTLNRLG 569
S.aurata (HK) = ——————
D.labrax RCMP-————=————————— QLVPTMLSVLKAIEPEI1YSGYDSTLPDTSSWLMTTLNRLG 608
S.sciureus ATLP-———— == ——— QLTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSTVPDSTWRIMTTLNMLG 567
H.sapiens ATLP-—————————————— QLTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSSVPDSTWRIMTTLNMLG 568
M.musculus TKEPSVNSALVPQLASITRALTPSPSMILENIEPEIVYAGYDNSKPDTAESLLSTLNRLA 769
R.norvegicus TKEPSVNSALVPQLTSITHALTPSPAMILENIEPETVYAGYDNSKPDTAESLLSTLNRLA 770
O0.mykiss GRQVVSAVKWAKALPGFRNLHLDDQMTLLQCSWLFLMSFGLGWRSYQQCDGNMLCFAPDL 519
H.burtoni GRQVISAVKWAKALPGFRNLHLDDQMTLLQYSWLFLMTFSLGWRSYQQCNGNMLCFAPDL 629
S.aurata (HK) ~ - CSWLFLMSFGLGWRSYQQCNGNMLCFAPDL 30
D. labrax GQQVISAVKWAKSLPGFRNLHLDDQMTLLQCSWLFLMSFSLGWRSYEQCNGSMLCFAPDL 668
S.sciureus GRQVIAAVKWAKAITPGFRNLHLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYRQASSNLLCFAPDL 627
H.sapiens GRQVIAAVKWAKAIPGFRNLHLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYRQSSANLLCFAPDL 628
M.musculus GKQMIQVVKWAKVLPGFKNLPLEDQITLIQYSWMCLSSFALSWRSYKHTNSQFLYFAPDL 829
R.norvegicus AKQMIQVVKWAKVLPGFKNLPLEDQITLIQYSWMCLSSFALSWRSYKHTNSQLLYFAPDL 830
_ - . _ I - **- * -* * **** - _-* KAk kKk
O0.mykiss VINQDRMKLPYMADQCEQMLK I SSEFVRLQVSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFD 579
H.burtoni VINEERMKLPYMTDQFEQMLKICSEFVRLQVSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFD 689
S.aurata (HK) VINEERMKLPYMADQCEQMLK ISSEFVRLQVSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFD 90
D. labrax VINKERMKLPFMTDQCEQMLK ICNEFVRLQVSYDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFD 728
S.sciureus 1 INEQRMTLPCMYDQCKHMLYVSSELHRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKDGLKSQELFD 687
H.sapiens 1 INEQRMTLPCMYDQCKHMLYVSSELHRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKDGLKSQELFD 688
M.muscullus VFNEEKMHQSAMYELCQGMRQISLQFVRLQLTFEEYSIMKVLLLLSTVPKDGLKSQAAFE 889
R.norvegicus VFNEEKMHQSAMYELCQGMRQISLQFVRLQLTFEEYSIMKVLLLLSTVPKDGLKSQAAFE 890
.-*:::* _ * - - * :_ -- ***--_-** ** - *-
0.mykiss EIRMSY IKELGKATVKREENSSQNWQRFYQLTKLLDSMHEMVGGLLDFCFYTFVN-KSLS 638
H.burtoni EIRMSY IKELGKAIVKREENSSQNWQRFYQLTKLLDSMHEMVGGLLSFCFYTFVN-KSLS 748
S.aurata (HK) DIRMSY IKELGKATVKREENSSQNWQRFYQLTRLLDSMHEMVGGLLSFCFYTFVN-KSLS 149
D. labrax EIRMTY IKELGKATVKREENASONWQRFYQLTKLLDSMQEMVESLLQICFYTFVN-KTLS 787
S.sciureus EIRMTY IKELGKATVKREGNSSQNWQRFYQLTKLLDSMHEVVENLLNYCFQTFLD-KTMS 746
H.sapiens EIRMTY IKELGKATVKREGNSSONWQRFYQLTKLLDSMHEVVENLLNYCFQTFLD-KTMS 747
M._musculus EMRTNY IKELRKMVTKCPNSSGQSWQRFYQLTKLLDSMHDLVNDLLEFCFYTFRESQALK 949
R_.norvegicus EMRTNYIKELRKMVTKCPNSSGQSWQRFYQLTKLLDSMHDLVSDLLEFCFYTFRESQALK 950

- -* ***** K- * - -k ** **k Kk -

0.mykiss VEFPEMLAE I I SNQLPKFKAGSVKPLLFHQK 669
H.burtoni VEFPKMLAE I I SNQLPKFKAGSVKPLLFHQR 779
S.aurata (HK) VEFPEMLAEIISNQ---————==———————— 163
D. labrax VEFPEMLAEI ITNQIPKFKDGSVKPLLFHQK 818
S.sciureus I1EFPEMLAET ITNQLPKYSNGN IKKLLFHQK 777
H.sapiens I1EFPEMLAET ITNQIPKYSNGNIKKLLFHQK 778

M._.musculus
R.norvegicus

VEFPAMLVEI I SDQLPKVESGNAKPLYFHRK 980
VEFPAMLVE I I TDQLPKVESGNAKPLYFHRK 981

=kkk Kk Fkhkk--%

Figura 1.1-5: Alineament, entre les sequéncies d’aminoacids del nostre fragment de GR de rony6 anterior (HK) d’orada (Sparus
aurata) corresponent al domini d’'unié a la hormona amb el mateix fragment del GR de truita irisada (Oncorhynchus mykiss), tilapia
(Haplochromis burtoni), llobarro (Dicentrarchus labrax), mico (Saimiri sciureus), home (Homo sapiens), ratoli (Mus musculus) i rata

(Rattus norvegicus).
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Vam trobar que la nostra sequiéncia correspon precisament al domini d’unié a la hormona
(HBD) del GR (figures 1.1-5 i 1.1-6) i mostrava elevada homologia amb la mateixa regié de GR de
les espécies amb les que es va comparar (taula 1.1-2).

500 pb
—

A/B C D | E |[F PolyA

Figura 1.1-6.: Representacié esquematica del fragment de ronyé anterior d’orada (Sparus aurata) amplificat per RT-PCR

corresponent al domini d’'unié a la hormona (E) del receptor glucocorticoide (GR).

Espécie vs Sparus aurata Score (%)
Oncorhynchus mykiss 96,32
Haplochromis burtoni 94,48
Dicentrarchus labrax 87,73

Saimiri sciureus 74,23
Homo sapiens 74,23
Mus musculus 60,74

Rattus norvegicus 60,12

Taula 1.1-2: Percentatge d’homologia entre el nostre fragment de receptor de glucocorticoides (GR) de ronyé anterior (HK)
d’'orada (Sparus aurata) i la seqliéncia del GR de Oncorhynchus mykiss (truita irisada), Haplochromis burtoni (tilapia),
Dicentrarchus labrax (llobarro), Saimiri sciureus (mico), Homo sapiens (home), Mus musculus (ratoli), Rattus norvegicus
(rata).

El rastreig de la llibreria de cDNA de glandula pituitaria d’'orada va donar resultats positius
després de dues rondes consecutives. Es van localitzar i seqliienciar 10 d’aquests clons i vam
comprovar que tots corresponien a la mateixa sequéncia. La sequenciacié d'un d’aquests clons
(clon 1) ens va donar dos fragments de GR no solapants de 717 i 886 pb respectivament, que

sumaven 1603 pb. El segon fragment contenia la cua de poliadenilacio (figures 1.1-7 i annex 4):

A/B C D E F PolyA
- CLON 1 -

— —

Extrem 5’ (717 pb) Extrem 3’ (886pb)

Figura 1.1-7: Representacié esquematica de la posicié dels fragments sequenciats del clon de receptor glucocorticoide

(GR) d’orada (Sparus aurata) obtingut amb el rastreig de la llibreria de cDNA de glandula pituitaria d’orada (Sparus aurata).
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4.2.3. DISCUSSIO.

Donat que els peixos no sintetitzen aldosterona, principal mineralocorticoide en mamifers,
el cortisol és el principal corticosteroide. Per tant, assumeix i desencadena tant les respostes

glucocorticoidees com les respostes mineralocorticoidees.

En el moment de comencgar I'estudi es creia que, en teleostis, les diferents accions del
cortisol es duien a terme per un unic receptor de tipus Il o glucocorticoide (GR). Estudis recents
han demostrat que, almenys dues espécies de peixos, expressen també el receptor de tipus | o
mineralocorticoide (MR) (Sturm i col. 2005; Greenwood i col. 2003; Sloman i col. 2001; Colombe i
col. 2000) i que ambdéds receptors competeixen per la unié amb el cortisol. De tota manera, els
estudis amb el MR s6n molt preliminars perque, malgrat s’ha identificat la seva existéncia, es
desconeixen encara els mecanismes implicats en les funcions que desenvolupa. Per aquest motiu,
juntament amb el fet que, fins el moment, no s’havia intentat clonar el receptor de cortisol en
l'orada (Sparus aurata), vam centrar el nostre estudi en clonar el GR en aquesta espécie i
determinar la seva expressié en diferents teixits. La reaccié de RT-PCR ens va donar un producte
en tots els teixits analitzats i es va identificar com a receptor de cortisol analitzant-los amb els
receptors glucocorticoide i mineralocorticoide d’altres espécies de peixos (Sturm i col. 2005;
Terova i col. 2005; Bury i col. 2003; Greenwood i col. 2003; Ducouret i col. 1995; Tokuda n°® accés
AB013444). Com hem assenyalat préviament, fins el moment, només s’havia determinat
I'existencia del MR a la truita irisada (O. mykiss) (Sturm i col. 2005) i a la tilapia (H. burtoni)
(Greenwood i col. 2003) i com que, a més, els nostres fragments mostraven major homologia amb
el GR, vam suposar que el receptor de cortisol que nosaltres haviem trobat corresponia, més

probablement, al receptor glucocorticoide d’orada.

Tot i que es va trobar el GR expressat a tots els teixits, la quantificacio relativa dels nivells
d’expressié del GR ponderada respecte el control positiu mostrava diferéncies d’expressié entre
teixits. Es interessant el fet de trobar nivells d’expressié del GR més elevats en drgans claus pels
teleostis: el cor i el muscul (importants per afrontar una situacié d’alarma o estres), el cervell
(organitzador de respostes homeostatiques), el ronyd posterior (drgan amb funcions de filtracio,
osmoregulacié i excrecid) o la branquia (regulador respiratori i osmotic, i barrera externa enfront

patdgens externs).

Aquestes diferéncies en I'expressio del GR en funcié del teixit que nosaltres vam trobar en
aquest estudi concorden amb estudis previs. Aixi, la tilapia (H. burtoni), que expressa més d’'un
receptor, mostra una distribucié diferencial de cadascun dels diferents receptors en funcié del teixit
(Greenwood i col. 2003). Per exemple, el MR és dominant a cervell; a la majoria de teixits el GR2
esta més expressat que el GR1, amb valors més elevats a cor, fetge i melsa; en canvi, a rony6
anterior I'expressio és baixa per tots tres receptors, mentre que a les branquies s’expressen d’'una

manera equitativa. A la tilapia de Mogambic (Oreochromis mossambicus) (Tagawa i col. 1997)
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I'expressié del GR1 és elevada a les cél-lules sanguinies, a les branquies i a la melsa, moderada a

cervell, cor i muscul i debil a fetge.

La finalitat d’aquest experiment amb el receptor glucocorticoide de cortisol de 'orada (S.
aurata) era, en primer lloc, caracteritzar-lo, i després, identificar si estava present o no en els
diferents teixits de I'orada. En definitiva, preteniem donar una informacié més aviat qualitativa, més
que comparar quantitativament els nivells d’expressié del receptor respecte el gen control. No
obstant, seria interessant estudiar la resposta en I'expressid del GR en diferents teixits en diferents
situacions estressants per a descobrir on esta actuant la hormona un cop alliberada i quins sén els

principals teixits implicats en relacié a I'estrés aplicat.

El fragment de GR d'orada (S. aurata) que hem aconseguit amb aquest experiment
correspon al domini d’'unié a la hormona (HBD o E), regié molt conservada entre els receptors
nuclears. Aquesta homologia es manté entre espécies molt separades evolutivament, ja que entre
el GR dorada i 'huma, per exemple, trobem un 74,23% d’homologia en les seqiéncies
d’aminoacids (taula 1.1-2). L’homologia en aquesta regié6 augmenta quan la comparem amb
especies de peixos, 87,73% amb el llobarro (D. labrax), 94,59% amb la tilapia (H. burtoni) o
96,32% amb la truita irisada (O. mykiss). Aquesta primera aproximacié amb el GR de l'orada ens

indicava la importancia evolutiva de conservar aquest domini funcional en I'estructura del receptor.

Amb el rastreig de la llibreria de glandula pituitaria d’orada vam aconseguir un clon del
receptor glucocorticoide d’aproximadament 2,5 Kb, que corresponia majoritariament a I'extrem
3'UTR. Si tenim en compte que calia sumar encara la regié codificant i que, a més, en altres
espécies de teleostis, la proteina fa entre 758 aa (2274 pb) i 818 aa (2454 pb) (GR1 d’O. mykiss i
D. labrax, respectivament) (Terova 2005 AY549305; Bury i col. 2003; Greenwood i col. 2003;
Tokuda 1998 n° accés AB013444; Tagawa i col. 1997; Ducouret i col 1995), la mida del GR de

I'orada podria ser bastant gran.

Finalment, donat que teniem la cua de poliadenilacié a I'extrem 3’, calia dirigir la nostra
investigacio en aconseguir la sequéncia sencera cap a I'extrem 5’, fent RT-PCRs amb encebadors

especifics (experiment 2).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=44889862
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=3123740
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4.3. EXPERIMENT 2: Clonatge del receptor glucocorticoide (GR) d’orada

(Sparus aurata) (segona part).

4.3.1. MATERIALS | METODES.

4.3.1.1. Animals esperimentals. Disseny de I’experiment.

Per realitzar I'estudi vam obtenir aproximadament 230 orades sexualment immadures
(Sparus aurata) de 65,55 + 3,22 g de pes corporal de la piscifactoria Granja Marina del Masnou
(Masnou, Barcelona). Els peixos es van transportar fins les instal-lacions de la Universitat
Autdnoma de Barcelona on es van estabular a una densitat de manteniment de 8 kg/m3 en dos
tancs circulars de fibra de vidre. Aquests tancs tenen una capacitat total de 1000 L i el sistema
tancat de circulacié d’aigua manté un flux constant a 3000 L/h; a més, estan equipats amb filtres
fisics i bioldgics independents que neutralitzen els residus amoniacals generats pel propi
metabolisme de l'animal. Els tancs estan parcialment coberts amb xarxes fosques i sota un
fotoperiode constant de 12 h L: 12 h D (comencant a les 7 h). Es van mantenir en aquestes

condicions d’aclimatacio durant dues setmanes.

Posteriorment, es van distribuir 40 peixos en quatre tancs experimentals circulars de fibra de
vidre de 600 L (10 peixos/tanc) mantenint una densitat d’aclimatacié no estressant de 6 kg/m®
durant dues setmanes més. Cada tanc estava equipat amb bombes submergibles (SP-6600, Xina)
que mantenen el sistema de circulacié d’aigua tancat, fent passar l'aigua a un flux constant de
2800 L/h a través d’'un biofiltre que també conté bacteris nitrificants per neutralitzar els efectes
toxics dels residus amoniacals. Aquests tancs experimentals també estaven parcialment coberts

amb xarxes fosques i es va mantenir el mateix fotoperiode de 12 h L: 12 h D.

Passat el temps d’adaptacié, es va aplicar un estrés agut en els animals de dos tancs
injectant intraperironealment (i.p.) 400ul d’endotoxina (LPS d’Escherichia coli O26:B6, Sigma) a
una concentracié de 8 mg/kg (condicions de reconstitucié al capitol Il, experiment 1). Els animals
dels altres dos tancs van servir com a control, injectant també intraperitonealment, el mateix volum
de solucié salina estéril. Els temps de mostreig per I'extraccié de mostres en aquest estudi van ser
2 i 6 hores pels animal control i 6, 12, 24 i 72 hores pels animals estressats amb LPS.

Durant el periode d’aclimatacié i durant 'experiment els nivells d’'amoni es van mantenir
entre valors de 0,001 a 0,137 mg/L, els nivells de nitrit entre 0,013 i 0,163 mg/L i el rang de pH
entre 7,62 i 7,80. El rang de la temperatura de I'aigua va oscil.lar entre 16-19 °C i la salinitat entre
el 35-38%o . Els peixos s’alimentaven cada dos dies amb una dieta comercial (INVE Technologies
NV, Baasrode, Bélgica) aproximadament a una dosi de manteniment de 0,5% del pes corporal/dia,
fins a les 24 h prévies al comengament dels experiments perqué els periodes de menja podrien

interferir en les nostres mesures.
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4.3.1.2. Obtencié de mostres.

Vam utilitzar quatre peixos per grup i mostreig (n=4) per extreure’ls-hi els teixits escollits:

cervell, branquies, rony6 anterior, melsa, fetge i intesti (anterior i posterior).

Els peixos es van anestesiar amb 2-fenoxietanol (Sigma) a una concentracié no letal (0,75
ml/L) en el moment de fer la injeccié intraperitoneal de LPS o de solucio salina i es van sacrificar
per concusié craneal abans de comencar la disseccio dels teixits corresponents. Un cop extrets els
teixits, es congelaren immediatament en nitrogen liquid i s’emmagatzemaren a -80°C fins el

moment de I'extraccié de RNA.

4.3.1.3. Técniques analitiques.

4.3.1.3. A) Extraccié de RNA.

Les extraccions de RNA total dels diferents teixits es van fer, de manera independent,
utilitzant un métode de purificacié estandaritzat per la casa comercial (Molecular Center Research,
M.C.R.). El protocol consisteix en homogeneitzar els teixits en 1 ml de tri-reagent (M.C.R.) per
cada 100 mg de teixit. Després, la fase d’extraccié es va fer amb cloroform (Sigma), es va
precipitar amb isopropanol (Sigma) i es renta el precipitat amb etanol (Scharlau) al 75%. Les
mostres es van dissoldre amb aigua tractada amb DEPC i la concentracié es va mesurar i calcular

per espectrofotometria (BiomateT"’I 3 Series Spectrophotometers, Thermo Spectronic).

Per comprovar l'estat dels RNAs, es van fer electroforesis en gels d’agarosa a I'1% en
tampd MOPS i amb el marcador de pes molecular (0,24-9,5 Kb RNA ladder, Invitrogen).

4.3.1.3. B) Reaccions de RT-PCR.

B.1. La sequenciacio del clon rastrejat amb la llibreria de glandula pituitaria (experiment 1, apartat
4.2) ens va permetre dissenyar una parella d’encebadors especifics (figura 1.2-1) per a obtenir la
sequiencia entre els dos fragments del clon sequlenciats i aconseguir aixi la seqiiencia completa

del clon rastrejat.

Per aquesta reaccié de PCR vam utilitzar 5 ung de RNA de cervell d’animals estimulats per
injeccio intraperitoneal amb 8 mg/kg de LPS 12 hores després de la infeccio i de melsa d’animals
controls 6 hores després de la injeccid salina, per retrotranscriure’ls a cDNA segons el protocol de
la Transcriptasa Reversa SuperScript Il (Invitrogen) a una concentracié estoc d’enzim de 200 U/uL

en un volum final de reacci6 de 20 pl.

Els productes de la retrotranscripcio es van amplificar per RT-PCR (Minicycler MJ Research)
a partir de 2 ul de cDNA del teixit. Cada reaccié de PCR contenia a més del cDNA, 1 ul de cada

encebador (10 uM, Bonsai technologies, figura 1.2-1 i taula 1.2-1), 2 pl de clorur de magnesi (Cl,Mg,
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50 mM, Biotools), 1 ul de dNTPs (10 mM, Biotools), 0,5 ul de dTT (1M, Invitrogen) i 2 unitats/ul de
Taq DNA polimerasa (Biotools) amb 5ul del tampo especific per aquest enzim i la reaccié es va
ajustar a un volum final de 50 ul amb aigua tractada amb DEPC. Les condicions de la reaccié de

PCR van ser les mateixes que per 'amplificacié anterior:

5 minuts a 95°C (desnaturalitzacio)
30 segons a 95°C (desnaturalitzacio)

35 cicles 30 segons a 55°C (temperatura d’aparellament dels encebadors)
1 minut a 72°C (extensio)

5 minuts a 72°C (extensio final)

A/B C D E F PolyA

> <
GR-Frag Fw GR- Frag Rv

Figura 1.2-1: Posici6 dels encebadors especifics dissenyats a partir del clon rastrejat amb la llibreria de cDNA de pituitaria
d’orada (experiment 1, apartat 4.2), per tal de completar la sequiiéncia del clon de receptor glucocorticoide. Fw: forward; Rv:

reverse.

Totes les reaccions tenien un control negatiu (aigua tractada amb DEPC) i un control positiu
(B-actina). Les temperatures d’aparellament eren especifiques per a cada parella d’encebadors
(taula 1.2-1):

Encebadors Composicioé de nucleétids T2
GR-frag Fw 57-GTTTGTTGGCTCTGAATGTCTCG-3” 60,6°C
GR-frag Rv 57 -GGAACTCTAAAGATGTTGCGATAACG-3~ 61,6°C

Taula 1.2-1: Composicié nucleotidica i temperatures d’aparellament especifiques dels encebadors utilitzats per RT-PCR
per completar la seqlenciacié del clon receptor glucocorticoide (GR) de I'orada (Sparus aurata) rastrejat amb la llibreria de

cDNA de pituitaria de la mateixa espécie. Fw: forward; Rv: reverse.
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B.2. Posteriorment, vam dissenyar un altre encebador al domini d’unié al DNA (C) i juntament amb
el primer encebador revers degenerat utilitzat a I'experiment 1 (GRE-Rv) corresponent al domini
d’uni6 a la hormona (E), vam intentar obtenir un tros més de sequéncia del GR (figures 1.1-1 i 1.2-2,
taules 1.1-1 i 1.2-2). Vam utilitzar 5 ng de RNA de cervell i ronyd anterior d’animals control
mostrejats 6 hores després de la injeccio salina per retrotranscriure’ls a cDNA segons el protocol
de la Transcriptasa Reversa SuperScript Il (Invitrogen) a una concentracié estoc d’enzim de 200

U/uL en un volum final de reacci6 de 20 pl.

Els productes de la retrotranscripcio es van amplificar per RT-PCR (Minicycler MJ Research)
a partir de 2 pl de cDNA del teixit. Cada reaccié de PCR contenia a més del cDNA, 1 pul de cada
encebador (10 uM, figura I. 2-2 i taula 1.2-2), 2 ul de clorur de magnesi (Cl,Mg, 50 mM), 1 ul de
dNTPs (10 mM), 0,5 ul de dTT (1M) i 2 unitats/ul de Taqg DNA polimerasa (Biotools) amb 5ul del
tampd especific per aquest enzim i la reaccié es va ajustar a un volum final de 50 pul amb aigua
tractada amb DEPC. Les condicions de la reacci6 de PCR van ser les mateixes que per

I'amplificacid anterior excepte en la temperatura d’aparellament dels encebadors:

5 minuts a 95°C (desnaturalitzacio)
30 segons a 95°C (desnaturalitzacio)

35 cicles 30 segons a 53°C (temperatura d’aparellament dels encebadors)
1 minut a 72°C (extensio)

5 minuts a 72°C (extensio final)

A/B c |b| E PolyA
> <
GR-2DBD Fw GR-E Rv

Figura 1.2-2: Posicié de I'encebador especific dissenyat al domini d’unié al DNA (C) i I'encebador degenerat dissenyat al

domini d’unié a la hormona (E). Fw: forward; Rv: reverse.

Totes les reaccions tenien un control negatiu (aigua tractada amb DEPC) i un control positiu
(B-actina). Les temperatures d’aparellament eren especifiques per a cada parella d’encebadors
(figura .2-2 i taula 1.2-2).

Encebadors Composicio de nucleotids T?
GR-2 DBD Fw 57 -GCTGCAAGGTGTTCTTCAAGAG-3~ 60,3°C
GR-E Rv 57 -TTTCGGTAATTGGTTGCTGATGAT-3~ 57,6°C

Taula 1.2-2: Composicié nucleotidica i temperatures d’aparellament dels encebadors utilitzats per la reaccié de RT-PCR per
obtenir la seqliéncia entre el domini d’'uni6é al DNA (C) i el domini d’uni6 a la hormona (E) del receptor glucocorticoide (GR)

de I'orada (Sparus aurata). Fw: forward; Rv: reverse.
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B.3. Finalment, vam dissenyar un encebador degenerat a l'inici de la regié codificant, és a dir, a la
primera Metionina, i juntament amb el primer encebador degenerat utilitzat a I'experiment 1 (GRE-
Rv) vam intentar obtenir la seqliencia completa del GR, si més no la regié codificant. En aquest
estudi, va ser necessari fer servir posteriorment un encebador més intern (dues PCRs) (figures |.2-
2i1.2-3, taules 1.2-2 i 1.2-3).

En aquest cas, a partir de RNA de fetge (0,92 mg) d’animals controls vam purificar poliA
(Promega) i el vam retrotranscriure a cDNA segons el protocol de la Transcriptasa Reversa
SuperScript Il (Invitrogen) a una concentracié estoc d’enzim de 200 U/uL en un volum final de

reaccio de 20 pl.

El producte de la retrotranscripcié es va amplificar per RT-PCR (Minicycler MJ Research) a
partir de 2 ul de cDNA del teixit. Cada reaccié6 de PCR contenia 2 ul de cDNA, 1 ul de cada
encebador (10 uM, figura 1.2-3 i taula 1.2-3, GRE-Rv), 2 ul de clorur de magnesi (Cl,Mg, 50 mM), 1
ul de dNTPs (10 mM), 0,5 ul de dTT (1M) i 2 unitats/ul de Tag DNA polimerasa (Biotools) amb 5l
del tamp6 especific per aquest enzim i la reaccio es va ajustar a un volum final de 50 ul amb aigua
tractada amb DEPC. Les condicions de la reaccié de PCR van ser diferents a les anteriors en la

temperatura i en el temps d’extensio:

5 minuts a 95°C (desnaturalitzacio)
30 segons a 95°C (desnaturalitzacio)

35 cicles 30 segons a 52°C (temperatura d’aparellament dels encebadors)
4 minuts a 72°C (extensio)

5 minuts a 72°C (extensio final)

Sobre el producte d’aquesta amplificacid6 es va fer una segona amplificaci6 amb un

encebador més intern (2DBD Ry, figura |.2-3 i taula 1.2-3) i les segients condicions d’amplificacio:

5 minuts a 95°C (desnaturalitzacio)
30 segons a 95°C (desnaturalitzacio)

35 cicles 30 segons a 53°C (temperatura d’aparellament dels encebadors)
3 minuts a 72°C (extensio)

5 minuts a 72°C (extensio final)

Totes les reaccions tenien un control negatiu (aigua tractada amb DEPC) i un control positiu
(B-actina). Les temperatures d’aparellament eren especifiques per a cada parella d’encebadors
(figura 1.2-3 i taula 1.2-3).
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4‘ A/B | C |D| E |FI PolyA

> < <
GR-CDF Fw GR-2DBD Rv GR-E Rv

Figura 1.2-3: Posicié de I'encebador degenerat dissenyat a la regié codificant (A/B) i dels encebadors especifics dissenyats

als dominis d’'uni6 al DNA (C) i a la hormona (E). Fw: forward; Rv: reverse.

Encebadors Composicio de nucleotids T
GR-CDF Fw 57 -ATGGATCMRGGTGGACTGAAR-3” 58,8 °C
GR- 2 DBD Rv 57 -CTCTTGAAGAACACCTTGCAGC-3~ 60,3°C
GR-E Rv 5”-TTTCGGTAATTGGTTGCTGATGAT-3~ 57,6°C

Taula 1.2-3: Composicid nucleotidica i temperatures d’aparellament especifiques dels encebadors utilitzats per la reaccié

de RT-PCR per a obtenir la seqliéncia codificant sencera del GR de I'orada (Sparus aurata). Fw: forward; Rv: reverse.

Els productes de les diferents reaccions de RT-PCR es van fer cérrer en un gel d’agarosa a
I'1% en tampd6 TAE tenyit amb bromur d’etidi a una concentracié de 0,5 ug/ml (Sigma) i amb el
marcador de DNA de 1 Kb (Ready-Load™, Invitrogen).

4.3.1.3. C) Seqlenciacid.

Les bandes amplificades aconseguides de cervell (B.1.), de rony6 anterior (B.2.) i de fetge
(B.3.) es van tallar del gel d’agarosa i es van purificar els DNAs fent servir un kit (Perfectprep® Gel
Cleanup kit, Eppendorf). Posteriorment, vam clonar independentment els fragments en un vector
plasmidic, pGEM-T Easy (Promega), transformant cél-lules competents de E.coli de la soca DH5a
(Invitrogen). Després es va purificar el DNA plasmidic alliberant-lo de les cel-lules hostes de E. coli
(Nucleospin® Plasmad Quickpure,Macherey-Nagel) i els inserts de DNA es van seqiienciar
(Sistemas  Gendmicos, Valéncia) utilitzant els encebadors universals T7 (5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3") i SP6 (5-ATTTAGGTGACACTATAG-3').

Els fragments seqienciats de cervell, de rony6 i de fetge es van analitzar per trobar
homologia amb altres sequéncies géniques conegudes i comprovar la identitat dels fragments

clonats (http://www.ncbi.nIm.nih.qgov/BLAST/). Els posteriors alineaments i els arbres filogenétics

es van crear amb el Clustalw (1,82) Multiple Sequence Alignment a través del EMBL-EBI

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw) i els arbres filogenétics amb els programes ClustalX 1,83 i freeview

(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
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4.3.1.3. D) Northern blot analisi.

El producte de ronyé anterior (B.2.) del receptor glucocorticoide de I'orada (sbGR) es va
clonar en un vector pGEM-T Easy, com hem descrit préviament (apartat C). Posteriorment, aquest
producte es va marcar per RT-PCR amb biotina amb un kit comercial (detector PCR DNA

biotinylation kit, KPL) per fer servir com a sonda per a I'assaig del northern.

El RNA total (10 ug) de ronyé anterior (HK, head kidney), cor (Ht, heart) i intesti (I) de
'experiment 1 es van fer cérrer en un gel de formaldehid/ agarosa a I'1%, es va transferir a una
membrana de nilé (nylon, Schleicher & Schuell) tota la nit i es a fixar amb un “crosslinker’. El
tampod d’hibridacié es va desnaturalitzar amb timus de vedella (a una concentracié de 0,1 mg/ml) a
42°C durant 3 hores abans d’afegir la sonda. Vam utilitzar 35 ul de la sonda de sbGR (984 pb), o
20 ul de la sonda usada com a control positiu de sb18S (300 pb). EI cDNA marcat amb biotina, es
va desnaturalitzar préviament a 95°C durant 10 minuts i la membrana es va hibridar tota la nit a
42°C. Es van fer dos rentats de 30 minuts a temperatura ambient amb 2X SSPE/0,5% SDS, dos
rentats de 30 minuts a 55°C amb 0,2X SSPE/0,5% SDS i un rentat de 5 minuts a temperatura
ambient amb 1X SSPE. EIl protocol de deteccié del northern consistia en: rentar el filtre amb
solucié bloquejant del detector (detector block solution, KPL) a temperatura ambient durant 45
minuts, rentar-lo amb solucié estreptavidina fosfatasa marcada (phosphatase-labeled Streptavidin,
AP-SA, KPL) a temperatura ambient durant 30 minuts, fer 3 rentats de 5 minuts amb soluci6 de
rentat de fosfatasa (phosphatase wash solution, KPL) a temperatura ambient, fer dos rentats de 2
minuts amb tampo6 d’assaig fosfatasa (phosphatase assay buffer, KPL) a temperatura ambient i per
Ultim, incubar-lo 5 minuts a temperatura ambient amb substrat quimioluminiscent CDP-Star.

Finalment, vam revelar el filtre manualment.
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4.3.2. RESULTATS.

La sequenciacio del clon rastrejat amb la llibreria de cDNA de glandula pituitaria d’orada ens
va donar dos fragments corresponents als extrems 5’ i 3’ del clon (figures 1.1-7 i 1.1-8, experiment
1). El clon obtingut amb el rastreig de la llibreria es va comprovar que feia aproximadament 2,5 kb,
per tant, sabiem que entre els fragments sequenciats quedava un tros per sequenciar
d’aproximadament 1 kb.

L’amplificacié (B.1.) ens va donar un fragment de 1061 pb que se solapava 54 pb amb
'extrem 3’ del producte 5’GR-clon 1 (717 pb) i 49 pb amb I'extrem 5’ del producte 3'GR-clon 1 (886
pb). Per tant, fent construccié per contig, la sequéncia completa del clon rastrejat amb la llibreria
(clon 1) feia 2561 pb, de les quals 2233 pb corresponien a I'extrem 3’-UTR (figura 1.2-4, annex 5).

A/B C D E F PolyA
—> >
717 pb 1061pb 886pb

»
»

CLON 1 (2561 pb)

Figura 1.2-4: Representaci6é esquematica del clon 1 (2561 pb) obtingut amb el rastreig de la llibreria de cDNA de pituitaria
d’'orada (Sparus aurata). La seqliiéncia dels extrems del clon es van obtenir directament i el fragment entre ells per RT-
PCR.

La segona amplificacié d’aquest experiment (B.2.) ens va donar un fragment de 974 pb (clon
2, figura 1.2-5, annex 5), que corresponen a una part del Domini d’Unié al DNA i al Domini d’'Uni6 a
la Hormona (C i E, respectivament). Aquest clon se solapava, per I'extrem carboxiterminal, amb el

clon 1 (figura 1.2-5):

CLON 1 (2561 pb)

a
v

Figura 1.2-5: Representacié esquematica dels clon 2 (974 pb), obtingut per RT-PCR, i el clon 1 (2561 pb), del rastreig de la
llibreria de glandula pituitaria d’'orada (Sparus aurata). Corresponen a una part del domini d’'unié al DNA (C) i al domini

d’uni6 a la hormona (E).
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La darrera amplificacié (B.3) ens va donar un fragment de 1358 pb que correspon a l'inici de

la regi6 codificant i solapava, per I'extrem carboxiterminal amb el clon 2 (figura 1.2-6, annex 5).

CLON 3 (1358 pb)

< »

& n
< »
P »

(9;4 pb) CLON 1 (2561 pb)

Figura 1.2-6: Representacié esquematica del clon 3 (1358 pb), obtingut per RT-PCR. També es representen els clon 2 (974

pb) i clon 1 (2561 pb) trobats amb ampliacions anteriors.

Fent construccid per contig dels tres clons sequienciats, la sequéncia obtinguda del receptor
glucocorticoide de I'orada feia 4586 pb, des de la primera metionina fins la cua de poliA (annex 5).
La regi6 codificant constava de 2352 pb i 'extrem 3'UTR de 2234 pb comengant en el nucleotid
2353 d’aquesta seqliéncia. La senyal de poliadenilacié (AAUAAA) comengava en el nucleotid 4530
de la nostra sequéncia d’orada i 33 nucleotids després es trobava la cua de poliA. Es traduia en
una proteina de 784 aa (nombre d’accés DQ486890, annex 6) amb un pes molecular predit de 86
kilodaltons (kDa).

Per acabar de confirmar que el receptor corticosteroide trobat en I'orada era glucocorticoide
i no mineralocorticoide es va comparar amb els diferents receptors corticosteroides trobats en
peixos. El receptor trobat en I'orada s’agrupava amb el grup de receptor glucocorticoide de cortisol
(figura 1.2-7).

P. marinus

H.burtoni MR

O.mykiss A Figura 1.2-7: Cladograma dels receptors de

O.mykiss B cortisol, glucocorticoide (GR) i
mineralocorticoide  (MR), de diferents

S. aurata GR espécies de peixos: Petromyzon marinus

O. mykiss 2 (lamprea marina), Haplochromis  burtoni

D. rerio (tilapia), = Oncorhynchus  mykiss (truita

P. promelas irisada), Sparus aurata (orada), Danio rerio

. (peix zebra), Pimephales promelas (peix gat

O. mykiss 1 . ;
dels canals), Salmo ftrutta (truita comu),

S. trutta Dicentrarchus labrax (llobarro) i Paralichthys

D. labrax olivaceus (fals halibut de Japo).

P. olivaceus

H.burtoni 2a

H.burtoni 2b
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L’alineament de la sequéncia d’aminoacids (aa) de la proteina de GR d’orada amb el mateix
receptor d’altres espécies de peixos i altres vertebrats superiors mostrava elevada homologia en el
domini d’'uni6 al DNA, DBD (=92%, annex 7). La sequéncia del GR d’orada feia 69 aa, i es podien
identificar clarament els dos anells de Zinc (33 i 36 aa, respectivament). En I'orada perd, no es
troben els 9 aa addicionals (WRARQNTDG) entre els dos anells de Zinc del DBD trobats en quatre
especies de peixos, concretament a: llobarro, Dicentrarchus labrax (Terova i col. 2005), fals halibut
de Japd, Paralichthys olivaceus (Tokuda 1998, AB013444), GR2b de tilapia, Haplochromis burtoni,
(Greenwwod i col. 2003) i al GR1 de truita irisada, Oncorhynchus mykiss (Ducouret i col. 1995) ni
els 5 aa extres del GR2 de O.mykiss (Bury i col. 2003).

L’alineament de la sequiéncia d’aminoacids de la proteina de GR d’orada amb el mateix
receptor daltres espécies de peixos i altres vertebrats superiors també mostrava elevada
homologia en el domini d’uni6é a la hormona, HBD (> 89% amb peixos, essent més baix amb el
peix primitiu, i >69% amb aus, anfibis o mamifers, annex 7). Aquesta regié6 en l'orada estava

formada per 251 aa.

El percentatge d’homologia disminuia si ens fixavem en la seqléncia sencera, considerant

també els dominis no conservats (>48% amb peixos, >42% amb aus, anfibis i mamifers, annex 7).

Una comparaci6 evolutiva del GR d’orada amb el d’altres espécies de vertebrats mostrava
clarament dos grups diferenciats, a partir de I'ancestre primitiu escollit, amb una branca pels

peixos i un altre per la resta de vertebrats analitzats (figura 1.2-8).

P. marinus
D. rerio
I: P. promelas

O. mykiss 2
—IE S. aurata
H. burtoni 1

Figura 1.2-8: Cladograma del receptor

glucocorticoide de diferents espécies de

vertebrats superiors incloent un peix

primitiu com ancestre (Petromyzon

0. mykiss 1 marinus, lamprea marina): Sparus
E S. trutta aurata (orada), Oncorhynchus mykiss
D. labrax (truita irisada), Danio rerio (peix zebra),
L] P. olivaceus Pimephales promelas (peix gat dels
H. burtoni 2a canals), Salmo trutta (truita coma),
H. bU’T(_)n’ 2b Dicentrarchus  labrax  (llobarro) i
)é- /ael‘l/’s Paralichthys olivaceus (fals halibut de
. galius Japs . S
i pd), Haplochromis burtoni (tilapia),
O. cuniculus
R norvegicus Xenopus laevis (granota), Gallus gallus
C porcel/us (gall), Oryctolagus cuniculus (conill),
G pig Cavia porcellus (conillet d’indies),
S. scrofa Guinea pig (porc), Sus scrofa (porc
C. familiaris senglar), Canis familiaris (gos), Tupaia
T. belangeri belangeri (esquirol), Pongo pygmaeus,
H. Ssapiens Saguinus oedipus, Aotus nancymaae,
P. pygmaeus Callithrix jacchus (espécies de micos)
C. jaCChUS Rattus norvegicus (rata), i Homo
S. oedipus .
A nancymaae sapiens (home),


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=3123740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9986
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=37293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9483
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Amb la técnica del northern blot voliem comprovar quant tros de seqliencia del GR ens
faltava cap a I'extrem 5. Vam trobar una banda d‘aproximadament 6,5 Kb, comparat amb el
marcador de pes molecular, en els tres teixits analitzats (figura 1.2-8). Per tant, si teniem
sequienciats 4586 pb, ens faltaven aproximadament 2 Kb més de I'extrem 5-UTR del GR de
I'orada.

HK  Ht

I
ok [ o=

440Kb
18 S

Figura 1.2-8: Northern blot analisi de 10 ug de RNA total extret a partir de ronyé anterior (HK), cor (Ht) i intesti (I) d’orada
(Sparus aurata). El temps d’exposicié va ser de 10 minuts. La sonda pel receptor glucocorticoide de I'orada (sbGR) es va
generar per RT-PCR amb encebadors especifics dissenyats als dominis d’unié al DNA i d’'uni6 a la hormona, DBD and HBD

respectivament (taula |-2.2). Es va utilitzar una sonda de 18S com a control de carrega de RNA a cada linia.
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4.3.3. DISCUSSIO.

En el nostre laboratori, s’ha identificat per primera vegada un fragment del receptor
glucocorticoide (GR) de l'orada (Sparus aurata) (DQ486890) i s’ha observat que es troba
expressat a tots teixits analitzats, practicament de manera ubiqua (capitol I, experiment 1). No
obstant, només una petita part del GR clonat corresponia a la regié codificant, i corresponia
concretament al domini d’'unié a la hormona, és a dir, al final de la proteina. Era necessari
continuar les investigacions en l'altra direccioé per a aconseguir la seqiéncia completa del GR de
'orada. Amb aquest segon treball es va obtenir la regié codificant, i en definitiva, la seqgiéncia

completa de la proteina.

Vam comprovar préviament que no hi havia especificitat de teixit (capitol |, experiment 1) i,
amb aquest experiment, tampoc es van trobar diferéncies entre les seqiieéncies del GR d’animals
controls amb les seqiiencies d’animals en els quals s’havia aplicat una injeccié de LPS (capitol I,
experiment 2). Per tant, totes les sequiéncies que es van anar aconseguint corresponents al
receptor glucocorticoide de I'orada, es van juntar per construccié per contig com si es tractés d'un
unic clon i provinguessin del mateix teixit. En conjunt, amb diferents amplificacions, vam obtenir
una sequéncia del GR d'orada de 4586 pb. Aquesta regioé contenia la regioé codificant (2352 pb),

que es traduia en una proteina de 784 aa, i el 3UTR.

Els estudis fets en aquest treball amb la sequiéncia obtinguda confirmen que el tipus de
receptor que hem trobat en l'orada és GR, com ja apuntavem en I'experiment anterior. En els
treballs fets amb el receptor mineralocorticoide de les espécies de peixos en les que s’ha trobat, és
necessari fer estudis d'immunocompeténcia que determinen el lligand al qual s’uniria el receptor.
En el cas de l'orada, no hem fet aquest tipus d’analisis pero els diferents programes informatics
mostren clarament que es tracta d'un receptor glucocorticoide. En primer lloc, en el cladograma
obtingut amb els diferents receptors de cortisol trobats en peixos, el de I'orada s’agrupa en la
branca del GR i no amb la del MR, de les poques espécies en les que s’ha clonat aquest ultim. En
segon lloc, la comparacié amb el receptor glucocorticoide d’altres espécies de vertebrats, fins i tot
molt separades evolutivament, mostra que existeix una agrupacié monofilética de la proteina en el
grup de peixos. Aquests resultats no pretenien donar una informacié molt elaborada des del punt
de vista filogenétic, perdo ens ajuda a donar informacio, per primera vegada, de la relacié d’'un

receptor de cortisol en I'orada amb el d’altres especies de vertebrats, inclosos els peixos.

Estructuralment, la seqiiéncia del GR d’orada no tenia els 9 aa addicionals (WRARQNTDG)
entre els dos anells de Zinc del domini d’unié al DNA trobats en quatre espécies de peixos: llobarro,
Dicentrarchus labrax (Terova i col. 2005), fals halibut de Japé, Paralichthys olivaceus (Tokuda 1998,
AB013444), GR2b de tilapia, Haplochromis burtoni, (Greenwwod i col. 2003) i al GR1 de truita
irisada, Oncorhynchus mykiss (Bury i col. 2003; Ducouret i col. 1995), el GR2 de la truita irisada en

té 5 (taula I.1). S’ha comprovat que, en la truita irisada (O. mykiss), aquests 9 aa addicionals al


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=3123740
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DBD s6n deguts a la preséncia d’un ex6 addicional i serveixen per a afavorir la unié del receptor als
elements de resposta al glucocorticoide (GRE) (Lethimonier i col. 2002). No obstant, donat que en
la resta d’'espécies no s’han trobat aquests aa addicionals, no deuen ser imprescindibles

funcionalment per a que es doni la unié als GRE.

Comparant la proteina aconseguida en l'orada amb la sequéncia d’aminoacids d’altres
especies de peixos, el GR d’orada mostrava elevada homologia concretament en els dominis més
importants funcionalment, és a dir, en el domini d’unié al DNA (DBD) i en el domini d’unié a la
hormona (HBD). Aquesta elevada homologia en els dominis DBD i HBD es mantenia també amb
especies de mamifers, demostrant la importancia funcional de conservar aquesta estructura al

llarg de I'evolucio.

Des de fa uns anys, esta oberta la discussio sobre el fet que els peixos teleostis hagin patit
una duplicacié génica addicional, comparats amb la resta de vertebrats. Aquesta duplicacié es
podria haver donat en determinats gens (Robinson-Rechavi i col. 2001) o en el genoma sencer
(Meyer i Schartl 1999), coincidint amb la diversificacié dels peixos. En qualsevol cas pero, jugaria
un paper en I'evolucio dels organismes (Venkatesh 2003). Pel que fa al receptor glucocorticoide de
cortisol, fins el moment, probablement com a consequéncia de la duplicacié génica, s’ha trobat
més d'un receptor glucocorticoide a dues espécies de peixos teleostis: la truita irisada
(Oncorhynchus mykiss) que té el GR1 (Bury i col. 2003) i el GR2 (Ducouret i col. 1995) i la tilapia
(Haplochrmois burtoni) que en té tres: GR1, GR2a, GR2b (Greenwood i col. 2003). La primera
especie és tetraploide i la segona és diploide, per tant, es podria descartar que la duplicacio del
GR estigués relacionada amb la poliploiditzacié. No obstant, hi ha evidéncies que, en organismes
poliploides, el manteniment de la funcionalitat en els gens duplicats o, fins i tot, la divergéncia cap

a noves funcions, proporcionaria avantatge en I'evolucio (Meyer i Schartl 1999).

Pel que fa al GR d’'orada veiem que és més semblant al GR2 de la tilapia (H.burtoni) i al
GR1 de truita irisada (O. mkiss) que a la resta de receptors glucocorticoides trobats en aquestes
especies. Donat que la informacié sobre la duplicacié génica d’'un gen no es pot extendre
sistematicament a un altre llinatge filogenétic, no ens podem aventurar a assegurar que l'orada
també tindria més d’un receptor glucocorticoide. De la mateixa manera, el fet que nosaltres no
haguem trobat més d’'un receptor de cortisol en l'orada, donat que tampoc els vam buscar
explicitament, no permet descartar per complet la possible existéncia d’altres receptors de cortisol

en aquesta espécie.
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5. CAPITOL II:

Respostes funcionals del receptor glucocorticoide (GR)
a lorada (Sparus aurata). Implicacié en la resposta

inflamatoria.
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5.1. INTRODUCCIO.

La resposta a I'estrés en peixos implica I'activacié de I'eix hipotalamico-pituitario-interrenal
(HPI). Aquest circuit neuroendocri s’encarrega de l'alliberacid de cortisol per les cél-lules
interrenals del rony6 anterior (Mommsen i col. 1999). D’altra banda, la immunitat innata constitueix
la primera i més desenvolupada linia de defensa contra les infeccions bacterianes en peixos
teleostis (Tort i col. 2003). Ambdods sistemes, immune i endocri, regulen la coordinacié entre les
funcions i les respostes a les variacions del medi extern. La comunicacié entre els dos sistemes
permet el manteniment de 'homeostasi sota diferents factors estressants incloses les infeccions

bacterianes.

En els mamifers, I'exposicioé a I'endotoxina dels bacteris gramnegatius o LPS desencadena
una resposta inflamatdria que indueix la produccié de citoquines proinflamatories, principalment el
TNFa, la IL-1B, la IL-6 o la iINOS (figura 8). Finalment, els glucocorticoides adrenals secretats per
I'eix hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) regulen la resposta inflamatodria inhibint la produccio
d’aquestes citoquines proinflamatories i evitant el xoc séptic (Haddad i col. 2002). Aquesta
regulacié es dona a través del receptor de cortisol (GR) que, un cop activat, antagonitza els
efectes del factor de transcripci6 NFxB. Aquesta interaccié atenua la transcripcié dels gens
implicats en la resposta inflamatoria (Beishuizen i Thijs 2003; Almawi i Melemedjian 2002;
Engelsma i col. 2002; Adcock i Caramori 2001).

En peixos, s’ha demostrat que el LPS estimula l'eix HPI in vivo a la truita irisada
(Oncorhynchus mykiss) (Holland i col. 2002; Balm 1997) demostrant aixi aquesta relacié entre els
sistemes immune i 'endocri. De tota manera, els mecanismes implicats en aquesta activacioé no es
coneixen encara i, tampoc es coneix quin paper juga el receptor glucocorticoide en la resposta

inflamatoria.

5.1.1. RESPOSTES DELS GENS IMMUNES.

En conjunt, les citoquines proinflamatories alliberades en resposta al LPS estimulen la

reacci6 cel-lular inflamatoria que consisteix en el reclutament de leucocits als llocs d’infeccid i la

seva activacio per a eliminar I'agent infeccios.

" Utilitzant models d’estimulacio in vitro en la truita comu (Salmo trutta), se sap que el LPS
indueix I'expressié de TNFa en macrofags diferenciats i monocits (Goetz i col. 2004b; MacKenzie i
col. 2003). També s’ha descrit 'augment en I'expressié del TNFa en leucdcits primaris aillats
estimulats amb LPS, forbol miristat acetat (phorbol myristate acetate, PMA), IL-1 recombinant de
truita o, en menor grau, amb la concanavalina A (ConA) (Hirono i col. 2001; Laing i col. 2001) tot i

que hi ha resultats contradictoris respecte a I'expressié en animals no estimulats. A 'orada, s’ha
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vist que existeix una expressio constitutiva i ubiqua del TNFa perd no augmenta la seva expressio

en macrofags estimulats amb LPS (Garcia-Castillo i col. 2002).

" L’expressio de la IL1B es veu influenciada negativament per les baixes temperatures i
I'estrés, i per tant, pel cortisol (Zou i col. 2000). El cortisol juga un paper important en la regulacié
del sistema immune en peixos (Weyts i col. 1999) pero els efectes del cortisol sobre la produccio
de IL1B no estaven establerts fins que es va descriure l'accié inhibitdria del cortisol sobre la
transcripcio de la IL18 en els leucocits de ronyd anterior de truita (Zou i col. 2000). També es déna
I'efecte invers, ja que la injeccio intraperitoneal de IL1B3 recombinant a la truita irisada
(Oncorhynchus mykiss) estimula I'eix hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI) induint la resposta
d’alliberacié de cortisol i augmentant significativament els seus nivells plasmatics (Holland i col.
2002). Finalment, s’ha demostrat que el LPS pot induir I'expressié de la IL1 in vitro (Pelegrin i col.
2004; Engelsma i col. 2002; Pelegrin i col. 2001; Zou i col. 1999a; Zou i col. 1999b) i in vivo (Zou i
col. 2000).

A més de l'eix HPI I'estrés activa altres vies per tal de mantenir I'equilibri intern (Barton
2002; Mommsen i col. 1999; Wendelaar 1997; Wedemeyer i col. 1990).

" S’ha vist que la injeccié intraperitoneal de LPS en el salmé de I'Atlantic (Salmo salar)
indueix una resposta molt debil de la proteina Mx en el fetge, 2 -3 dies després de la injeccio
(Salinas i col. 2004) perd no s’ha mirat la resposta d’aquest tipus d’infeccié a nivell més general, és

a dir, en altres teixits.

] El receptor activat proliferador de peroxisoma gamma (PPARYy) esta implicat en multiples
processos biologics, principalment relacionats amb la regulaci6 metabdlica. Recentment s’esta
demostrant un efecte inhibidor beneficidés sobre processos inflamatoris ja que regula negativament

I'expressié de gens proinflamatoris (Belvisi i col. 2006).

" La Catepsina D (catD) sembla estar relacionada amb la funcié immune perqué s’ha vist
alterada en un analisi de microanalisi (microarray) de macrofags de truita irisada estimulats durant
12 hores amb LPS (Goetz i col. 2004a).
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5.1.2. RESPOSTA HEPATICA.

Els diversos efectes fisiologics exercits pels glucocorticoides adrenals en mamifers, es
donen en tipus cel-lulars diferents. Els efectes bioldgics dels glucocorticoides estan mediats a
través del receptor glucocorticoide (Evans 1988). Les accions fisioldgiques d’aquest receptor
intracel-lular es donen en diferents tipus cel-lulars des d’hepatocits i cél-lules endotelials a

neurones (Necela i Cidlowski 2004).

El fetge és un dels organs més importants per el manteniment de l'equilibri intern dels
vertebrats ja que s’adapta als canvis ambientals reajustant continuament la funcié hepatica i
adaptant el metabolisme de I'animal a aquests canvis. D’entre totes les funcions que se i
atribueixen, destaquem les seglients (Monshouwer i Hoebe 2003; Segner 1998):

- Activitat circulatoria: filtracio la sang procedent de l'intesti, per depurar-la.
- Activitat secretora i excretora: Producci6 de bilis.
- Activitat metabolica de:
o carbohidrats: magatzem de glicogen, conversioé de galactosa i fructosa en glucosa,
elaboracié de compostos quimics.
0 proteines: sintesi i secrecié de proteines plasmatiques (albumina, vitelogenina),
desaminacio dels aminoacids, fabricacio urea.
o lipids: formacié de la major part de les lipoproteines, formacié de colesterol i
fosfolipids, gluconeogenesi.
o Altres funcions metabodliques: magatzem de vitamines i ferro, eliminacié o excrecio
de farmacs, hormones i altres substancies.
- Activitat hemostatica: formacié de substancies que intervenen en el procés de coagulacié

(fibrinogen, protombina, factors VII, IX y X).

- Activitat protectora i detoxificadora. Els tres tipus principals de cél-lules del fetge: les cel-lules
de Kupffer els hepatocits i les cél-lules endotelials, contribueixen a la resposta inflamatoria
(Thirunavukkarasu i col. 2005; Monshouwer i Hoebe 2003; Panesar i col. 1999). Les cél-lules de
Kupffer sébn macrofags especifics localitzats a les parets sinusoidals que fagociten parasits, virus,
bacteris i altres macromolécules. Un cop activades, aquestes cel-lules produeixen citoquines que
regulen les respostes dels hepatdcits per interaccions paracrines o s’alliberen a la circulacié
sistémica (Monshouwer i Hoebe 2003). EI mecanisme pel qual el LPS les activa no es coneix del
tot i sembla que segueix una via una mica diferent de la que segueixen els macrofags i mondcits
periférics. En mamifers, s’han utilitzat cultius d’hepatdcits per a estudiar la resposta a I'endotoxina
(Thirunavukkarasu i col. 2005; Ebisawa i col. 2004) i s’ha vist que el fetge participa en la
detoxificacio del LPS. D’altra banda, els hepatdcits també sén capagos de respondre directament
al LPS per activacio de la via NFkB (Monshouwer i col. 2003; Panesar i col. 1999). Pel que fa a la
implicacié del GR en aquesta resposta, en les cél-lules hepatiques de rata, s’ha estudiat la seva

interaccié amb les proteines del factor NFkB (Widen i col. 2003).
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Per les seves caracteristiques funcionals, el fetge juga un paper important en la resposta
inflamatoria i es considera que contribueix de manera important en la defensa contra els

organismes invasors que entren a l'organisme.

El fetge dels peixos teleostis s’ha utilitzat per a estudiar I'efecte del cortisol en relacié als
nivells de glicogen hepatic i de glucosa plasmatica i s’ha vist que tots dos varien substancialment
segons l'espécie, I'estat de desenvolupament i I'estat metabdlic de I'animal (Mommsen i col. 1999).
També s’ha estudiat la resposta del receptor glucocorticoide a diferents tractaments de cortisol en
cultiu primari d’hepatocits (Sathiyaa i Vijayan 2003; Vijayan i col. 2003). No obstant, en peixos no
s’havia estudiat la interaccié entre el GR i els factors de transcripcié especifics de la resposta
inflamatoria. Ni tan sols s’havia observat la resposta d’aquest receptor a un estrés immune en

aquest tipus cel-lular.

Tenint en compte totes aquestes consideracions, els objectius concrets d’aquest capitol del

treball eren:

- Investigar els efectes d’'un estimul immune sobre el sistema endocri, la resposta temporal
i la resposta en funcié de la dosi, a nivell de la resposta endocrina d’alliberament de cortisol

plasmatic.

- Analitzar la resposta del receptor glucocorticoide (GR) a un estimul immune al llarg del

temps i la resposta en funcioé de la dosi.

- Analitzar la resposta de diferents gens immunes a un estimul immune al llarg del temps,
utilitzant diferents models experimentals: in vivo (injeccid6 de LPS) i in vitro (cultius primaris

d’hepatocits).

- Investigar la relacié entre els sistemes immune i endocri, utilitzant diferents models

experimentals: in vivo (injeccié de LPS) i in vitro (cultius primaris d’hepatocits).
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5.2. EXPERIMENT 1: Expressio diferencial del receptor glucocorticoide i
altres gens immunes a I’orada (Sparus aurata) després d’una injeccié aguda
amb LPS.

5.2.1. MATERIALS | METODES.

5.2.1.1. Animals experimentals.

Per realitzar I'estudi vam obtenir, en primer lloc, aproximadament 230 orades sexualment
immadures (Sparus aurata) de 65,55 + 3,22 g de pes corporal de la piscifactoria Granja Marina del
Masnou (Masnou, Barcelona). Les condicions d’estabulacié foren les mateixes que pels animals

de I'experiment de clonatge del GR (capitol |, experiment 2).

En aquest cas, durant el periode d’aclimatacié i durant els experiments els nivells d’amoni es
van mantenir entre valors de 0,001 a 0,218 mg/L, els nivells de nitrit entre 0,008 i 0,163 mg/L i el
rang de pH entre 6,95 i 7,95. El rang de la temperatura de I'aigua va oscil-lar entre 16-19 °C i la

salinitat entre el 35-45%o .

Els peixos s’'alimentaven cada dos dies amb una dieta comercial (INVE Technologies NV,
Baasrode, Bélgica) aproximadament a una dosi de manteniment de 0,5% del pes corporal/dia, fins
a les 24 h prévies al comengament dels experiments perquée els periodes de menja podrien

interferir en les nostres mesures.

5.2.1.2. Disseny de I’experiment.

5.2.1.2.1. apartat a) Efectes de la injeccid de LPS en la resposta corticosteroidea en

I'orada (Sparus aurata).

Es van distribuir 140 peixos en quatre tancs circulars de fibra de vidre de 600 L de
capacitat total (35 peixos/tanc). Les condicions dels tancs experimentals foren les mateixes que

pels animals de I'experiment de clonatge del GR (capitol |, experiment 2).

Passat el temps total d’adaptacio, vam aplicar un estrés agut per injeccio intraperitoneal
(i.p.) amb endotoxina (LPS) en tres dels quatre tancs, injectant independentment en cadascun dels
peixos les concentracions finals de 80 ug/kg, 4 mg/kg i 8 mg/kg d’endotoxina (capitol I, experiment
2). El LPS (Escherichia coli 026:B6; Sigma) es va reconstituir amb solucié salina esteril fins
aconseguir una concentracié original de 10 mg/ml. Posteriorment, es torna a diluir en solucio salina
esteéril per aconseguir les concentracions finals d’administracié desitjades. El volum final d’injeccié

era de 400 pl de LPS o0 400 pl de solucio salina estéril en els animals control del quart tanc. Els
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temps de mostreig escollits per a I'extraccié de sang després de la injecci6 van ser: 2, 6, 12, 24, 48

i 72 hores. Vam fer servir 5 peixos per grup i mostreig (n=>5).

5.2.1.2.2. apartat b) Expressio del receptor glucocorticoide de cortisol sota els
efectes de la injeccié de LPS en diferents teixits de I’orada (Sparus aurata).
apartat c) Expressié de gens immunes sota els efectes de la injeccio de LPS

en diferents teixits de I’orada (Sparus aurata).

Es van distribuir 40 peixos en quatre tancs experimentals circulars de fibra de vidre de 600 L

(10 peixos/tanc) i es van deixar en les condicions d’aclimatacié durant dues setmanes més.

Posteriorment, es va aplicar un estrés agut en els animals de dos tancs injectant 400ul de
8 mg/kg de LPS (capitol |, experiment 2). Els animals dels altres dos tancs van servir com a
control, injectant també intraperitonealment, el mateix volum de solucié salina estéril. Els temps de
mostreig per I'extraccié de mostres en aquest estudi van ser 2 i 6 hores pels animal control i 6, 12,

24 i 72 hores pels animals estressats amb LPS.

5.2.1.3. Obtencié de mostres.

Vam utilitzar quatre peixos per grup i mostreig (n=4) per extreure’ls-hi la sang i els teixits

escollits: cervell, branquies, ronyd anterior, melsa, fetge i intesti (anterior i posterior).

Els peixos d’aquest estudi (apartats a i b) es van anestesiar amb 2-fenoxietanol (Sigma) a
una concentracié no letal (0,75 ml/L) en el moment de fer la injeccio intraperitoneal de LPS o de
solucié salina, aixi com per a poder extreure sang de la vena caudal amb xeringues hipodérmiques
d’1 mli agulles de 23G (apartats a i b). L’extracci6 de sang es va fer rapidament, en menys de cinc
minuts en total, per tal d’evitar I'increment de cortisol en sang degut a la manipulacié durant el
mostreig. La sang extreta de cada individu es va col-locar immediatament i per separat en
eppendorfs de 1,5 ml amb heparina com anticoagulant (Lithium heparin, Deltalab). Després es va
centrifugar a 9000 r.p.m. durant 5 minuts a temperatura ambient per recollir el plasma que es

conserva a —80°C fins el moment d’analitzar el cortisol.

En els animals en els que s’havia de fer extraccié de teixits (apartats b i c), abans de
comengar a disseccionar als animals i després de I'extraccié de sang, es van sacrificar els peixos
per concusio craneal. Un cop extrets els teixits, es congelaren immediatament en nitrogen liquid i

s’emmagatzemaren a -80°C fins el moment de I'extraccié de RNA.
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5.2.1.4. Técniques analitiques.

5.2.1.4.1. Radioimmunoanalisi (apartat a)

Es van medir els nivells de cortisol plasmatic per radioimmunoanalisi (R.l.A) (Rotllant i col.
2001) amb petites modificacions: es van utilitzar 10 pl de les mostres basals i estressades,
aquestes darreres diluides previament 10 vegades amb el tamp6 de R.I.LA. (1% gelatina, 9% NaCl,
20 ml de Na,HPO, 0,5 M, pH= 8,2). La recta patr6 oscil-lava entre 0,625 ng/ml i 80 ng/ml i es va
preparar a partir de l'estoc original de cortisol de 1 mg/ml de concentracio (Merck/Sigma).
L’hormona marcada amb triti (1,2,6,7-H’-cortisol, 1mCi, Amersham) es va diluir en el tampo del
R.LLA. i s’ajusta a 5000 cpm abans d’afegir-la a les mostres. L’anticos utilitzat per I'analisi (Biolink,
S.L., Costa Mesa, California) és un anticos policlonal de conill i es va fer servir a una dilucié final
de 1:6000. La radioactivitat es va quantificar utilitzant un comptador gamma per centelleig (Wallac
1409).

5.2.1.4.2. Extraccio de RNA (apartats b i c)

Les extraccions de RNA total dels diferents teixits es van fer, de manera independent,
utilitzant un métode de purificacio estandaritzat per la casa comercial (Molecular Center Research,
M.C.R.). El protocol consistia en homogeneitzar els teixits en 1 ml de tri-reagent (M.C.R.) per cada
100 mg de teixit. Després, la fase d’extraccié es va fer amb cloroform (Sigma), es va precipitar
amb isopropanol (Sigma) i es renta el precipitat amb etanol (Scharlau) al 75%. Les mostres es van
dissoldre amb aigua tractada amb DEPC. La concentraci6 es va mesurar i calcular per
espectrofotometria (BiomateT'\’I 3 Series Spectrophotometers, Thermo Spectronic). Per comprovar
l'estat dels RNAs, es van fer electroforesis en gels d’agarosa a I'1% en tampé MOPS i amb el

marcador de pes molecular (0,24-9,5 Kb RNA ladder, Invitrogen).

5.2.1.4.3.Reaccions de RT-PCR.

Expressid del receptor glucocorticoide de cortisol (apartat b).

Vam utilitzar 5 pg de RNA de cadascun dels teixits anteriorment descrits per
retrotranscriure’ls a cDNA segons el protocol de la Transcriptasa Reversa SuperScript |l

(Invitrogen) a una concentracio estoc d’enzim de 200 U/uL, en un volum final de reaccié de 20 pl.

Els productes de la retrotranscripcid es van amplificar per la reaccid en cadena de la
polimerasa, PCR (Minicycler MJ Research) a partir de 2 ul de cDNA de cada teixit. Cada reacci6
de RT-PCR contenia a més del cDNA, 1 ul de cada encebador (10 uM, Bonsai technologies, taula
11.1-1), 2 pl de clorur de magnesi (Cl,Mg, 50 mM, Biotools), 1 ul de dNTPs (10 mM, Biotools), 0,5 pl
de dTT (1M, Invitrogen) i 2 unitats/ul de Taqg DNA polimerasa (Biotools) amb 5ul del tampé
especific per aquest enzim i la reaccié es va ajustar a un volum final de 50 ul amb aigua tractada

amb DEPC. Les condicions de la reaccié de RT-PCR van ser:
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35 cicles

5 minuts a 95°C (desnaturalitzacio)

30 segons a 95°C (desnaturalitzacio)

30 segons a 55°C (temperatura d’aparellament dels encebadors)

1 minut a 72°C (extensio)

5 minuts a 72°C (extensio final)

80

Totes les reaccions tenien un control negatiu (aigua tractada amb DEPC) i un control positiu

(B-actina). Els encebadors utilitzats per aquesta amplificacié sén encebadors degenerats es van

utilitzar per a caracteritzar el GR d’orada (capitol I, taula I.1-1) (taula 11.1-1):

Encebadors Composicio de nucleotids T2
GR-E Fw 5- AGTGCTCCTGGCTGTTYCTNATG- 3 62,4°C
GR-E Rv 5-TTTCGGTAATTGGTTGCTGATGAT-3 57,6°C

Taula 11.1-1: Composicié nucleotidica i temperatures d’aparellament especifiques de cadascun dels encebadors utilitzats

per a I'amplificacié per RT-PCR per a amplificar el receptor glucocorticoide (GR) de l'orada (Sparus aurata). Fw: forward;

Rv: reverse.

Els diferents productes de la reaccié de RT-PCR es van fer correr en un gel d’agarosa a

1% en tampd TAE tenyit amb bromur d’etidi a una concentracié de 0,5 ug/ml (Sigma) i amb el
marcador de DNA de 100 pb (Ready-LoadTM, Invitrogen).

Els teixits es van quantificar per densitometria amb un transil-luminador (Alphalmager 2200,

Alpha Innotech) i es van comparar amb un marcador de pes molecular amb un patré de bandes de

concentracié coneguda (marcador de 0,087-8,57 kbp DNA Molecular Weight marker VII, Roche).

El resultat densitometric del receptor de glucocorticoides es va ponderar amb el resultat del control

positiu (B-actina) per cada teixit, independentment.
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Expressié d’altres gens immunes (apartat c).

Vam utilitzar 5 ug de RNA de cadascun dels teixits escollits (ronyd anterior, melsa, intesti
anterior i branquies) per retrotranscriure’ls a cDNA segons el protocol de la Transcriptasa Reversa
SuperScript 1l (Invitrogen) a una concentracié estoc d’enzim de 200 U/uL, en un volum final de
reaccio de 20 pl.

Els productes de la retrotranscripcidé es van amplificar per la reaccid6 en cadena de la
polimerasa, PCR (Minicycler MJ Research) a partir de 2 ul de cDNA de cada teixit. Cada reacci6
de RT-PCR contenia, a més del cDNA, 1 ul de cada encebador (20 uM, taula 11.1-3), 1 pl de
dNTPs (10 mM) i 1 unitats/ul de Tag DNA polimerasa (Biotools) amb 5ul del tampé especific per
aquest enzim que ja conté el MgCl, (10X amb 2,5 mM de MgCl,, Biotools) i la reaccié es va ajustar
a un volum final de 50 ul amb aigua tractada amb DEPC. Els gens immunes escollits per I'orada
van ser interleuquina-1 beta (IL1p), factor de necrosis tumoral (TNFa), la proteina Mx, la catepsina
D (catD), el receptor activat proliferador de peroxisoma gamma (PPAR-y) i el 18S com a control
positiu de la reacci6. Les condicions de la reaccié de RT-PCR per a cada gen concret estan

indicades a la taula seglent:

Cicles Programa IL1B TNFa Mx CatD PPARYy 18S
N . 95°C 5 , . . ,
1 Desnaturalitzacio 95°C 5 min ) 94°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min
min
97°C 30 s
35 Desnaturalitzacio 95°C 45 s 95°C 45 s 95°C 45 s 95°C 45 s 95°C 40 s
94°C 40s
35 Aparellament 57°C 1 min 57°C45s | 69,5°C40s 57°C55s 57°C 55 s 55°C 50 s
35 Extensio 72°c 1 min 72°C 1 min 72°C40s 72°C45s 72°C45s 72°C50s
1 Extensio 72°C 10min 72°C 5min | 72°C 10 min | 72°C 10 min | 72°C 10min | 72°C 10 min

Taula 11.1-2: Programes d’amplificacié per RT-PCR dels diferents gens immunes de I'orada (Sparus aurata): interleuquina 1
beta (IL1PB), factor de necrosis tumoral alpha (TNFa), proteina Mx (Mx), catepsina D (CatD), receptor activat proliferador de

peroxisoma gamma (PPAR-y) i el 18 S com a control positiu de la reaccié.

Totes les reaccions tenien un control negatiu (aigua tractada amb DEPC) i un control positiu
(18S).
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La composicid nucleotidica dels encebadors utilitzats per a les amplificacions d’aquests

gens estan representats en la seguent taula:

Encebadors Composicio nucleotidica T
IL-1B Fw 57 -ATGCCCCAGGGGCTGGGC-3” 65,1°C
IL-1B8 Rv 57 -CAGTTGCTGAAGGGAACAGAC-3~ 59,8°C
TNFo Fw 57 -TCGTTCAGAGTCTCCTGCAG-3~ 59,4°C
TNFa Rv 57 -AAGAATTCTTAAAGTGCAAACACACCAAA-3” 59,6°C
Mx Fw 57 -AGTCTGGAGATCGCCTCTCCTGATGTTCCG-3~ 70,9°C
Mx Rv 57 -CTCTCTCCATCAGGATCCACTTCCTGTGC-3” 69,5°C
CatD Fw 57 -TACGACGCGGAGAATGACAC-3~ 59,4°C
CatD Rv 57 -GAGGAAGGAGCAGTGAATGGA-3” 59,8°C
PPAR-y Fw 57 -ACTACACCTCCATCTCCTCC-3" 59,4°C
PPAR-y Rv 57 -TGTGACATGCCGACATTGAG-3~ 57,3°C
18S-Fw 57 -CGAGCAATAACAGGTCTGTG-3~ 57,3°C
18S-Rv 57 -GGCAGGGACTTAATCAA-3~ 50,4°C

Taula 11.1-3: Composicié nucleotidica i temperatures d’aparellament de cadascun dels encebadors utilitzats per a les

amplificacions per RT-PCR dels diferents gens immunes de I'orada (Sparus aurata): interleugquina 1 beta (IL-1), factor de

necrosis tumoral alpha (TNFQ), proteina Mx (Mx), catepsina D (CatD), receptor activat proliferador de peroxisoma gamma

(PPAR-Y) i el 18 S com a control de la reacci6. Fw: forward, Rv: reverse.

Els diferents productes de les tres reaccions de RT-PCR es van fer correr en un gel
d’agarosa a I'1% en tampé TAE tenyit amb bromur d’etidi a una concentracié de 0,5 pg/ml (Sigma)

i amb el marcador de DNA de 100 pb (Ready-Load™, Invitrogen).

5.2.1.5. Analisi estadistica.

Les diferéncies entre grups en el cortisol plasmatic es van analitzar per analisi de varianca
d’'una via (ANOVA), prenent al peix com a unitat estadistica i transformant les dades per fer-les

homogénies mitjangant conversio logaritmica.

Les diferéncies particulars entre grups es van detectar utilitzant les proves a posteriori DMS
(diferéncia menys significativa). Es considera estadisticament significatiu quan p< 0,05 indicat a la
figura amb lletres diferents (*). Els valors (n=5) es representen com a mitjanes + I'error estandard
(S.E.M).
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5.2.2. RESULTATS.

5.2.2.1. Apartat a) Efectes de la injeccié de LPS en la resposta corticosteroidea de I'orada

(Sparus aurata).
La figura 11.1-2 mostra la resposta endocrina d’alliberacié de cortisol plasmatic al llarg del

temps després d'una infecci6 immune aguda mitjangant la injeccié intraperitoneal (i.p.)

d’endotoxina (LPS) a tres concentracions diferents, estudiades indepentdentment.

INJECCIO LPS

700 - m Control
o 80ug/kg
600 - b
m 4 mg/kg
500 4 m 8 mg/kg

400

cortisol (ng/ml)

300

200

100

temps (h)

Figura 11.1-2: Efectes de tres dosis diferents d’endotoxina (80 pg/kg, 4 mg/kg i 8 mg/kg, per injeccié intraperitoneal (i.p.)
sobre els nivells plasmatics de cortisol (expressat en ng/ml) al llarg del temps (2, 6, 12, 24, 48 i 72 hores). Els resultats es
donen com a mitjana = SEM (n=5 en cada grup). Els grups amb diferents lletres mostren diferéncies significatives amb el

grup control corresponent de cada temps de mostreig amb p< 0,05.

¢ Els valors de cortisol del grup control que hem trobat en el nostre experiment oscil-len
entre 51,49 £ 17,99 ng/ml, dues hores després de la injeccié salina, i 3,71 + 1,58 ng/ml, 72 hores
després d’aplicar el vehicle (figura 11.1-2).

e Dues hores després de I'estrés vam observar un augment dels nivells de cortisol en dues
de les tres dosis assajades, concretament les de 4 mg/kg i 8 mg/kg, mostrant diferéncies

estadisticament significatives amb el grup control (figura 11.1-2). L’augment en la dosi de 4 mg/kg
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era 6 vegades superior als valors controls mentre la dosi de 8 mg/kg donava valors de cortisol 3
vegades més elevats que els controls.

¢ Sis hores després de la injeccio es van trobar valors maxims de cortisol a les dosis de 4
mg/kg i 8 mg/kg (531,08 + 158,52 ng/ml i 247,91 + 29,12 respectivament, figura 11.1-2) mostrant
diferéncies significatives amb el grup control. La magnitud de la resposta en aquest temps va ser
16 vegades superior al grup control en la injeccié de 4 mg/kg i 7,5 vegades per la dosi de 8 mg/kg.

¢ Els nivells de cortisol plasmatic de les dues dosis més elevades de LPS, 4 mg/kg i 8
mg/kg, van recuperar els valors basals a partir de les 12 hores seglients a la injeccié (figura I.1-2).
Aquestes dues dosis van donar diferéncies significatives entre elles només dues hores després de
la injeccié perd durant la resta del temps que va durar I'estudi van seguir una dinamica de
recuperacio similar.

e A la concentraci6 minima d’endotoxina injectada, 80 ng/kg, no es van donar canvis
significatius respecte el control al llarg del temps excepte 12 hores després de la injeccié per LPS
on es van detectar nivells significativament inferiors als controls (figura 11.1-2).

¢ En la fase final de I'estudi, passades 24 hores de la injeccio i en els mostrejos posteriors,
no es van trobar diferéncies significatives amb el grup control en cap de les dosis d’assaig obtenint

valors basals (figura 11.1-2).
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5.2.2.2. Apartat b) Expressié del receptor de cortisol sota els efectes de la injeccié de LPS

en diferents teixits de ’orada (Sparus aurata).

Per a estudiar la regulacié del receptor glucocorticoide (GR) després d’una injeccié aguda
de LPS vam exposar a I'animal a una unica injecci6 intraperitoneal de 8 mg/kg de LPS. Els temps
de mostreig per I'extraccié de mostres van ser 2 i 6 hores pels animals controls i 6, 12, 24 i 72
hores després de la injeccio, pels animals estressats. En cada mostreig es va extreure el RNA total

de cervell, branquies, ronyo anterior, melsa, fetge i intesti (anterior i posterior).

La reaccié de RT-PCR ens va donar un fragment de GR de 500 pb, comparat amb el
marcador de pes molecular de 100 pb, expressat a tots els teixits analitzats (figures 11.1-3A-11.1-
8A). La quantificacio relativa del receptor de glucocorticoides ponderada amb el control positiu (-
actina) per cada teixit, mostra que la seva resposta temporal a una injeccié immunologica varia

segons el teixit (figures 11.1-3B-11.1-8B):

e Vam trobar que els nivells d’expressio del GR a cervell van augmentar progressivament a
partir de les 12 hores de la injeccié de LPS fins el final de I'estudi, comparats amb els valors

d’expressio del grup control tractats amb solucio salina (figura 11.1-3).

A) B)

LPS
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2C 6C 6 12 24 72
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GR 30
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20
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2hCont 6hCont 6hLPS 12hLPS 24hLPS 72hLPS

temps/tractament

Figura 11.1-3 : A) Resultat de la reaccié de RT-PCR del GR de cervell al llarg del temps: 2i 6 h pels controls i 6, 12, 24 i 72
h pels animals sotmesos a estrés agut per injeccié6 de 8mg/kg de LPS (n=4). Es mostra I'expressié del receptor de
glucocoticoide (GR) i la del control positiu amb B-Actina.

B) Quantificacio relativa per densitometria de I'expressio del GR de cervell respecte la del seu control amb B-actina.
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e Vam trobar que els nivells d’expressid del GR a intesti posterior van augmentar
progressivament a partir de les 12 hores després de la injeccio intraperitoneal fins el final de

I'estudi, comparats amb els valors d’expressié del grup control (figura I.1-4).

A) B)

LPS

Intesti posterior AL
4 N
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2h Cont 6hCont 6hLPS 12hLPS 24 hLPS 72hLPS

temps/tractament

Figura 1.1-4 : A) Resultat de la reaccié de RT-PCR del GR d’intesti posterior al llarg del temps: 2 i 6 h pels controls i 6, 12,

24 i 72 h pels animals sotmesos a estres agut per injeccié de 8mg/kg de LPS (n=4). Es mostra I'expressié del receptor de

glucocoticoide (GR) i del control positiu amb p-Actina.
B) Quantificacié relativa per densitometria de I'expressié del GR de lintesti posterior respecte la del seu control amb (-

actina.
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e Els nivells d’expressi6 del GR a la branquia i al pronefros o ronyé anterior disminueixen 6

hores després de la injeccid d’endotoxina comparat amb els controls del mateix temps i a partir
d’aquest moment augmenten fins el mostreig de les 72 hores on disminueixen rapidament (figura

11.1-5).
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Figura I1.1-5: A) Resultat de la reaccié de RT-PCR del GR de les branquies i el rony6 anterior (HK) al llarg del temps: 2i 6
h pels controls i 6, 12, 24 i 72 h pels animals sotmesos a estrés agut per injeccié de 8mg/kg de LPS (n=4). Per cada teixit
es mostra I'expressio del receptor de glucocoticoide (GR) i del control positiu amb B-Actina.

B) Quantificacio relativa per densitometria de I'expressié del GR de cada teixit (branquies i rony6 anterior) respecte la del

seu control amb B-actina.
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e L’augment a la melsa es dona 12 hores després de 'estrés i manté els nivells elevats i

més o menys constants fins al final de I'estudi (figura 11.1-6).
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Figura 11.1-6: A) Resultat de la reaccié de RT-PCR del GR de la melsa al llarg del temps: 2i 6 h pels controls i 6, 12, 24 i 72

h pels animals sotmesos a estrés agut per injeccié de 8mg/kg de LPS (n=4). Es mostra I'expressié del receptor de

glucocoticoide (GR) i del control positiu amb B-Actina.
B) Quantificacio relativa per densitometria de I'expressié del GR de la melsa respecte la del seu control amb B-actina.

¢ En el fetge no hi canvis importants al llarg del temps excepte 72 hores després de la

injeccid on sembla disminuir la seva expressid comparat amb els nivells d’expressié del grup

control (figura 11.1-7).
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Figura 11.1-7: A) Resultat de la reaccié de RT-PCR del GR de fetge al llarg del temps: 2 i 6 h pels controls i 6, 12, 24 i 72 h pels
animals sotmesos a estrés agut per injeccié de 8mg/kg de LPS (n=4). Es mostra I'expressié del receptor de glucocoticoide

(GR) i del control positiu amb B-Actina.
B) Quantificacié relativa per densitometria de I'expressié del GR del fetge respecte la del seu control amb B-actina.
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¢ A lintesti anterior observem valors d’expressio del GR més elevats als temps de 6 i 72

hores després de la infeccid respecte el control, mostrant una lleugera davallada als temps

intermitjos (figura 11.1-8).
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Figura 11.1-8: A) Resultat de la reaccié de RT-PCR del GR de l'intesti anterior al llarg del temps: 2i 6 h pels controls i 6, 12,

24 i 72 h pels animals sotmesos a estres agut per injeccié de 8mg/kg de LPS (n=4). Es mostra I'expressié del receptor de

glucocoticoide (GR) i del control positiu amb p-Actina.

B) Quantificacié relativa per densitometria de I'expressié del GR d’intesti anterior respecte la del seu control amb B-actina.

5.2.2.3. Apartat c) Expressio de diferents gens immunes sota els efectes de la injeccié de

LPS en diferents teixits de I’orada (Sparus aurata).

Es va estudiar la regulaci6 al llarg del temps de diferents gens immunes després d’una

injeccié aguda de 8 mg/kg de LPS en diferents teixits: ronyd anterior, melsa, intesti anterior i

branquies.

Les reaccions de RT-PCR ens van donar un fragment de 320 pb pel TNFa, 580 pb per la
IL1B, 236 pb per la proteina Mx, 348 pb per la catD, 475 pb pel PPARYy, i 300 pb pel 18 S,

comparats amb el marcador de pes molecular de 100 pb (figura 11.1-9).
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Figura 11.1-9: Resultat de la reaccié de RT-PCR dels diferents gens immunes en teixits seleccionats (ronyé anterior, melsa,
intesti anterior i branquies) al llarg del temps: 2 i 6 h pels controls i 6, 12, 24 i 72 h pels animals sotmesos a estrés agut per
injeccio de 8mg/kg de LPS (n=4). Per cada teixit es mostra I'expressi6é dels gens TNFa, IL1 B, Mx, catD, PPARy i 18S

(control positiu).

" En el rony6 anterior, es va detectar un augment en I'expressié del TNFa, la catD i el Mx
entre les 12 i les 24 hores després d’'aplicar I'estimul estressant. En canvi, la IL1B i el PPARy

tenien nivells baixos d’expressié i no semblaven respondre a I'estimul estressant (figura 11.1-9).

= A la melsa, es podia detectar I'expressio de IL13 a partir de les 6 hores post-injeccio
mentre el TNFa semblava disminuir després de la injeccié d’endotoxina. La resposta de catD era
similar a la resposta trobada al ronyé anterior, és a dir, més elevada a les 12 i 24 hores post-
estrés. | en canvi, la resposta de Mx en aquest cas era més constant al llarg del temps. La senyal

del PPARYy continuava essent molt ténue (figura 11.1-9).

" A lintesti anterior, vam trobar tots els gens expressats amb un pic d’expressié 24 hores

després de la injeccio (figura 11.1-9).

" A les branquies, vam trobar major expressio de la catD, la IL1p3 i el PPARy sobretot a les

primeres hores després de la injecio (figura 11.1-9).
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5.2.3. DISCUSSIO.

5.2.3.1. Apartat a) Efectes de la injeccié de LPS en la resposta corticosteroidea de I'orada

(Sparus aurata).

L’estudi de les interaccions entre el sistema immune i 'endocri en peixos esta bastant limitat
a I'ts de citoquines recombinants i anticossos de mamifers. No obstant, degut a les diferéncies en
la sequéncia, les citoquines de mamifers no han de comportar-se necessariament de la mateixa
manera que les dels peixos pel que fa a I'activacié de la resposta d’alliberacié de cortisol. A falta
de citoquines especifiques de peixos, la injeccié d’endotoxina o LPS és el model d’estrés agut més

utilitzat per a imitar la resposta a un estrés immunologic (Balm 1997; Balm i col. 1995).

Tot i que la resposta in vivo de I'eix hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI) al tractament amb
LPS esta poc estudiada (Holland i col. 2002; Balm 1997; Balm i col. 1995) ens va servir de
referéncia per a escollir les dosis i els temps de mostreig pel nostre experiment. Esta demostrat
des de fa temps que els peixos soén relativament insensibles al tractament amb LPS (Balm i col.
1995; Berzci i col. 1966) i que les concentracions requerides in vitro per a I'estimulacié immune

s6n més elevades que les requerides pels mamifers (Pelegrin i col. 2004; Zou i col. 2000).

Al comengament del nostre estudi amb I'orada, vam decidir aplicar intraperitonealment una
dosi aproximadament 10 vegades més elevada que la dosi letal provada préviament en ratolins
(Lauzurica i col. 1999), és a dir que vam utilitzar 80 ug/kg, i també una dosi 50 vegades superior a
aquesta, o sia 4 mg/kg, similar a la utilizada préviament amb la perca americana, Perca
flavescens, on utilitzaven 3 mg/kg (Haukenes i Barton 2004). Finalment, vam augmentar 2

vegades més la dosi fins a 8 mg/kg.

Es van mirar els nivells de cortisol en plasma perqué és un dels parametres més utilitzats
com a indicador de la resposta als factors estressants (Barton 2002; Ortufio i col. 2002; Barton i
Iwama 1991; Pickering i Pottinger 1989). Per comencgar, volem fer constar que els valors de
cortisol controls que hem trobat en el nostre experiment dues hores després de la injeccid salina,
son elevats si els comparem amb els valors basals de 2 ng/ml (Rotllant i col. 2001) o de 5,7 ng/ml
(Ortufio i col. 2002) trobats també en l'orada (Sparus aurata) en abséncia d'estrés. Altres
exemples d’espécies amb valors basals baixos de cortisol seria el cas del pagre (Pagrus pagrus)
amb 6 ng/ml (Rotllant i Tort 1997), la perca americana (Perca flavescens) on es troben valors
basals que oscillen entre 3,4 i 8,3 ng/ml (Haukenes 2001; Barton 2002) o la truita irisada
(Oncorhynchus mykiss), que mostra valors basals de 1,7 a 7,4 ng/ml (Barton 2002). No obstant,
cal destacar que els valors obtinguts estarien dins el marge de concentracions esperables, donat
que la determinacio de cortisol es fa dues hores després d’'una injeccio intraperitoneal de solucié
salina i, per tant, després d’aplicar un estrés agut de temps curt. Els nivells de cortisol en plasma
dels animals control sén el resultat d’'un increment inicial (normalment produit entre els 10 i els 60

minuts) i un retorn progressiu als valors basals. En el nostre experiment els valors basals de
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cortisol es mantenen elevats (>20ng/ml) fins el mostreig efectuat 72 h després de la injecci6 (figura
11.1-2).

Ens va sobtar trobar que els nivells de cortisol plasmatic en la dosi d’assaig de 4 mg/kg de
LPS fossin el doble que els trobats quan n’apliquem 8 mg/kg, tant dues hores com sis hores
després de la injeccio, trobant diferéncies estadisticament significatives entre les dues dosis
unicament en el mostreig de les dues hores. Probablement aquestes diferencies sén degudes a
variacions individuals i a la capacitat de cada animal de reaccionar a la infeccié. La lectura de
I'error estandar de la mitjana (S.E.M.) ens mostra aquestes diferéncies individuals, de manera que,
mentre alguns individus s’estaven recuperant de I'estrés, d’altres tot just comengaven a respondre
alliberant-ne cortisol. Aixi doncs, a partir de la dosi de 4 mg/kg la resposta d’alliberaci6 de cortisol
plasmatic segueix un patré similar. De tota manera, seria interessant determinar quina seria la dosi
responsable del pic d’alliberacié de cortisol ja que en el nostre estudi hi ha un llindar bastant ampli

entre les dosis de 80 pg/kg i 4 mg/kg.

La concentracié més baixa utilitzada (80 pg/kg) no va induir canvis importants en els nivells
de cortisol plasmatic respecte el grup control durant I'experiment. Perd amb les dosis de 4 mg/kg i
8 mg/kg, els valors de cortisol van augmentar immediatament dues hores després d’aplicar el LPS,
retornant als nivells basals a partir de les 12 hores després de la infeccié. Aquesta dinamica de
resposta d’alliberacié de cortisol analitzada després d’un estrés per injeccié de LPS concorda amb

la tipica resposta a un estrés agut (Barton 2002; Rotllant i Tort 1997).

En el nostre estudi vam trobar diferéncies en la magnitud de la resposta en funcié del temps
i de la dosi aplicada trobant, per exemple, un augment maxim de 16 vegades respecte els valors
basals sis hores després d’injectar 4 mg/kg. Es dificil comparar els nostres resultats amb altres
estudis perqué la magnitud de la resposta varia en funcié de I'estrés aplicat. En el cas concret de
'orada (S.aurata), 'exposicié a I'aire produeix un augment de 50 vegades en les concentracions
de cortisol plasmatic (Arends i col. 1999); en canvi, pateix un augment inicial en la concentracio de
cortisol plasmatic de fins a 8 vegades respecte el control quan se li aplica un estrés per
confinament durant més de 24 hores (Arends i col. 1999) perd només de 3 vegades després de

dos dies de confinament (Tort i col. 1996).

Cal tenir en compte que la magnitud de la resposta també varia en funcié de I'espécie
estudiada. La resposta de la perca americana (P.flavescens) a un estrés agut de 30 segons
d’exposicio a I'aire amb xarxa és un augment de 24 vegades els nivells de cortisol i de 3,5 vegades
després de manipulacié o d’injeccié salina (Haukenes i Barton 2004) i en el cas de la perca

europea (P.fluviatillis) el transport augmenta 3 vegades els valors de cortisol (Acerete i col. 2004).

Els nivells de cortisol maxims en el nostre experiment es van observar sis hores després de

la injeccié de 4 mg/kg de LPS, la qual cosa coincideix amb la resposta de la perca americana,
P.flavescens (Haukenes i Barton 2004) mentre que a la truita irisada, O.mykiss, els valors maxims

es van trobar a les 8 hores aplicant una dosi més baixa (Holland i col. 2002).
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Pel que fa als valors humérics maxims de cortisol plasmatic, la resposta també és diferent
en funcid del tipus d’estrés aplicat i de I'especie estudiada. Fins i tot en el nostre estudi, véiem que
dues dosis d’'un mateix estimul estressant (4 o 8 mg/kg de LPS) van donar valors maxims diferents
de cortisol plasmatic (figura 11.1-2). Generalment, els augments en els nivells de cortisol plasmatic
en peixos en resposta a un estrés agut tendeixen a estar entre 30 i 300 ng/ml segons les espécies,
mentre que en el nostre estudi amb I'orada, els nivells de cortisol han sobrepassat els 500 ng/mi
sis hores després de I'estimulaci6 amb LPS. Es la primera vegada que es troben valors tant
elevats en I'orada perd no és exclusiu d’aquesta espécie. També s’han trobat valors molt alts en
altres espécies, és el cas del llobarro estriat (Morone saxatilis), per exemple, després de fer
exercici o d’'un estrés per manipulacio arriba a assolir valors de 400 ng/ml (Cech i col. 1996). Dues
hores després d’'un estrés agut per manipulacié els nivells de cortisol de la perca europea
(P.fluviatilis) augmenten fins a 121 ng/ml (Acerete i col. 2004). El transport, per exemple, indueix
rapides elevacions en el cortisol plasmatic de 100 a 160 ng/ml en 15-30 minuts de captura a
peixos juvenils de corvina ocel-lada (Sciaenops ocellatus) (Robertson i col. 1988) i provoca uns
nivells maxims de cortisol de 150 ng/ml a la perca europea (P.fluviatilis) una setmana després del
transport (Acerete i col. 2004). D’altra banda, altres espécies de peixos mostren una reactivitat
més baixa: la perca americana (P.flavescens) després de 30 segons de manipulacié amb xarxa i
exposicio a I'aire augmenta els nivells de cortisol fins a 85 ng/ml, o fins 30-35 ng/ml després de
manipulacié o d’injeccidé salina (Haukenes 2001). L’esturio siberia (Acipenser baeri) sotmés a
modificacions severes en la pressié parcial d’'oxigen a 'aigua durant 30 min, només arriba a valors
de 30 ng/ml de cortisol plasmatic (Maxime i col. 1995).

En conjunt, les discrepancies que es troben en la literatura en relacié a la magnitud i la
intensitat de la resposta probablement es deuen a les diferéncies entre espécies, als métodes
aplicats per determinar 'augment els nivells de cortisol, als métodes de mostreig, a canvis
estacionals i diaris, al fotoperiode, a condicions nutricionals o, fins i tot, a I'estat de maduracié

sexual de I'animal (Mommsen i col. 1999).

També les respostes del sistema immune soén diferents segons si I'administracio
d’endotoxina es fa in vivo o in vitro. Per exemple, in vivo el LPS estimula I'eix HPI en peixos induint
respostes inflamatodries i augmentant I'alliberacié d’ACTH i cortisol (Holland i col. 2002; Balm 1997)

perd in vitro el LPS no té efectes en 'estimulacié de la produccié de cortisol (Balm i col. 1995).

La resposta de I'eix HPI també podria ser diferent segons el tipus d’injeccié. Els nostres
resultats concorden amb I'estudi de Grinevich fet en rates (Grinevich i col. 2001) on una Unica
injeccio aguda de LPS augmenta la secrecio de cortisol plasmatic. A més, la resposta de I'eix HPA
a una injeccio repetida de LPS en rates disminueix els nivells de cortisol (Grinevich i col. 2001)

pero no s’han estudiat encara aquestes respostes en peixos.
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5.2.3.2. Apartat b) Expressié del receptor glucocorticoide de cortisol sota els efectes de la

injeccié de LPS en I'orada (Sparus aurata).

Al principi del nostre treball, la majoria d’estudis en relacié al receptor de cortisol en peixos
s’havien centrat en experiments d’immunocompeténcia i expressid o exclusivament en el seu
clonatge (Sturm i col. 2005; Terova i col. 2005; Bury i col. 2003; Dean i col. 2003; Vijayan i col.
2003; Marsigliante i col. 2000; Weyts i col. 1998; Tagawa i col. 1997; Knoebl i col. 1996, Ducouret i
col. 1995). Recentment s’ha demostrat I'existéncia del receptor de tipus | o mineralocorticoide
(MR) (Sturm i col. 2005; Greenwood i col. 2003; Sloman i col. 2001; Colombe i col. 2000) perd en

el moment de comencar els experiments només s’havia estudiat el receptor glucocorticoide.

S’han dissenyat préviament diferents models experimentals per a estudiar el comportament
del GR en peixos sotmesos a estrés, de manera que s’han pogut descriure diferents mecanismes.
Per exemple, que l'adaptacié a l'aigua marina de la tilapia de Mogambic (Oreochromis
mossambicus) va acompanyada d’una regulacié positiva del nombre de receptors glucocorticoides
intracel-lulars a les branquies (Dean i col. 2003). O que l'estrés pot promoure I'associacio entre la
hsp70 (heat shock protein 70) i el GR (Basu i col. 2003). Fins i tot, que 'administracié cronica de
cortisol afecta el contingut de GR al fetge de la truita irisada (Oncorhynchus mykiss) (Vijayan i col.
2003).

De tota manera, no hi havia estudis de cap tipus amb el receptor gucocorticoide en I'orada
perqué no s’havia clonat. Nosaltres hem clonat el GR de l'orada (capitol |) i posteriorment hem
volgut analitzar els canvis en la seva expressié en una seleccio representativa de diferents teixits,
després d’un estrés per injeccio de LPS i la seva regulacio al llarg del temps.

Som conscients de les limitacions que comporta una quantificacié per densitometria com la
que s’ha dut a terme en el nostre estudi perqué no és una quantificacid estandaritzada com
podrien ser-ho altres técniques com la PCR a temps real o el Northern blot. De tota manera,
aquesta semiquantificacié ha estat utilitzada en estudis d’aquest tipus (Greenwood i col. 2003) i
s’ha considerat prou valida fins que no han aparegut les noves técniques moleculars. A més, en el
nostre estudi, ens permet donar indicis de la tendéncia en I'expressido del receptor de
glucocorticoides (GR) en l'orada. En concret, ens permet analitzar I'expressido d’aquest gen
després d’una estimulacié immunolodgica per injeccio d’endotoxina. Aixi doncs, els nostres resultats
mostren que el GR esta expressat a tots els teixits estudiats, la qual cosa concorda amb resultats
préviament estudiats al nostre laboratoti (capitol ). Ponderant I'expressié del GR amb el control
positiu de pB-actina veiem que, a més, la resposta del receptor al llarg del temps era especifica de
cada teixit (figures I1.1-3-11.1-8):

v En el cervell va augmentar progressivament a partir de les 12 hores després de la injeccio
immune, moment en que els nivells de cortisol plasmatic comencen a disminuir i recuperar-se
després del pic d’alliberacié. El cervell regula l'alliberacié de cortisol a circulacié sanguinia després
d'un estrés immune d’aquest tipus. La resposta tardana del GR en el cervell podria estar

relacionada amb la regulacié negativa que el cortisol exerceix en aquest teixit a nivell hipotalamic i
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hipofisari. No obstant, en els ultims anys, s’estan estudiant uns receptors de membrana al cervell
que permeten l'accié rapida dels glucocorticoides per mecanismes no gendmics (Tasker i col.
2005; Borski 2000).

v En lintesti posterior, I'expressio del receptor també va augmentar progressivament a partir
de les 12 hores després de la injeccié immune, com en el cas del cervell i, en canvi, la resposta del
receptor a l'intesti anterior va ser més rapida. Es possible que la resposta fos més rapida a la part
anterior de l'intesti perqué estad més a prop del lloc d’injeccié de LPS. De tota manera, I'intesti
posterior també esta implicat en la regulacié del GR.

v' Els nivells d’expressié en la branquia van augmentar a les 12 i 24 hores pero van disminuir
posteriorment. La resposta de la branquia va ser totalment inesperada perqué esperavem que
I'expressié del GR fos elevada ja que és un dels teixits claus en la resposta immune. Possiblement
la resposta del receptor hauria estat més intensa si haguéssim aplicat un estrés osmotic o sali o
una infeccio per immersié en lloc de per injeccié ja que la branquia esta implicada en processos
osmoregulatoris 0 en I'entrada dels patdgens de l'aigua (Dean i col. 2003; Marsigliante i col. 2000;
Tagawa i col. 1997).

v Al rony6 anterior, els nivells d’expressié van augmentar a les 12 i 24 hores perd van
disminuir posteriorment. Aquest drgan en peixos concentra I'accié dels sistemes nervids, immune i
endocri perqué s’encarrega de l'alliberacié de cortisol i catecolamines i, a més, té funcions
hematopoiétiques.

v' La melsa esta involucrada en la resposta immune innata dels peixos (Tort i col. 2003). Era
esperable doncs que respongués a la injeccid 12 hores després i mantingués una resposta més
constant en els nivells d’expressio.

v En el fetge vam trobar nivells més o menys constants del GR, a diferencia de la resta de
teixits, i una disminucié en I'expressio 72 hores després d’aplicar I'endotoxina. Els glucocorticoides
mobilitzen energia augmentant la hiperglucémia estimulant la gluconeogénesi hepatica. Aquests
efectes necessariament han de ser més rapids i podrien estar relacionats amb una resposta no

genomica del cortisol (Borski 2000).

Si comparem en paral-lel els nivells del cortisol plasmatic amb els nivells d’expressié del GR
podem veure que, en general, sembla existir una correlacié inversa entre tots dos, que concorda
amb estudis previs (Mommsen i col. 1999; Weyts i col. 1998). En el nostre estudi els animals
recuperaven els nivells de cortisol plasmatic 12 hores després de la injecci6 immune i, en la
majoria de teixits estudiats (cervell, melsa, pronefros, branquies i intesti posterior), és a partir
d’aquest punt on trobem I'augment en I'expressio del GR. Anteriorment no s’havia estudiat la
resposta del GR a la infeccié per endotoxina en peixos; el que hem trobat amb el nostre estudi és
que quan la hormona no es detecta en el plasma comenga I'activacié del receptor a nivell cel-lular i

de manera especifica a cada teixit.
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5.2.2.3. Apartat c) Expressié de gens immunes sota els efectes de la injeccié de LPS en

diferents teixits de I'orada (Sparus aurata).

Les comunicacions immuno-endocrines en els vertebrats sén importants per a poder
mantenir I'equilibri del medi intern després d’estar sotmesos a una situacio estressant (Engelsma i
col. 2002; Haddad i col. 2002; Harris i Bird 2000; Turnbull i Rivier 1999; Weyts i col. 1999; McEwen
i col. 1997; Wendelaar Bonga 1997; Wedemeyer i col. 1990). La inflamacio, en particular,
desencadena una resposta generalitzada de tot 'organisme per tal de mantenir aquest equilibri
homeostatic. Ens vam fixar en diferents gens immunes, que s’estavem utilitzant al laboratori per
altres estudis i amb altres finalitats. Els vam estudiar en uns teixits concrets, alguns amb funcions
principalment immunes, per a estudiar la resposta global després d’'una estimulacié immunologica
per injeccid d’endotoxina i la possible relacié entre els sistemes immune i endocri. Tot i que, en
aquest estudi, al igual que en I'estudi anterior, estem limitats per la quantificacio per densitometria
creiem que aquests resultats donen les primeres aproximacions de les comunicacions entre
ambdds sistemes després de I'estimulacié immune (figura 11.1-9). Aquest experiment fet a ronyo
anterior, melsa, intesti anterior i branquies confirma, per primera vegada, que aquests teixits

expressen gens immunes a l'orada, els quals estan modulats per LPS.

Els glucocorticoides, un cop secretats, regulen la resposta inflamatoria inhibint, per
retroalimentacié negativa, la produccié de citoquines induides pel LPS (Haddad i col. 2002),
principalment la IL1p i el TNFa. En el rony6 anterior, que justament és I'dorgan encarregat de
produir cortisol en peixos, es veu molt clarament i de manera immediata aquesta regulacié
negativa ja que no es detecta expressio de la interleuquina 1 beta (IL1 B). La IL1B s’ha clonat en
els ultims 5 anys a diferents espécies de peixos: la truita irisada, Oncorhynchus mykiss (Wang i
col. 2004; Zou i col. 1999a), la carpa, Cyprinus carpio (Engelsma i col. 2001), el llobarro,
Dicentrarchus labrax (Scapigliati i col. 2004), el gatvaire denticulat, Scyliorhinus canicula
(AJ251201, Bird 1999), el bacalla, Gadus morhua (AJ535730, Rannem 2005), el carpi vermell,
Carassius auratus (AJ249137, Bird 2005), el salmo, Salmo salar (AY617117, Lindenstrom 2004) i,

fins i tot, I'orada, Sparus aurata (Pelegrin i col. 2001). Malgrat aixd, encara no s’han fet prou

estudis funcionals amb aquesta citoquina. S’havia demostrat que una injeccié bacteriana o de LPS
com l'aplicada en el nostre experiment indueix I'expressié de la IL13 en peixos (Pelegrin i col.
2004; Engelsma i col. 2002; Pelegrin i col. 2001; Zou i col. 2000; Zou i col. 1999a; Zou i col.
1999b). Concretament la resposta temporal a I'estimulacié amb LPS es dona entre les 2,5 i les 4
hores en leucocits de ronyd anterior a la truita (Zou i col. 2000). L’expressié de IL1B a ronyd
anterior en l'orada observada en el nostre treball contrasta amb aquests estudis i també amb
estudis previs fets en la mateixa espécie que mostren que la IL13 esta fortament estimulada

després de I'estimulacié amb LPS (Pelegrin i col. 2004).

El TNF-a s’ha clonat a diferents espécies de peixos com el fals halibut del Japé,

Paralychthys olivaceus (Hirono i col. 2001), la truita irisada, O. mykiss (Laing i col. 2001), la truita


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=57283084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=7957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=38143018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=47607480
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de rierol, Salvelinus fontinalis (Bobe i Goetz 2001), la carpa, C. carpio (Saeij i col. 2003) i també a
l'orada, S. aurata (Garcia-Castillo i col. 2002). Respecte els estudis funcionals previs, s’ha vist que
el LPS in vitro, a la truita comu (Salmo trutta), indueix I'expressié de TNFa a macrofags i monocits
(MacKenzie i col. 2003) i en leucocits primaris aillats (Hirono i col. 2001; Laing i col. 2001). En
general, exceptuant els macrofags, en peixos no queda massa clar quins altres tipus cel-lulars sén
capagos d’expressar TNFa. La resposta del factor de necrosis tumoral (TNFa) trobada al rony6
anterior en el nostre experiment és una mica més lenta que la de la IL1p perd també disminueix la
seva expressio. A salmonids s’ha vist que el TNFa esta expressat de manera constitutiva a ronyé
anterior i branquies i és induit per LPS en leucocits aillats de rony6 anterior (Laing i col. 2001) i els

resultats trobats a 'orada concorden amb el model de salmonids.

En general, 'augment de cortisol plasmatic que nosaltres hem detectat probablement és
degut a I'accié de les citoquines proinflamatories alliberades en resposta al LPS que estimulen I'eix
HPI a nivell hipotalamic i pituitari (Holland i col. 2002; Balm 1997) perd s’hauria de fer un

seguiment temporal més seguit en els primers moments després de la injeccio.

Els resultats d’aquest experiment permeten dir que tots els teixits estudiats estan participant
d’alguna manera en la resposta immune. La melsa, teixit involucrat en la resposta immune innata
dels peixos (Tort i col. 2003), mostrava canvis en I'expressioé de tots els gens immunes estudiats
després d’una injeccié d’endotoxina. A lintesti anterior augmenta I'expressié de tots els gens
estudiats practicament des de l'inici de la infeccié; en aquest teixit es detecten canvis en
I'expressié del PPARy mentre a la resta de teixits els seus nivells d’expressié son basals. Aquest
resultat concorda amb estudis previs fets en el salmé atlantic (Andersen i col. 2000) que mostra
I'existéncia de multiples variants de PPARy al fetge, perd també es veu una expressié basal a la
melsa, ronydé i branquies. La resposta més generalitzada a lintesti anterior podria estar
relacionada amb la proximitat fisica al lloc de la injeccio. La resposta a les branquies és més
rapida en tots els gens estudiats ja que, degut al medi en el que viuen, és la via d’entrada de

moltes infeccions bacterianes i requereix respondre immediatament.

A l'orada s’han clonat altres gens immunes com la proteina Mx (Tafalla i col. 2004), la catD
(Carnevali i col. 1999) o el PPARy (Leaver i col. 2005) perd no s’havia estudiat la resposta
d’aquests gens a una injeccié d’endotoxina. Donada la resposta de la proteina Mx que nosaltres
hem trobat suggerim que pot tenir un paper en la defensa antibacteriana en peixos a més de la
seva funcié antiviral. La catepsina D també participa en el sistema immune innat perqué respon
positivament a un estimul de LPS en l'orada la qual cosa concorda amb la resposta de la truita
(Goetz i col. 2004a).

En general, existeix una correlacio inversa entre els nivells de cortisol plasmatic i I'expressio
del GR (cervell, melsa, pronefros, branquies i intesti posterior) (apartats a i b). Analitzant en

paral-lel els nivells d’expressié del GR amb els canvis en I'expressio de les citoquines al llarg del



Capitol ll-experiment 1 98

temps en els mateixos teixits, veiem que, a la melsa, quan hi ha un augment d’expressi6 del GR es
dona una disminucié de I'expressio del TNFa i la IL1B. A la resta de teixits la resposta no és tan

clara i podria ser més tardana.

Aquest estudi ha analitzat, per primera vegada, la resposta de diferents gens immunes i
endocrins a I'orada després d’una injeccié d’endotoxina. Arribats a aquest punt, i considerant els
resultats obtinguts amb aquest experiment, vam decidir utilitzar un model experimental in vitro. El
proposit inial d’aquest nou experiment era establir que la resposta de I'animal a la injecci6 de LPS
era connsequéncia de la relacié entre la via de transduccié de senyals NFxB i el receptor

glucocorticoide (GR), en definitva, dels sistemes immune i endocri.
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5.3. EXPERIMENT 2: Expressié diferencial del receptor glucocorticoide i
altres gens immunes en un cultiu primari d’hepatocits d’orada (Sparus

aurata).

5.3.1. MATERIALS | METODES.

5.3.1.1. Animals experimentals.

Per realitzar I'estudi vam obtenir aproximadament 200 orades sexualment immadures
(Sparus aurata) de 98,64 + 2,96 g de pes corporal de la piscifactoria Granja Marina del Masnou
(Masnou, Barcelona). Els peixos es van transportar fins les instal-lacions de la Universitat
Autdbnoma de Barcelona on es van estabular a una densitat de manteniment de 7 kg/m3 en dos
tancs circulars de fibra de vidre. Aquests tancs tenen una capacitat total de 1000 L i el sistema de
circulacio d’aigua tancat manté un flux constant de 3000 L/h a través d'un biofiltre que conté
bacteris nitrificants per neutralitzar els efectes toxics dels residus amoniacals generats pel propi
metabolisme de I'animal. Els tancs experimentals estaven parcialment coberts amb xarxes fosques
i es va mantenir un fotoperiode constant de 12 h L: 12 h D (comengant a les 7 h). Es van mantenir
en aquestes condicions d’aclimatacié durant un minim de dues setmanes abans de linici dels

experiments.

Durant el periode d’aclimataci6 i durant els experiments els nivells d’amoni es van mantenir
entre valors de 0,001 a 0,0,86 mg/L, els nivells de nitrit entre 0,001 i 0,054 mg/L i el rang de pH

entre 7,02 i 7,9. La temperatura de I'aigua es va mantenir als 16 °C i la salinitat entre el 33-35%o .

Els peixos s’alimentaven cada dos dies amb una dieta comercial (Skretting winter D4,
Nutreco, Burgos) aproximadament a una dosi de manteniment de 0,5% del pes corporal/dia, fins a
les 24 h prévies al comengament dels experiments perqué els periodes de menja podrien interferir

en les nostres mesures.

Passat el temps minim d’adaptacié, vam agafar 3 peixos a l'atzar per a cadascun dels

cultius d’hepatocits (n=3 en cada experiment).



Capitol Ill 100

5.3.1.2. Cultiu d’hepatocits.

L’aillament dels hepatocits es va fer segons el protocol de Mommsen amb petites
modificacions (Mommsen i col. 1994). El protocol consistia, en primer lloc, en anestesiar I'animal
amb fenoxietanol (0,75ml/L) i heparinitzar-lo per injeccié intraperitoneal (10000 U/kg, Lithium
heparin, Deltalab) per tal de facilitar la posterior sortida de la sang. Després d’uns minuts es va
procedir a la disseccié ventral des de l'anus fins al peritoneu per exposar el fetge, treballant

sempre en condicions esteérils.

S’exposa la vena intestinal posterior i es va introduir una canula de 22G (0,9x 25mm)
(Vasocan Braunlile, Braun) fins que es troba una lleugera resisténcia (aproximadament a 5 mm del
fetge), es fixa amb puntes de xeringa per evitar que es mogués. Es col-loca un tub de silicona
esteéril de Intrafix Primeline Classic (Braun) de 3 mm de diametre intern i 4 mm de diametre extern i
es connecta a la bomba de perfusié. Es procedi a perfondre el teixit a 0,5 ml/min durant 25-30
minuts a temperatura ambient amb tampé | (136,9 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 0,81 mM MgSQO,, 0,44
mM KH,PQO, 0,33 mM Na, HPO,, 10mM Hepes, 5 mM NaHCO;, pH 7,63 i 0,355 mOsm/kg) per
eliminar el maxim de cél-lules sanguinies. Es va treure el cor al cap d’'una estona d’haver

comengcat a perfundir i es va fer un lleuger massatge per facilitar la sortida de la sang.

Després es continua la perfusié amb tampé I, que consisteix en tampé | més 0,125 mg/ml
col-lagenasa IV (Clostridium histolyticum, Sigma) per digerir el fetge i eliminar el col-lagen
intercel-lular, durant 25-35 minuts més a temperatura ambient (fent massatge al fetge al principi del
canvi de medi). Quan comencgaven a sortir esquerdes, es va treure el fetge vigilant de no petar la
vesicula biliar i es col.loca en una placa de Petri amb 10 ml de tampd |. Posteriorment, es continua
amb la disrupcié mecanica, tallant el teixit en trossos petits amb una ganiveta per facilitar la sortida
de les cel-lules. Es disgrega amb pipetes de diferents mides i es van fer passar les cél-lules a
través d’'una malla estéril (100 um), recollint-les en un tub falcon de 50 ml amb tampé | fins a un
volum final de 15 ml. Centrifugarem les cél-lules suament durant 2 min a 1000 r.p.m. Vam
descartar el sobrenedant i es va barrejar el pellet amb 15 ml de tampd Il (tampd | més 2% BSA,
1,5 mM CaCl,). Aquest rentat es repeteix fins que el pellet és rosat-blanquinds. Després del darrer
rentat es van resuspendre les cél-ules en medi de cultiu (DMEM, PAA Laboratories) suplementat
amb 10% FCS (PAA Laboratories) i 1% antibiotic (primocin, Invivogen). Les cél-lules s’incubaren a
18 °C en plaques de 6 pous tractades amb poli-L-lisina (Sigma) plaquejant 2 ml/pou i permetent-

les créixer en monocapa.

El recompte cel-lular era de 20x10° celiml i es comprova que la viabilitat cel-lular fos > 90%
pel métode del blau de tripa (trypan blue method). Canviavem el medi de cultiu cada 24-48 hores,

fins el moment de fer els tractaments experimentals, és a dir, 72 hores després del cutliu.
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5.3.1.3. Disseny experimental.

Les cél-lules en cultiu van patir tres tractaments diferents:

- TNFa recombinant d’orada (rTNFa, Murcia). La concentracid inicial era de 250 ng/ul, es
va diluir amb solucio salina estéril fins aconseguir una concentracié d’assaig de 0,1, 10 i 100 ng/ml,

es va aplicar 2 pl/pou.

- Cortisol (hidrocortisona). La concentracio inicial era de 500 ng/ml preparada amb etanol

pur. Les concentracions d’assaig van ser 5, 100 i 500 ng/ml aplicant 2 pl/pou.
- Control: vehicle, el mateix volum (2 ul) que a les cél-lules tractades.

Es va recollir mostra 12 hores després de l'aplicacié de l'estrés per a totes les dosis
d’assaig. També es va fer un seguiment al llarg del temps, recollint mostra després de 1, 3, 6 i/o 12

hores unicament després d’'aplicar les dosis 10 ng/ml de rTNFo. i 500 ng/ml de cortisol.

La recollida de mostres consistia en extreure el maxim de medi de cultiu de cada pou per tal
de quedar-nos unicament amb les cél-lules adherents, i aplicar el tri-reagent (M.C.R.) directament
a la placa (apartat 5.3.1.4., extraccié de RNA). Per cada tractament es va recollir mostra de 3 pous

i es van homogeneitzar juntes com si es tractés d’una Unica mostra.

5.3.1.4. Técniques analitiques.

5.3.1.4. A) Extraccié de RNA.

Les extraccions de RNA total dels cultius es van fer, de manera independent, utilitzant un
meétode de purificacié estandaritzat per la casa comercial (Molecular Center Research, M.C.R.). El
protocol consistia en homogeneitzar les cel-lules en 1 ml de tri-reagent (M.C.R.) per cada 5-10x10°
cél-lules en cultiu. Després, la fase d’extraccio es va fer amb cloroform (Sigma), es va precipitar
amb isopropanol (Sigma) i es renta el precipitat amb etanol (Scharlau) al 75%. Les mostres es van
dissoldre amb aigua tractada amb DEPC i la concentraci6 es va mesurar i calcular per

espectrofotometria (BiomateT'\’I 3 Series Spectrophotometers, Thermo Spectronic).

Per comprovar l'estat dels RNAs, es van fer electroforesis en gels d’agarosa a 1'% en

tampd MOPS i amb el marcador de pes molecular (0,24-9,5 Kb RNA ladder, Invitrogen).
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5.3.1.4. B) Reaccions de RT-PCR.

Vam utilitzar 5 ng de RNA de cadascun dels tractaments del cultiu anteriorment descrits per
retrotranscriure’ls a cDNA segons el protocol de la Transcriptasa Reversa SuperScript |l

(Invitrogen) a una concentracio estoc d’enzim de 200 U/uL, en un volum final de reaccié de 20 pl.

Els productes de la retrotranscripcid es van amplificar per la reaccié en cadena de la
polimerasa, PCR (Minicycler MJ Research) a partir de 2 ul de cDNA de cada teixit. Cada reaccio
de RT-PCR contenia a més del cDNA, 1 pul de cada encebador (10 uM, Bonsai technologies, taula
11.2-2), 2 pl de clorur de magnesi (Cl,Mg, 50 mM, Biotools), 1 ul de dNTPs (10 mM, Biotools), 0,5 pl
de dTT (1M, Invitrogen) i 2 unitats/ul de Taqg DNA polimerasa (Biotools) amb 5ul del tampé
especific per aquest enzim i la reaccié es va ajustar a un volum final de 50 ul amb aigua tractada
amb DEPC.

Els gens estudiats en aquest treball van ser el receptor glucocorticoide (GR), la
interleuquina-1 beta (IL183), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la catepsina D (catD), el
receptor activat proliferador de peroxisoma gamma (PPARYy) i el 18S com a control positiu de la

reaccio.

Les condicions de la reaccié de RT-PCR per a cada gen concret estan indicades a la taula

seguent:

Cicles Programa GR TNF-a IL-1B
1 Desnaturalitzacio 95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min
35 Desnaturalitzacio 95°C 30's 95°C 45 s 95°C 45 s
35 Aparellament 55°C 30 s 57°C45s 57°C45s
35 Extensio 72°C 1 min 72°C 1 min 72°c 1 min
1 Extensio final 72°C 5 min 72°C 5min 72°C 5min
Cicles Programa PPARy Cat-D 18S
1 Desnaturalitzacio 95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 5 min

35 Desnaturalitzacio 95°C 45s 95°C 45s 95°C 30 s

35 Aparellament 57°C45s 57°C45s 55°C 30s
35 Extensio 72°C 1 min 72°C 1 min 72°C 1 min
1 Extensio final 72°C 5min 72°C 5 min 72°C 10 min

Taula 11.2-1: Programes d’amplificacié per RT-PCR dels diferents gens de I'orada (Sparus aurata): receptor glucocorticoide
(GR), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interleuquina 1 beta (IL1B), receptor de peroxisoma proliferador activat

gamma (PPARYy), catepsina D (CatD), i el 18 S com a control positiu de la reaccio.
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Totes les reaccions tenien un control negatiu (aigua tractada amb DEPC) i un control positiu
(18S).

La composicio nucleotitica dels encebadors utilitzats per a les amplificacions d’aquests gens

estan representats en la taula 11.2-2:

Encebadors Composicioé nucleotidica T
GR-E Fw 57— AGTGCTCCTGGCTGTTYCTNATG- 3 62,4°C
GR-E Rv 57— TTTCGGTAATTGGTTGCTGATGAT-3” 57,6°C
TNFa Fw 57 -TCGTTCAGAGTCTCCTGCAG-3~ 59,4°C
TNFa Rv 57 -AAGAATTCTTAAAGTGCAAACACACCAAA-3” 59,6°C

IL18 Fw 57 -ATGCCCCAGGGGCTGGGC-3” 65,1°C
IL18 Rv 57 -CAGTTGCTGAAGGGAACAGAC-3~ 59,8°C
PPARy Fw 57 -ACTACACCTCCATCTCCTCC-3" 59,4°C
PPARy Rv 57 -TGTGACATGCCGACATTGAG-3~ 57,3°C
CatD Fw 57 -TACGACGCGGAGAATGACAC-3~ 59,4°C
CatD Rv 57 -GAGGAAGGAGCAGTGAATGGA-3” 59,8°C
18S Fw 57 -CGAGCAATAACAGGTCTGTG-3~ 57,3°C
18S Rv 57 -GGCAGGGACTTAATCAA-3~ 50,4°C

Taula 11.2-2: Composicié nucleotidica i temperatures d’aparellament de cadascun dels encebadors utilitzats per a les
amplificacions per RT-PCR dels diferents gens immunes de I'orada (Sparus aurata): receptor glucocorticoide (GR), factor

de necrosis tumoral alpha (TNFa), interleuquina 1 beta (IL18), receptor activat proliferador de peroxisoma gamma (PPARY),

catepsina D (CatD) i el 18 S com a control positiu de la reaccié. Fw: forward, Rv: reverse.

Els diferents productes de les tres reaccions de RT-PCR es van fer correr en un gel
d’agarosa a I'1% en tampé TAE tenyit amb bromur d’etidi a una concentracié de 0,5 pg/ml (Sigma)

i amb el marcador de DNA de 100 pb (Ready-Load™, Invitrogen).

5.3.1.5. Analisi estadistica.

Les diferéncies entre grups en el cortisol plasmatic es van analitzar per analisi de varianca
d'una via (ANOVA), transformant les dades per fer-les homogénies mitjangcant conversio

logaritmica.

Posteriorment, les diferéncies entre dades es van determinar per proves a posteriori DMS
(diferencia menys significativa). Es considera estadisticament significatiu quan p< 0,05. Els valors

(n=5) es representen com a mitjanes + I'error estandard (S.E.M).
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5.3.2. RESULTATS.

La figura I1.2-1 mostra I'evolucié del cultiu primari d’hepatocits en 'orada des de les hores
immediates posteriors de I'extraccio fins el moment d’aplicar els diferents tractaments. Les figures
mostren com, a mida que va passant el temps, els hepatocits es van assentant en el substrat de

polilisina i formen grups estables de 2-10 ceél-lules .

6 hores 24 hores 48 hores

Figura 11.2-1: Evolucié dels cultius primaris d’hepatocits d’orada (Sparus aurata) crescuts en polilisina, des de les poques

hores de la seva extraccié (6 hores) fins el moment d’aplicar els tractaments (48 hores).

Un cop optimitzat el métode d’aillament i manteniment del cultiu primari d’hepatocits de
I'orada es van aplicar diferents tractaments 48 hores després de la seva extraccid. Aixi doncs, vam
aplicar independentment 0,1 ng/ml de rTNFa o 100 ng/ml de cortisol i es va mirar la resposta de
diferents gens en 'orada 12 hores després de I'estimulacié (figura 11.2-2). Els gens d’interés soén el
receptor glucocorticoide (GR), el factor de necrosi tumoral alfa (TNFa), la interleuquina 1 beta
(IL1B), el receptor activat proliferador de peroxisoma gamma (PPARYy), la catepsina D (catD) i el

18S com a control positiu de la reaccid.

GR TNFa IL1B PPARy CatD 18S

C T Cii C T Cii C TCt C T Cii C TCi C TCt

Figura I1.2-2: Expressio6 dels diferents gens estudiats a hepatocits d’orada, 12 hores després d’aplicar vehicle pels controls
(C), 0,1 ng/ml de rTNFa. (T) o 100 ng/ml de cortisol (Cti). Els gens d’estudi sén el receptor glucocorticoide (GR), el factor de
necrosi tumoral alfa (TNFa), la interleuquina 1 beta (IL1p), el receptor activat proliferador de peroxisoma gamma (PPARYy),

la catepsina D (catD) i el 18 S com a control positiu.
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La resposta de cadascun dels gens va ser especifica segons el tractament aplicat (figura
11.2-2):

e Pel que fa al GR i la catD no es detecten canvis en la seva expressié 12 hores després del
tractament amb 0,1 ng/ml de rTNFa respecte el control. En canvi, es disminueix I'expressié 12

hores després del tractament amb 100 ng/ml de cortisol.

e L’expressio del TNFa disminueix 12 hores després del tractament amb 0,1 ng/ml de rTNFa
respecte el control. D’altra banda, no es detecten canvis amb el control 12 hores després del

tractament amb 100 ng/ml de cortisol.

e La IL1B i i el PPARy augmenten lleugerament la seva expressio després del tractament
amb 0,1 ng/ml de rTNFa. i practicament no es detecten 12 hores després del tractament amb 100

ng/ml cortisol.

Posteriorment es van provar independentment dues dosis de rTNFa (10 o 100 ng/ml) i
dues dosis de cortisol (5 o 500 ng/ml) i es va mirar I'expressié dels mateixos gens 12 hores

després d’aplicar el factor estressant (figura 11.2-3).

rTNFa cortisol

500 ng/ml

C 10 100 5
R
TNFG - —
L I e
i

PPARy

CatD — | —

Figura I1.2-3: Expressio6 dels diferents gens estudiats a hepatocits d’orada, 12 hores després d’aplicar vehicle pels controls
(C), 10 0 100 ng/ml de rTNFa i 5 0 500 ng/ml de cortisol. Els gens d’estudi sén el receptor glucocorticoide (GR), el factor de
necrosi tumoral alfa (TNFa), la interleuquina 1 beta (IL1p), el receptor activat proliferador de peroxisoma gamma (PPARYy),

la catepsina D (catD) i el 18S com a control positiu.

En aquest cas, hem vist que la resposta d’alguns dels gens estudiats és diferent segons la
dosi aplicada (figura 11.2- 3):

= Pel que fa al GR i al TNFa no mostren diferéncies amb el grup control amb cap de les

dosis de rTNFa aplicades. En canvi, les respostes de les dosis de cortisol estudiades son diferents
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entre si; es mantenen igual que el grup control 12 hores després d’aplicar la dosi de 5 ng/ml perd
disminueixen, el GR practicament ni es detecta, 12 hores després d’aplicar la dosi de 500 ng/ml de

cortisol.

" D’altra banda, la IL18 i la catD no mostren diferéncies amb el grup control amb la dosi de
10 ng/ml de rTNFa perd disminueixen amb la dosi de 100 ng/ml de rTNFa. Pel que fa a la resposta

després del tractament de cortisol, practicament no es detecten aquests gens i tampoc el PPARy.

Finalment, es va fer un seguiment al llarg del temps unicament del receptor glucocorticoide

(GR) i del TNFa després d’aplicar 10 ng/ml de rTNFa 0 500 ng/ml de cortisol (figura 11.2-.4).

control rTNFo 10 ng/ml cortisol 500 ng/ml

th 3h 6h 12h 1h 3h 6h 12h 1h 3h 6h 12h

GR = i e R PR o S e
it e il | e e e e Eete (el e e ot

185 e e —— ———— | ————

control rTNFo 10 ng/ml cortisol 500 ng/ml

th 3h 6h 12h 1h 3h 6h 12h 1h 3h 6h 12h

1 _1_ LB T L Ll X1 l_
I
T8S e v e o ———— {————

Figura 11.2-4: Expressi6 del receptor glucocorticoide (GR) i el factor de necrosi tumoral alfa (TNFa) a hepatocits d’orada, 1,
3, 6 i 12 hores després d’aplicar vehicle pels controls (C), 10 ng/ml de rTNFa (rTNFa) o 500 ng/ml de cortisol. Per cada

punt es mostra també I'expressié del 18S com a control positiu.

. En aquest estudi de seguiment temporal veiem que en conjunt, I'expressié del GR és
bastant ténue en tots els tractaments. De tota manera, respon lleugerament a I'estimul de 10 ng/mi
de rTNFa 1 hora després de I'exposicio, es recupera posteriorment i es manté més o menys
constant fins I'dltim punt de mostreig. En canvi, quan apliqguen 500 ng/ml de cortisol I'expressié del
GR augmenta 3 hores després de I'aplicacio de l'estrés i torna als valors basals en les hores

posteriors (figura 11.2-.4).

o L’expressio del TNFa és més intensa fins i tot en els grups controls. En aquest cas, es veu
un pic d’expressid 6 hores després d’aplicar 10 ng/ml de rTNFa. En el cas de la resposta a 500
ng/ml de cortisol veiem que es doéna una disminucio en I'expressié 3 hores després d'aplicar el

tractament en comparacié amb la resta de punts de mostreig.
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5.3.3. DISCUSSIO.

S’han fet servir hepatdcits aillats de teleostis des de la década dels 80 perd cada espécie
presenta particularitats propies respecte els requeriments del sistema de cultiu per la
supervivéncia i funcionament optims de les cél-lules. Per exemple, en l'aillament d’hepatocits de
truita irisada (O. mykiss) s’ha vist que milloren les relacions cel-lulars si es fa servir CaCl, en el
medi de perfusio (Segner 1998). D’altra banda, en general, els cultius en monocapa permeten una
supervivéncia més elevada perd cada espécie mostra unes preferéncies concretes respecte el
substrat de cultiu. Per exemple, els hepatocits de la carpa (Cyprinus carpio) responen bé a
diferents tipus de substracte perqué es fan agrupacions cel-lulars estables amb facilitat i en el cas
de l'anguilla (Anguilla japonica) es formen principalment amb el substrat de fibronectina (Segner
1998). Per poder dur a terme aquest estudi amb orada, es va adaptar amb petits canvis un
protocol d’aillament d’hepatdcits (Mommsen i col. 1994). En aquest sentit, per exemple, nosaltres
vam provar dos substrats diferents en les plaques de cultiu: col-lagen (resultats no mostrats) i
polilisina. Les nostres proves ens van mostrar que els cultius d’orada, prefereixen la polilisina com
a substract, les cél-lules s’adhereixen i s’estabilitzen més rapidament i es manté elevada viabilitat

durant més temps.

Els hepatocits s’han utilitzat des de fa temps com a model cel-lular d’estudi per la seva
capacitat de regulacié en molts processos fisioldgics (Moon 2004). En concret, els cultius primaris
d’hepatocits de teleostis s’han utilitzat per a estudiar diferents aspectes de la seva estructura i
funcié, com per exemple, l'aclimatacié a la temperatura, la senescéncia de la cél-lula, les
interaccions cél-lula-cél-lula, el metabolisme lipoproteic, la sintesi de vitelogenina, I'expressié de
receptors hormonals, el metabolisme relacionat amb el citocrom P450, la toxicologia o la regulacié
endocrina (Segner 1998). També s’han utilitzat hepatocits en cultiu per veure la resposta de les
proteines del complex format amb el receptor de cortisol, hsp70 i hsp90 principalment, en resposta
a diferents situacions estressants (Basu i col. 2003; Basu 2001; Sathiyaa i col. 2001). Un dels
avantatges més importants en la utilitzacié d’aquest model experimental és que la manipulacié
d’hepatocits aillats in vitro facilita I'estudi de factors exdgens estudiats de manera independent o

combinats.

En peixos se sap que el LPS indueix I'expressié de citoquines proinflamatories,
concretament de TNFa en macrdfags diferenciats i mondcits i en leucdcits primaris aillats
(MacKenzie i col. 2003; Hirono i col. 2001; Laing i col. 2001). S’ha demostrat que en macrofags el
LPS indueix I'expressié de la IL1B per una injeccidé bacteriana o amb LPS (Pelegrin i col. 2004;
Engelsma i col. 2002; Pelegrin i col. 2001; Zou i col. 2000; Zou i col. 1999a; Zou i col. 1999b). A
I'orada, no augmenta I'expressio de TNFa en macrofags estimulats amb LPS (Garcia-Castillo i col.
2002). Pel que nosaltres sabem no s’havia estudiat I'efecte del LPS o de les citoquines que

produeix en altres tipus cel-lulars.
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Pel que fa a I'estudi del receptor glucocorticoide de cortisol, s’ha utilitzat previament aquest
teixit com a eina per clonar el GR o per comprovar que s’expressa en el fetge a diferents espécies
(Bury i col. 2003; Greenwood i col. 2003; Tagawa i col. 1997; Ducouret i col 1995). També s’havia
estudiat la seva resposta a diferents tractaments de cortisol en cultiu primari d’hepatocits (Sathiyaa
i Vijayan 2003; Vijayan i col. 2003). Nosaltres vam utilitzar el cultiu primari d’hepatocits per a
estudiar la resposta immune i endocrina a una situacié estressant endocrina i immune,

respectivament, i la possible interaccié entre ambdds sistemes.

En primer lloc, amb les dosis inicials provades vam veure com, en hepatdcits d’orada, gens
tipicament immunes (TNFo, IL1B i PPARY) responien a I'estimul immune aplicat (0,1 ng/ml de
rTNFa), augmentant o disminuint la seva expressio, perdo no a I'estimul endocri (100 ng/ml de
cortisol). En canvi, gens més endocrins (GR i catD) responien a I'estimul endocri, principalment
disminuint la seva expressid, perd no a I'estimul immune. Aquestes dosis utilitzades inicialment,
tant de rTNFa com de cortisol, eren dosis fisioldgiques tipiques utilitzades en aquests tipus
d’experiments en hepatodcits (Sathiyaa i Vijayan 2003; Panesar i col. 1999) perd no mostraven cap
tipus de relacié entre els sistemes immune i endocri. Donat que altres estudis havien provat també
altres concentracions en leucocits de ronyd anterior d’orada i en hepatocits de salmé (Garcia-
Castillo i col. 2004; Jgrgensen i col. 2000), vam decidir provar dues dosis més, tant de rTNFa (10 i
100 ng/ml) com de cortisol (5 i 500 ng/ml), per veure si la resposta era depenent de la concentracio
de I'estimul. En aquest cas, vam trobar que el GR i el TNFa disminuien la seva expressio amb la
dosi elevada de l'estimul endocri, mostrant ja algun tipus de relacié immuno-endocrina, perd no
responien a cap dosi de I'estimul immune. Excepte per a la catD, I'expressio de la resta de gens
immunes practicament no es detectava amb cap dels estimuls aplicats. Aquests resultats estaven
fets 12 hores després de I'aplicacid de I'estimul i era possible que la relacid6 entre ambdds

sistemes fos més rapida.

Finalment, vam fer un seguiment temporal unicament del GR i del TNFa per a determinar si
la resposta d’aquests gens estava regulada amb el temps. L'expressio del GR augmenta 3 hores
després d’'aplicar 500 ng/ml de cortisol mentre en hepatocits de la truita irisada I'augment del
mMRNA es detecta 24 hores d’aplicar cortisol (Sathiyaa i col. 2003). D’altra banda, I'expressié del
TNFa disminueix a les 3 hores del mateix tractament, resposta oposada a la del GR. Mirant en
paral-lel la resposta d’amdds gens queda demostrat finalment que el GR en peixos també esta
implicat en la resposta inflamatoria i, per tant, queden demostrades les interaccions entre la via

endocrina (concretament el paper del GR) i la via immune (principalment la resposta del TNFa.).

El nostre treball obre les portes cap a I'experimentacié amb altres tipus cel-lulars que no
siguin macrofags per a estudiar la resposta fisioldgica a estimuls immunes i endocrins i les

interaccions immuno-endocrines en peixos.
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6. CAPITOL IiI:

Respostes fisiologiques en la perca europea (Perca
fluviatilis, L.) sotmesa a estrées per transport i

manipulacio.
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6.1. INTRODUCCIO.

Els peixos en instal-lacions de cultiu intensiu estan continuament exposats a practiques de
maneig com la manipulacié o el transport, les quals comporten respostes estressants (Davis i col.
2002). Existeix molta bibliografia que ha analitzat la resposta dels peixos a factors estressants
tipics de les practiques aquicoles (Barton i col. 2000; Arends i col. 1999; Tort i col.1996; Waring i
col. 1996; Maxime i col. 1995; Braley i Andersson 1992). La majoria d’aquests estudis s’han dut a
terme en espécies aquicoles importants, especialment salmonids, perd altres espécies, com la
perca Europea (Perca fluviatilis), han rebut menys atencié tot i ser candidates potencials per a
'aquicultura en algunes ciutats europees. L’aquicultura de la P. fluviatilis s’ha introduit recentment
al sud d’Europa per diversos motius, entre d’altres, perqué existeix un mercat bastant bo a Europa
central i per 'important augment de la importacié de la perca del Nil (Lates niloticus) que ha

augmentat significativament el consum de la perca durant els darrers anys.

La resposta dels peixos a I'estrés es dona per diferents vies per tal de mantenir I'equilibri
intern (Wedemeyer i col. 1990). Alguns dels canvis fisiologics que estan implicats en la resposta a
I'estrés inclouen canvis en I'alliberament hormonal, i el metabolisme energétic (Carragher i Rees
1994; Barton i Iwama 1991), 'hematologia (Dethloff i col.1999) i 'osmolalitat (McDonald i Milligan
1997).

Una de les respostes primaries a I'estrés més acceptades és I'augment dels nivells de

cortisol en plasma (Ortufio i col. 2002; Barton 2002; Barton i lIwama 1991; Pickering i Pottinger
1989). Per aix0 és un dels parametres més utilitzats com a indicador de la resposta als factors
estressants, essent diferent la magnitud de la resposta en funcié del tipus d’estrés i I'espécie
d’estudi. Aixi per exemple, en l'orada, Sparus aurata, I'exposicié a 'aire produeix un augment de
50 vegades en les concentracions de cortisol plasmatic (Arends i col. 1999) pero dos dies de
confinament augmenten 3 vegades el cortisol en plasma en la mateixa espécie (Tort i col. 1996).
En canvi, en el turbot, Scopththalmus maximus, el confinament provoca un augment de 10

vegades en el cortisol plasmatic (Waring i col. 1996).

Entre les respostes secundaries, les més estudiades son els nivells de glucosa i lactat en

plasma. Se sap que els nivells de glucosa en plasma augmenten després de factors estressants
com la manipulacio i la captura o I'estrés agut (Lappivaara 2001; Barton i col. 2000; Waring i col.
1996; Braley i Andersson 1992). Esta generalment acceptat que la mobilitzacié de glucosa en
resposta a I'estrés és una manera de proporcionar fonts extra d’energia, permetent a I'animal
superar aquella alteracid. De la mateixa manera, s’ha vist que les concentracions de lactat en
plasma augmenten significativament en diverses espécies després d’un estrés greu o com a
resultat de I'hipoxia (Arends i col. 1999; Cech i col. 1996; Carragher i Rees 1994).

Respecte a la perca europea (Perca fluviatilis), tenim coneixement sobre la biologia

d’aquesta espécie (Craig 2000), la posta (Smith i col. 2001; Krieger i Fleig 1999; Sandstréom i col.
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1997; Lang 1987), la patologia (Pavlov i col. 1994; Whittington 1993; Michel 1981), la parasitologia
(Sures 2002; Halmetoja i col. 2000), els efectes de la pol-lucié (Forlin i col. 1995) i la nutricio
(Cuvier-Péres i Kestemont 2002; Abi-Ayad i col. 2000; Romare 2000). No obstant, hi ha pocs
estudis disponibles sobre la seva fisiologia (Haux i Sjobeck 1985; Larsson i col. 1985;, Sjobeck i
col. 1984) i la resposta a I'estrés no s’ha estudiat encara a la P.fluviatilis, pero s’ha estudiat a altres
especies de peércids com la perca americana, Perca flavescens (Barton 2002; Haukenes 2001;
Hontela i col. 1995; Hontela i col. 1992). A més, es coneix poc de la resposta especifica de la

perca europea a factors estressants de I'aquicultura.

Per tot aixd, el proposit concret d’aquest treball era estudiar la resposta basica a I'estrés de
la perca europea (Perca fluviatilis) quan se sotmet a dos factors estressants diferents habituals en

les practiques de I'aquicultura, transport i manipulacié aguda.

Els factors estressants utilitzats van ser escollits perqué sén técniques reproduibles i sén

rellevants en les practiques aquicoles:

- El transport es va escollir perqué la majoria de les piscifactories de la P.fluviatilis estan
situades a I'Europa central i el subministrament de peixos a les piscifactories del sud implica un

transport.

- La manipulacié es va estudiar per a imitar els episodis habituals de manipulacié dels
animals (per classificar-los per categories o per transferir-los a tancs nous, per exemple) que

préviament s’haurien transportat a la piscifactoria.

Per tant, amb aquest estudi vam voler determinar el patr6 de resposta fisioldgica i la

recuperacio de la perca europea per tal de millorar el seu control en I'aquicultura.
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6.2. MATERIALS | METODES.

6.2.1. Animals experimentals. Disseny de I’experiment.

Vam obtenir 200 perques Europees (Perca fluviatilis) sexualment immadures de 57,82 +
7,22 g de pes (mitjana £+ SEM, n= 12) de la piscifactoria Garona Verda (Les, Lleida) on les
mantenien en tancs de 2000 L en circuit semitancat d’aigua dolga, equipats amb filtres fisics i
bioldgics i amb flux constant de 2200 L/h. El fotoperiode es mantenia constant a 12 h llum: 12 h

foscor i la temperatura de I'aigua a 15°C.

Les vam transportar durant 4 hores fins a les nostres instal-lacions de la Universitat
mantenint condicions optimes pel transport en relacié a I'oxigenacio, que es va mantenir constant

durant tot el trajecte, la temperatura a 15°C i la densitat baixa a 8 kg/ms.

En arribar a les nostres instal-lacions es van distribuir immediatament en tancs de 300 L
amb sistema tancat de circulacié d’aigua dolga, equipats amb filtres fisics i bioldgics i amb un flux
constant de 280 L/h. La temperatura de 'aigua es va mantenir a 15°C i el fotoperiode era constant
amb 12 h llum: 12 h foscor (250 Lux). Els peixos s’alimentaven un cop al dia amb una dieta
comercial fins les 24 hores abans de comencar els experiments perqué els periodes de menja

podrien interferir en les nostres mesures.

Es van mostrejar 12 animals a la piscifactoria d’origen abans del transport que es van
utilitzar com a grup control. Immediatament després de I'estabulacié (temps 0), vam mostrejar 8
peixos (n=8), per mesurar la resposta a I'estrés deguda al transport. Vam utilitzar dos tancs, i 4
peixos per tanc, per cadascun dels punts seglents de mostreig escollits: 0, 2, 7, 14 i 21 dies

després del transport.

La resta de peixos es van deixar en les condicions d’estabulacié anteriorment descrites fins
el moment de comencar el segient experiment de manipulacié. Després de 21 dies, els peixos es
van sotmetre a un estrés per manipulacié que consistia en capturar-los amb una xarxa i mantenir-
los fora de l'aigua; tot el procés va durar un minut. El grup control d’aquest experiment van ser els
animals préviament aclimatats i recuperats durant 21 dies després del transport. Es van fer quatre

mostrejos en aquest experiment a diferents temps: 0,5, 1, 4 i 24 hores, amb 8 peixos per mostreig.
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6.2.2. Obtencio de mostres.

Els peixos es van anestesiar amb 2-fenoxietanol (Sigma) a una concentracié de 0,75 ml/L i
es va extreure sang de la vena caudal amb agulles hipodérmiques. La sang es va extreure en
menys de 3 minuts per evitar I'alliberacié de cortisol induida per la manipulacié del mostreig i vam
dividir el total de la sang extreta en dues séries;

- En una d’elles, els tubs contenien heparina (Lithium heparin, Deltalab) per fer les analisis
hematologiques: hemoglobina, hematocrit i recompte d’eritrocits.

- En l'altra série, sense anticoagulant, la sang es va deixar coagular a 4°C i es va centrifugar
a 9000 r.p.m. durant 5 minuts a temperatura ambient. El serum recollit es va guardar a -80°C per

a les analisis posteriors: osmolalitat, glucosa, lactat i cortisol.

Les analisis hematologiques dels peixos mostrejats a la piscifactoria d’origen abans del
transport es van fer immediatament a la mateixa piscifactoria pero la resta de parametres es van

analitzar al laboratori.

6.2.3. Técniques analitiques.

Els nivells d’hemoglobina (Hb, g/dl) es van determinar amb un kit comercial (MPR3, Roche)

que mesura, per colorimetria, la formacié de cianometahemoglobina.

L’hematocrit (He, %) es mesura immediatament després del mostreig en capilars de vidre
fent pujar la sang per capilaritat i centrifugant-la durant 5 minuts en una microcentrifuga
d’hematocrit.

Es van comptar els eritrocits (RBC, red blood cells, cels/ul) al microscopi utilitzant una

camara de Neubauer diluint préviament la sang amb solucié salina.

Es van fer les equacions hematimeétriques (Tort i Torres 1988) per determinar el volum
corpuscular mitja (MCV, um®), 'hemoglobina corpuscular mitiana (MCH, pg/cel) i la concentracio

d’hemoglobina corpuscular mijtana (MCHC, g/dI).

Vam mirar 'osmolalitat en sérum (mOsm/kg) amb un osmdmetre (Osmomat 030 Gonotec,

Berlin) que mesura el punt de congelacié en funcié de la concentracié de sals.

Els nivells de cortisol (ng/ml) en sérum es van mesurar per radioimmunoanalisi (R.[.A)
(Rotllant i col. 2001). Vam utilitzar un anticos policlonal de conill (Biolink, S.L., Costa Mesa,
California) a una dilucié final de 1:6000. Aquest anticds mostra reaccions creuades amb el cortisol
(100%), la 21-desoxicorticosterona (11,40%), 11-desoxicortisol (8,90%) i la 17a-

hidroxiprogesterona (1,60%).

Es va fer la validaci6 del radioimmunoanalisi per a la perca europea, mesurant la

radioactivitat amb un contador de centelleig. Vam trobar un elevat grau de paral-lelisme entre les
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dilucions de les mostres i I'estandard de la corba (figura 11.1), amb una sensibilitat del 6x10'°ng/ml.
Es va comprovar l'exactitud de la técnica determinant la recuperacidé del cortisol afegit a les
mostres i era del 92 al 106%. Es va analitzar la precisié també determinant el coeficient de variacio
(CV) intra-assaig i es va trobar que era del 3,94%.

100 -
® Corba estandard
¢ Dilucié de la mostra
o
2 .
S 50
X
O T 1 1
10 100 1000
CORTISOL (pg/tub)

Figura Ill.1: Paral-lelisme entre la dilucié6 de les mostres de serum de la perca europea (Perca fluviatilis) i la corba
estandard.

Vam determinar la glucosa i el lactat mitjangant analisis enzimatiques de colorimetria en
plaques d’ELISA fent servir kits comercials (Biomerieux).

6.2.4. Analisi estadistica.

Els experiments fets per duplicat es van analitzar per comprovar si hi havia diferéncies per
efecte del tanc usant I'analisi de la varianga (ANOVA). No es van trobar diferéncies entre tancs, de
manera que, es van juntar els duplicats de cada punt de mostreig. Les diferéncies entre grups es
van analitzar fent I'analisi de la varianga (ANOVA) de mostres repetides i prenent al peix com a
unitat estadistica, comprovant préviament que les mostres tenien homogeneitat en la varianga.
Posteriorment, es va mirar la significacio de les diferéncies entre les dades amb l'analisi a
posteriori per DMS (diferéncia menys significativa) el qual detecta diferéncies particulars entre
grups.

Es considera estadisticament significatiu quan p< 0,05, indicat a les figures i a les taules
amb un asterisc (*). Els valors (n=8 per tots els grups excepte pel grup control de I'experiment del

transport amb n=12) estan representats com a mitjana + 'error estandard de la mitjana (mean +
S.E.M).
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6.3. RESULTATS.

6.3.1. Efecte del transport.

Els valors hematologics referents a nivells d’hemoglobina (Hb), nombre d’eritrocits (RBC) i
hemoglobina corpuscular mitjana (MCH) no van mostrar variacions importants al llarg del temps
(taula IlI.1).

Els valors d’hematocrit (Hc), en canvi, van donar diferéncies significatives amb el grup
control trobant el nivell més elevat el segon dia de mostreig (23.91 * 2.29 %, taula Ill.1) i el valor
més baix el dia 14& (13.99 + 1.27 %, taula Ill.1).

Tot i que no era estadisticament significatiu, es va trobar un augment transitori en el volum
corpuscular mitja (MCV) el primer dia (taula 111.1).

Els valors de la concentracié d’hemoglobina corpuscular mitjana (MCHC), van augmentar
significativament a partir del seté dia (taula I11.1).

Hb Hc RBC MCV MCH MCHC
DIA (g/dL) (%) (10° cels/pL) (um?) (pgl/cel) (9/dL)

Control | 3,71 +0,55 | 18,37 +0,93 | 1,06+0,13 | 203,15+ 38,30 | 37,55+ 5,27 | 19,91 £ 2,52

0 2,87+0,63 | 16,49+1,29 | 0,81+0,15 | 268,32+ 55,06 | 34,72 +8,32 | 17,38 + 4,06

2 4,47 +0,51 | 23,91 +2,29* | 1,31+0,16 | 193,84+ 16,42 | 36,24 +£3,85 | 19,20 £ 1,99

7 524+0,62 | 17,04+1,65 | 1,13+£0,14 | 157,72+12,60 | 47,75+ 4,20 | 30,26 + 1,22*

14 4,26 £0,50 | 13,99 +1,27* | 0,99+0,16 | 157,12+ 16,41 | 47,34 £5,25 | 30,71 + 2,18*

21 4,01+0,40 | 14,05+1,45 | 1,01+£0,09 | 146,07 £12,82 | 39,71 £1,76 | 28,69 = 2,69*

Taula Ill.1: Efectes del transport sobre els parametres hematologics de la perca europea (Perca fluviatilis): Hb
(hemoglobina), Hc (hematocrit), RBC (eritrocits, red blood cells), MCV (volum corpuscular mitja), MCH (hemoglobina
corpuscular mitjana) i MCHC (concentracié d’hemoglobina corpuscular mitjana). El temps esta expressat en dies després
de Tinici de I'estudi, fent servir un grup control de la piscifactoria d’origen. Les diferéncies significatives (amb p< 0.05) dels
diferents grups amb el grup control estan marcades amb asteriscs (*). Es donen els resultats com a mitjana + SEM (n=8 a
cada grup excepte al grup control amb n=12).
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Durant el temps que va durar I'estudi, 'osmolalitat va donar valors significativament més
baixos respecte el grup control excepte el segon dia de mostreig (figura 111.2A). Els nivells de
cortisol van augmentar 3 vegades després del transport amb nivells maxims el segon dia (145.68 +

41.44 ng/ml, figura Il1.2B) i recuperant els valors basals a partir del seté dia.

A) OSMOLALITAT (mOsm/kg) B) CORTISOL (ng/ml)
04 -
. 200
* l * * * 180 1 * *
0.3 4 = 160 1
140 1
02 | 120 1
100 1
80 1
0,1 4 60 1
40 1
00 ‘ . R
control 0 2 7 14 21 control 0 2 7 14 21
Temps (dies) Temps (dies)

Figura Ill.2: Efectes del transport en els nivell de 'osmolalitat (A) i el cortisol (B) de la perca europea (Perca fluviatilis). Els
valors controls corresponen als peixos mostrejats abans del transport mentre la resta del temps esta expressat en dies
després del transport. Les dades representen la mitjana + SEM (n=8 per a cada grup excepte el grup control amb n=12).

Les columnes amb asteriscs (*) son significativament diferents amb el grup control amb p< 0,05.

Immediatament després del transport, els valors de glucosa tendien a augmentar, pero els
valors més elevats es van trobar el segon dia (70.9 + 9.98 mg/dI, figura Ill.3A) mostrant diferéncies
significatives amb el grup control i recuperant-se a partir d’aquest punt de mostreig. Els valors de
lactat van disminuir lleugerament el catorzé dia després del transport sense diferéncies

significatives (figura I11.3B).
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Figura IIl.3: Efectes del transport en els nivell de la glucosa (A) i el lactat (B) de la perca europea (Perca fluviatilis). Els
valors controls corresponen als peixos mostrejats abans del transport mentre la resta del temps esta expressat en dies
després del transport. Les dades representen la mitjana + SEM (n=8 per a cada grup excepte el grup control amb n=12).

Les columnes amb asteriscs (*) son significativament diferents amb el grup control amb p< 0,05.

Durant els temps que va durar I'estudi vam trobar un 6% de mortalitat.
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6.3.2. Efecte de la manipulacié.

Tot i que I'hemoglobina (Hb) va mostrar oscil.lacions mentre va durar I'estudi, I'analisi

estadistica no va revelar diferéncies significatives (taula 111.2).

Els valors de I'hematocrit (Hc) durant el temps que va durar I'experiment van ser més
elevats en tots els grups mostrant diferéncies significatives amb el grup control (14,05 + 1,45%,
taula 11.2).

El recompte d’eritrocits (RBC) va donar un augment significatiu a 0,5 i 4 hores respecte els
valors controls. En relacié al volum corpuscular mitja, MCV (pm3), es van obtenir valors bastant
constants amb un valor maxim, perd no significatiu, una hora després de la manipulaci6 (173,29

24,52 um?®, taula 111.2).

L’hemoglobina corpuscular mitjana, MCH (pg/cell) tampoc va donar diferéncies durant

I'experiment.

Els valors de la concentracié d’hemoglobina corpuscular mitjana, MCHC (g/dl) van oscil.lar
constantment amb valors maxims a les 4 hores (33,63 £ 4,24 g/dl, taula 1ll.2), perd sense

diferéncies estadisticament significatives.

Hb Hc RBC MCV MCH MCHC
DIA (g/dL) (%) (10° cels/pL) (nm®) (pglcel) (g/dL)

Control | 4,01 +0,40 | 14,05+1,45 | 1,01+0,09 | 146,07 £12,82 | 39,71 £1,76 | 28,69 + 2,69

0,5 510+0,52 | 1941+1,23 | 1,37+0,07 | 142,08+6,23 | 37,53 +3,73 | 26,75+ 2,98

1 418+0,23 | 19,34+146 | 1244015 | 17329+24,52 | 37,20 +4,85 | 22,37 1,72

4 578+061 | 19,01+1,48 | 1,56+0,13" | 120,67 +6,15 | 37,91+4,06 | 33,63 + 4,24

24 4,77 £0,30 | 21,18+2,74 | 1,27+0,20 150,41 + 8,53 | 40,65+ 3,40 | 27,76 + 3,03

Taula Ill.2: Efectes de la manipulacié en els parametres hematologics de la perca europea (Perca fluviatilis): Hb
(hemoglobina), Hc (hematodcrit), RBC (eritrocits, red blood cells), MCV (volum corpuscular mitja), MCH (hemoglobina
corpuscular mitjana) i MCHC (concentracié d’hemoglobina corpuscular mitjana). El temps esta expressat en hores després
de l'inici de I'estudi. Es donen els resultats com a mtjana + SEM (n=8 a cada grup). Les diferéncies significatives (amb p<

0.05) dels diferents grups amb el grup control estan marcades amb asteriscs (*).
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En relacié a 'osmolalitat, no es van trobar canvis significatius durant I'experiment (figura
Il.4A). Els valors de cortisol van mostrar la tipica resposta d’estrés agut, augmentant
immmediatament després de I'aplicacié de I'estrés. Els valors a partir de les 4 hores després de la

manipulacio i fins el final de I'estudi van mantenir-se similars als valors control (figura 111.4B).
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Figura lll.4: Efectes de I'estrées per manipulacié en els nivells d’'osmolalitat (A) i cortisol (B) en la perca europea (Perca
fluviatilis). Els temps de mostreig sén 0, 0,5, 1, 4 i 24 hores després de l'inici de I'estrés. Les dades representen la mitjana +

SEM (n=8 en cada grup). Les columnes amb asteriscs (*) son diferents significativament respecte el grup control (p< 0,05).

Encara que es van trobar valors elevats de glucosa una hora després de l'estrés (55,89 +
8,08 mg/dI, figura IIl.5A), no es van trobar diferéncies significatives en la concentracié de glucosa
al llarg de I'estudi. Els nivells de lactat van augmentar lleugerament, tot i que no era significatiu, 0,5

hores després de la manipulacié (22,11 + 1,56 mg/d|, figura I11.5B).
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Figura IIl.5: Efectes de I'estrés per manipulacié en els nivells de glucosa (A) i lactat (B) en la perca europea (Perca
fluviatilis). Els temps de mostreig son 0, 0,5, 1, 4 i 24 hores després de l'inici de I'estrés. Les dades representen la mitjana +

SEM (n=8 en cada grup). Les columnes amb asteriscs (*) son diferents significativament respecte el grup control (p< 0,05).

Durant aquest estudi no es van comptabilitzar mortalitats.
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6.4. DISCUSSIO.

En les condicions de cultiu estudiades, la perca europea (Perca fluviatilis), ha presentat un

valor basal de cortisol elevat (aproximadament de 45 ng/ml). Aquest valor esta a la franja superior

dels nivells de cortisol basals de peixos:

- Per exemple, entre els peixos d’aigua dolca, la truita irisada, Oncorhynchus mykiss,
presenta una mitjana de valors basals baixos, 1,7 ng/ml, mentre la carpa té nivells més elevats, 7,4
ng/ml (Barton 2002). A altres espécies de pércids, per exemple, a la perca americana, Perca
flavescens, shan trobat valors que oscil.len entre 3,4 i 8,3 ng/ml (Barton 2002; Haukenes 2001).
Els nivells de cortisol de |la perca americana, P. flavescens, després d’aplicar un estrés cronic per
elevada densitat augmenten a 46 ng/ml després de 3 dies i estan a 20 ng/ml després de dues
setmanes (Haukenes 2001). Aquests valors estan molt a prop dels valors basals que nosaltres

hem trobat en la perca europea.

- Els peixos d’aigua marina tenen valors de 2 ng/ml en l'orada, Sparus aurata (Rotllant i col.
2001), o de 6 ng/ml en el pagre, Pagrus pagrus (Rotllant i Tort 1997). També s’han trobat valors
basals més elevats, per exemple, el llobarro, Dicentrarchus labrax té valors basals de 20 ng/ml
(Cerda-Reverter i col. 1998; Roche i Bogé 1996; Planas i col. 1990). Treballs previs en els
mecanismes d’alliberacié de cortisol han demostrat que en el llobarro hi ha una produccié continua

de cortisol sota condicions controls perd baixa reactivitat als pulsos d’ACTH (Rotllant i col. 2003).

Tenint en compte tot aixd, sembla que la perca europea seria una espécie més similar al
llobarro en termes de dinamica de cortisol, 0 bé que aquesta espécie té baixa capacitat
d’adaptacio a les condicions de cultiu i mostra, d’aquesta manera, una elevat grau de produccio i
alliberacié de cortisol. Volem remarcar que els valors basals elevats del nostre estudi es van trobar
en peixos no estressats mostrejats en la piscifactoria d’origen i també en els animals recuperats 4

setmanes després del transport (figures II1.1 i 111.2).

Respecte a la magnitud de la resposta, hem observat un augment de més de 3 vegades
després del transport arribant a 150 ng/ml i de gairebé 3 vegades amb la manipulacié arribant a
120 ng/ml, semblants als valors trobats en d’altres espécies. Aixi, el transport indueix augments
rapids del cortisol plasmatic de 100 a 160 ng/ml en 15-30 minuts de captura i posterior carrega del
cultiu pel transport dels juvenils de la corvina, Sciaenops ocellatus (Robertson i col. 1988). Cal
tenir en compte que la magnitud de la resposta depén del factor estressant aplicat i de I'espécie
d’estudi. Aixi, en la perca americana, P. flavescens, Haukenes (2001) va demostrar que 30 segons
d’estrés aeri amb xarxa augmentaven 24 vegades els nivells de cortisol a valors de 85 ng/ml, i en
canvi nomeés 3-4 vegades després d’'una manipulacié o injeccié de solucioé salina a valors de 30-35
ng/ml. El llobarro estriat, Morone saxatilis augmenta 3,5 vegades els nivells de cortisol a 400 ng/ml

després d’estrés per exercici i manipulacié (Cech i col. 1996). En l'orada Sparus aurata,
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I'exposicié a I'aire va produir un augment de 50 vegades en els nivells de cortisol plasmatic i el
confinament de més de 24 hores induia un augment inicial de la concentracié de cortisol en
plasma 8 vegades superiors als controls (Arends i col. 1999). En altres espécies, com a la perca
dorada, Macquaria ambigua, els valors poden ser més elevats (240 ng/ml) mesurats després de 30
minuts d’estrés mitjangant persecucié amb xarxa i confinament (Carragher i Rees 1994). D’altra
banda, altres grups de peixos semblen mostrar baixa reactivitat. Aixi, quan I'esturié siberia,
Acipenser baeri, per exemple, se sotmetia a modificacions severes de la pressié parcial d’oxigen a
I'aigua durant 30 minuts, augmentaven els nivells de cortisol en plasma 6 vegades per sobre de 30
ng/ml (Maxime i col. 1995). Les técniques de confinament amb xarxa provocaven un augment de
10 vegades en els nivells de cortisol en plasma per sobre de 70 ng/ml, 1 hora després de I'estres

en el turbot, Scophthalmus maximus (Waring i col. 1996).

Els resultats presentats en el nostres estudi indicaven que, en la perca europea, la dinamica
de resposta també depén del tipus d’estrés aplicat. La P. fluviatilis mantenia nivells elevats de
cortisol set dies després de I'estrés per transport recuperant els valors basals el 14& dia. D’altra
banda, vam observar la resposta temporal tipica de la manipulacié aguda, amb una recuperaci6
als nivells basals 4 hores després de I'augment agut observat a les 0,5 hores. S’ha observat
aquest tipus de dinamica a gran nombre de peixos, els quals també recuperaven els nivells basals

entre les 4 i els 8 hores després d’aplicar I'estres agut (Molinero i col. 1997).

En relacié a les respostes secundaries en la perca europea (P. fluviatilis), els valors de
glucosa i lactat en plasma van mostrar la resposta catabdlica tipica després de l'estrés per
transport, proporcionant aixi fonts extra d’energia, permetent a I'animal superar l'alteracié de

I'equilibri intern.

Les alteracions en el metabolisme de la glucosa s6n una resposta comu a l'estrés per
captura en els peixos (Rotllant i col. 2001; Barton i lwama 1991) incloent altres espécies com la
perca dorada, Macquaria ambigua (Braley i Andersson 1992). L'esturio siberia, Acipenser baeri,
sotmés a modificacions severes de la pressié parcial d'O, a I'aigua durant 30 minuts, va mostrar
augments importants en la glucosa en plasma, de més del 50% (Maxime i col. 1995). En el present
treball, no obstant, tot i que es va observar un augment en la glucosa en sérum, no es van trobar

diferéncies significatives.

Respecte els valors de lactat, no es van trobar canvis significatius després d’aplicar ambdés
factors estressants en la perca europea. Aix0 podria esta relacionat amb el baix nivell d’activitat
observat en els peixos després del transport, apatia que es va observar també en la resposta a la
manipulacié. En altres espécies, I'exercici i I'estrés per manipulacid produien una acidosi
significativa immediatament després de [I'exercici, com el llobarro estriat, Morone saxatilis
manipulat durant 5 minuts (Cech i col. 1996). A l'orada, Sparus aurata, I'exposicié a laire

augmenta l'acidosi pel lactat en plasma perqué augmenta I'activitat anaerdbica del muscul (Arends
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i col. 1999). La perca dorada, Macquaria ambigua, respon rapidament a I'estrés per confinament i

manipulacié amb xarxa augmentant el lactat plasmatic (Carragher i Rees 1994).

S’assumeix que el temps d’exposicid a I'estrés pot influir en la magnitud de la resposta
fisioldgica. Pel que sembla amb els resultats que presentem, la P. fluviatilis tampoc necessita una
exposicié molt prolongada d’aquest tipus d’estrés per a disparar la resposta de glucosa i lactat o, el
que és més probable que, la resposta conductual a I'estrés no implica un elevat grau d’activitat
muscular, ja que tampoc es van detectar canvis després del transport. Barton i col (2000) van
demostrar que els esturions palids juvenils (Scaphirhynchus albus) i els hibrids entre I'esturio pallid
i el de sorra (S. albus x platorynchus) eren “indiferents” a estar fora de I'aigua mantinguts en una

xarxa, mostrant relativament poca activitat muscular.

Per dltim, una alteracié en el balang electrolitic del plasma estava correlacionat amb
'augment del cortisol plasmatic (McDonald i Milligan 1997). El transport indueix canvis més
evidents en els nivells d’osmolalitat, cosa que indica una alteraci6 important en el balang osmotic a
les branquies. Malgrat aix0, petites exposicions temporals a la hipoxia i a la manipulacié no donen

canvis immediats en els nivells d’'osmolalitat en la Perca fluviatilis.

L’augment en ’hematdcrit el segon dia després del transport pot indicar policitémia deguda
a l'estrés i hemoconcentracio, probablement deguda a que l'alteraci6 en la branquia també mostra
canvis osmotics (Larsson i col. 1985). Vam detectar nivells d’hematocrit elevats durant els

experiments de manipulacié aguda i un augment en el nombre d’eritrocits a les 0,5 i 4 hores

comparats amb els valors controls. Aquests resultats semblen indicar que, amb aquestes
condicions d’assaig, l'efecte directe de la major demanda metabdlica durant l'estrés és
consequeéncia de 'augment en l'eficiencia de transport d’oxigen per elevacié de I’hematocrit i del

nombre d’eritrocits, més que per I'is del metabolisme anaerdbic mesurat per 'augment del lactat.

Pel que sabem, aquest ha estat el primer treball que analitza la resposta fisiologica de la
perca europea (Perca fluviatilis) sota diferents situacions estressants. Tot i que aquests resultats
mostren la magnitud i durada d’aquest tipus de resposta, hem de tenir en compte que aquesta
especie no ha estat sotmesa a condicions de cultiu o domesticacié durant molt temps (en nombre
de generacions). A més, s’haurien de fer més estudis per a discernir si caracteristiques com els
nivells de cortisol basal elevats i baixos nivells de lactat sén respostes relacionades amb I'espécie
o es modificarien amb una adaptacié més llarga a les condicions de cultiu. Un cop ben establerta
la resposta fisioldgica de la perca europea a altres factors estressants i, en consequéncia, les

condicions del seu cultiu, es podria intentar estudiar la seva resposta inflamatoria.
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7. DISCUSSIO GENERAL | CONCLUSIONS.

L’'estrés en peixos activa l'eix hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI) desencadenant
I'alliberacié de cortisol, principal glucocorticoide en teleostis (Mommsen i col. 1999). Els nivells
plasmatics d’aquesta hormona s’han utilitzat des de fa temps com a mesura d’estrés perquée sén
un bon indicador fisioldgic d’aquesta resposta. En I'orada (Sparus aurata), al igual que en altres
especies, la resposta endocrina d’alliberacié de cortisol es coneix des de fa anys, pero coneixer els
nivells de cortisol plasmatic no ens déna informacié sobre els principals teixits on esta actuant la
hormona en cada moment, un cop alliberada. En aquest treball s’ha avangat en aquest sentit amb
la clonacié i el posterior estudi de I'expressié del receptor glucocorticoide (GR) de cortisol en

'orada (S. aurata).

L’activitat aglicola implica controlar diferents parametres perqué la produccié sigui rendible,
i malgrat que ha millorat molt des dels seus inicis, encara queden dubtes per resoldre. Seran
necessaris uns quants anys per a determinar l'eficacia dels marcadors moleculars com a
predictors de la salut dels peixos i utilitzar-los per a millorar la practica aqliicola. No obstant,
qualsevol descobriment en la investigacié académica basica, per exemple en relacié a les
respostes fisiologiques de I'animal enfront situacions estressants diferents, serveix de plataforma

per a desenvolupar en el futur les eines necessaries per a estudiar el benestar de I'animal.

Per tant, en la linia de la investigacié basica, el més important d’aquest treball és el
clonatge, per primera vegada, del receptor glucocorticoide (GR) de I'orada (S. aurata), una espécie
de gran interés en la piscicultura mediterrania. Per dur a terme aquest estudi, al principi ens van
basar en estudis previs fets amb aquest receptor en altres espécies de peixos teleostis
(Greenwood i col. 2003; Tagawa i col. 1997; Ducouret i col. 1995). EI GR obtingut finalment en
I'orada (4586 pb) es tradueix en una proteina de 784 aa que mostra elevada homologia amb els
receptors glucocorticoides d’altres espécies de vertebrats, concretament amb els dominis
funcionals principals, el domini d’uni6 a DNA i el domini d’unié6 a I’'hormona, que a més soén els

dominis que estan més conservats entre els receptors nuclears.

Encara hi ha moltes preguntes per a respondre i discutir sobre la duplicacié génica
addicional en peixos (Robinson-Rechavi i col. 2001; Meyer 1999) pero, en relacio als receptors de
cortisol, s’ha trobat duplicat el receptor glucocorticoide de cortisol, a dues espécies de peixos
teleostis (Greenwood i col 2003; Bury i col. 2003; Ducouret i col. 1995). Aquests estudis es
basaven principalment en diferéncies estructurals i d’expressio tissular perd no s’ha establert amb
detall la participacio diferencial de cadascun en les funcions bioldgiques ni les implicacions que
se’n deriven d’aquesta duplicacié. Fins i tot en humans, que presenten dues isoformes de la
proteina GR, esta encara per determinar la importancia funcional d’'una d’elles (concretament la

forma hGRp) ja que no pot activar la transcripcié i la seva funci6 esta en discussié (DeRijk i col.
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2002). De la mateixa manera, en peixos caldria determinar si tots els receptors de cortisol que

s’expressen son funcionals.

D’altra banda, recentment s’ha descobert que, en dues espécies de peixos, la truita irisada
(O. mykiss) i la tilapia (H. burtoni), les accions mineralocorticoidees del cortisol estan mediades per
un receptor mineralocorticoide (MR), perd encara queden dubtes sobre la seva regulacié o sobre
les seves funcions que desenvolupa (Greenwood i col. 2003; Sloman i col. 2001; Colombe i col.
2000). Nosaltres hem descobert amb els nostres estudis que, a diferéncia del MR que s’expressa
a uns tipus cel-lulars especifics en peixos, el GR de I'orada s’expressa de manera ubiqua a tots els
teixits. Aquests resultats ens indiquen que en peixos l'actuacié dels glucocorticoides sobre els
diferents processos fisiologics es dona a través del GR de manera generalitzada en 'organisme.
Tot i que, I'estudi amb el MR en peixos és bastant recent, seria interessant també estudiar si

existeix el MR en I'orada i el seu comportament front I'estres.

Les condicions de cultiu intensiu en aquicultura, derivades o relacionades amb ['estres,
poden facilitar I'aparicié de patologies que poden arribar a ser letals (Bricknell i col 2006; Toranzo i
col 2005). Es necessari estudiar aquestes patologies per a poder-les controlar, aixi com els
mecanismes que les originen, per exemple, causades per bacteris o virus. Abans del present
estudi es coneixia la resposta endocrina de I'orada (Sparus aurata) a diferents factors estressants
(Rotllant i col. 2001) perd no s’havia estudiat experimentalment el patré d’alliberacié de cortisol
després d’una injeccié bacteriana en aquesta espécie. La injeccié intraperitoneal d’endotoxina és
un bon model experimental per a estudiar aquesta resposta, i ja s’havia utilitzat anteriorment a la
truita irisada (O. mykiss) per a determinar la resposta de secrecié de cortisol (Holland i col. 2002).
Al igual que en la truita irisada, 'administracié de LPS in vivo en I'orada també estimula I'eix HPI,
mitjangant 'augment dels nivells de cortisol plasmatic seguint un patré de secrecié aguda, si més

no, quan s’apliquen dosis superiors a 4 mg/kg de LPS.

Era important establir la resposta endocrina d’alliberacié de cortisol en 'orada després d’'una
injeccié bacteriana d’aquest tipus en l'orada. Pero, el resultat més impactant era el fet de poder
determinar on exerceix majoritariament els seus efectes aquesta hormona en cada moment en
'organisme, un cop alliberada en resposta a la injeccid. Els nostres resultats indiquen que, els
efectes a nivell transcripcional del cortisol, en definitiva els efectes que es donen a través del GR,
no tan sols es veuen a tots els teixits sind que a més es veu una regulacié especifica en funcio del
teixit. A més, la seqiiéncia de resposta temporal de I'expressié del GR analitzada a nivell tissular
indica la seva relacié amb I'alliberament de cortisol, és a dir, amb la preséncia o no de I'hormona
en plasma. Aixi, tal com es veu en el grafic, els nostres resultats mostren la dinamica temporal de
la resposta endocrina completa (hormona i receptor glucocorticoide) en els diferents teixits (figura
A).
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Figura A: Dinamica temporal del cortisol plasmatic (expressat en ng/ml) i del receptor glucocorticoide (GR, expressat com
a factor d’'increment respecte el basal) en els diferents teixits estudiats en I'orada (Sparus aurata) després d’'una injeccio

intraperitoneal (i.p) de LPS.

En concret doncs, podem dir que el cortisol, un cop alliberat en resposta a una injeccid
intraperitoneal de LPS, activa la resposta del receptor glucocorticoide en els diferents teixits de
manera especifica. Per tant, I'efecte seria maxim 6 hores després de la injeccio a l'intesti anterior,
després de 12 hores a la melsa, a les 24 hores al ronyd anterior i a les branquies i, finalment al
cervell i intesti posterior 72 hores després de I'estimul. Aquesta dinamica indicaria una resposta
del receptor més rapida en primer lloc en el lloc d’injeccid, seguida per l'activacié d’organs
immunes i hematopoiétics i, finalment dels centres reguladors. Tot i que aquest estudi és prou
exhaustiu perqué abarca un ampli ventall de teixits, seria interessant analitzar també la resposta
del GR a la resta de teixits que no hem estudiat. De la mateixa manera, seria interessant establir si
el patré de resposta tissular del GR i la seva regulacié és diferent en funcié de I'estrés aplicat.
Utilitzant aquest model de dinamica hormona-receptor es podrien determinar en futures
investigacions els mecanismes de resposta tissular i local de I'estrés en relacié a I'agent estressant

aplicat.

La resposta inflamatoria al LPS engloba reaccions a nivell molecular i cel-lular per a reparar
o contrarestar un determinat dany. En mamifers es coneixen amb detall les vies implicades en
aquesta resposta pero en peixos falta confirmar aquests mecanismes. Amb el model experimental

utilitzat en l'orada, hem comprovat que el LPS, a més d’activar I'alliberament de cortisol, també
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activa, de manera especifica, la resposta de diferents gens immunes en diversos teixits,
principalment els que desenvolupen funcions immunologiques en els teleostis. Els canvis trobats
en l'expressio dels gens immunes estudiats amb el nostre treball, plantegen preguntes sobre la
resposta immune concreta in vivo a aquest tipus d’injeccié bacteriana en peixos, pero no era el
proposit inicial del nostre estudi. Per tant, amb el nostre treball es plantegen nous reptes i s’obren
noves vies de recerca, per exemple, adrecades a estudiar la resposta d’aquests gens immunes en
altres teixits o a comparar la resposta d’aquests teixits a altres tipus d’estimuls. Per a poder
estudiar la resposta immune concreta a aquest tipus d’injeccié seria necessari, per tant, realitzar-

ne un estudi particular.

Tanmateix pero, els nostres resultats ens aporten prou informacié per a determinar que
efectivament existeix una relacié entre els sistemes immune i I'endocri en els peixos i, en concret,
en l'orada (S. aurata). En primer lloc, perqué el LPS activa l'alliberament endocri de cortisol a
través del sistema immune. En segon lloc perqué el cortisol modula aquesta resposta inflamatoria
exercint retroalimentacié negativa directament sobre ell mateix perdo també sobre el sistema

immune a través del seu receptor glucocorticoide (figura B).

Sistema neuroendocri (eix HPI)

SNC

l CRH
@ Activacio del sistema immune
- per una injeccié intraperitoneal
de LPS en l'orada.
l ACTH

Sistema Immune

Cél.lules interrenals

Citoquines proinflamatories
(D (TNFa, IL-1B) v @ Activacio del GR pel cortisol i
Cortiso] ——— | regulacié del Sl.
LPS
v
GR 0

Figura B: Representacié esquematica de la relacié entre els sistemes immune i endocri, a través de I'eix hipotalamico-
pituitario-interrenal (HPI) en l'orada (Sparus aurata) després d’una injeccié intraperitoneal (i.p) de LPS. Esta especificada

amb nombres la seqliéncia temporal.

(@ Activacié de I'eix HPI per les
citoquines proinflamatories
alliberades en resposta al LPS.
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En mamifers, la resposta inflamatoria esta regulada pels glucocorticoides que inhibeixen la
produccié de citoquines induides pel LPS (Haddad i col. 2002) i aquesta regulacié es doéna a
través del GR. Per a poder determinar amb detall les interaccions entre els dos sistemes, el model
d’injeccié in vivo perd podia no ser el millor model per estudiar la implicacié del GR sobre el
sistema immune en peixos o0, en tot cas, representava una visié no completa per a determinar les
interaccions immuno-endocrines. La utilitzaci6 de models experimentals in vitro, per exemple,
permet establir relacions i donar aproximacions al respecte, tot i que, la resposta d’'una cél-lula

aillada, pot ser molt diferent del seu comportament in vivo.

En mamifers, s’ha vist que els hepatocits responen directament a I'endotoxina per I'activacio
de la via NF«xB (Thirunavukkarasu i col. 2005; Ebisawa i col. 2004; Monshouwer i col. 2003;
Panesar i col. 1999) i com el GR interacciona amb les proteines del factor NFxB (Widen i col.
2003). Hem sigut pioners en utilitzar un cultiu primari d’hepatocits d’'orada com a model
experimental per estudiar el paper del receptor glucocorticoide en la resposta inflamatoria. Els
resultats trobats amb el cultiu primari d’hepatocits d’orada no només mostren la capacitat
d’aquestes cél-lules a respondre a estimuls immunes i endocrins sind que, a més, la resposta
depén de la dosi i el temps. Per primera vegada, es mostra la implicacié del GR en la resposta
inflamatoria en peixos i, per tant, les interaccions entre la via endocrina (concretament el paper del
GR) i la via immune (principalment la resposta del TNFa). A la vista dels resultats, no obstant, es
plantegen altres preguntes per resoldre com, per exemple, quina seria la resposta de la cél-lula a
un segon estimul immune o endocri, 0 com respondria si estigués exposada a un agent immune i
endocri a la vegada. En definitiva, obre les portes cap a estudis posteriors per acabar d’entendre

els mecanismes moleculars que regulen la resposta inflamatoria.

Arribar a establir la resposta immuno-endocrina en peixos permetria actuar més rapidament
en aplicacions sobre la salut i benestar del peixos en les activitats aquicoles. No obstant, hi ha
espécies, com la perca europea (Perca fluviatilis), en les que encara cal establir la resposta
fisiologica a condicions d’estrés habituals en [l'activitat aqulicola per a poder actuar en
consequencia. El nostre estudi analitza, per primera vegada, la resposta fisiologica i el patrd de
recuperacié a l'estrés per transport i manipulacié. De tota manera, seria interessant estudiar la
resposta d’aquesta espécie a altres factors estressants com el confinament o a una injeccié
bacteriana, per exemple, aixi com també caracteritzar el receptor de cortisol i coneixer la seva

implicacio en la resposta inflamatoria.
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En concret, les conclusions que es deriven d’aquesta tesi sén:

1) S’ha clonat, per primera vegada, el receptor glucocorticoide (GR) de I'orada (Sparus
aurata), concretament la regio codificant i el 3'UTR. La regié codificant es tradueix en una proteina
de 784 aa i mostra elevada homologia amb els dominis funcionals principals, domini d’'unié a DNA i

domini d’unié a ’hormona, d’altres receptors glucocorticoides, inclosos els de mamifers.

2) L’expressié del GR de l'orada (S. aurata) és ubiqua, ja que s’ha detectat a tots els
teixits estudiats: cor, fetge, melsa, ronyo anterior i posterior, intesti, gdonada, teixit adipos, branquia,

cervell, i muscul.

3) L’administracié in vivo de LPS estimula I'eix hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI) en
'orada (S. aurata) desencadenant I'alliberacié de cortisol. La secrecié de cortisol en resposta a la

injeccié d’endotoxina segueix un patré de resposta aguda.

4) EILPS regula I'expressié del GR en 'orada (S.aurata) de manera especifica segons el
temps i el teixit. En general, existeix una correlacié inversa entre els nivells de cortisol plasmatic i

els nivells d’expressio del GR en els teixits.

5) EI LPS activa la resposta de gens immunes (TNFa, IL1B, proteina Mx, catD, PPARYy)
en els principals teixits immunologics de I'orada (S.aurata). Els canvis en I'expressié de cadascun

d’aquests gens és diferent en el temps i en funcio del teixit.

6) Les dosis de 0,1 ng/ml de rTNFa (agent immune) i de 100 ng/ml de cortisol (agent
endocri) activen 'expressio diferencial de gens immunes i endocrins, respectivament, en el cultiu

primari d’hepatocits d’orada (S.aurata).

7) La dosi de 10 ng/ml de rTNFa augmenta I'expressiéo del TNFa 6 hores després del

tractament, en el cultiu primari d’hepatocits d’orada (S.aurata).

8) La dosi de 500 ng/ml de cortisol augmenta I'expressio del GR i disminueix I'expressid

del TNFa en el cultiu primari d’hepatocits d’orada (S. aurata) 3 hores després del tractament.
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Aquesta resposta mostra que, en peixos, la regulacié de la resposta inflamatoria també es déna a
través del GR.

9) La perca europea (Perca fluviatilis) sotmesa a factors estressants tipics de les
practiques aquicoles (transport i manipulacid) mostra la resposta fisioldogica primaria d’alliberacié

de cortisol perd baix nivell d’activitat en les respostes secundaries.
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9. ANNEXOS.

1. Vies principals en la biosintesi d’esteroides (Introduccio).
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2. Sequeéncia nucleotidica (experiment 1 capitol I). Alineament entre les sequéncies nucleotidiques de

pronefros (HK), melsa, cor i fetge.

HK TAGTGCTCCTGGCTGTTTCTTATGTCTTTCGGTCTTGGCTGGAGGTCTTACCAGCAGTGC 60
Melsa TAGTGCTCCTGGCTGTTNCTNATGTCTTTCGGTCTTGGCTGGAGGTCTTACCAGCAGTGC 60
cor -AGTGCTCCGGCTGTTT-CTGATGTCTTTCGGTCTTGGCTGGAGGTCTTACCAGCAGTGC 58
fetge -AGTGCTCCTGGCTGTT-CTCATGTCTTTCGGTCTTGGCTGGAGGTCTTACCAGCAGTGC 58
R e S **x Kk
HK AACGGCAACATGCTGTGCTTCGCGCCAGACCTCGTCATAAACGAGGAGCGGATGAAGCTG 120
Melsa AACGGCAACATGCTGTGCTTCGCGCCAGACCTCGTCATAAACGAGGAGCGGATGAAGCTG 120
cor AACGGCAACATGCTGTGCTTCGCGCCAGACCTCGTCATAAACGAGGAGCGGATGAAGCTG 118

fetge AACGGCAACATGCTGTGCTTCGCGCCAGACCTCGTCATAAACGAGGAGCGGATGAAGCTG 118

HK CCCTACATGGCTGACCAGTGCGAACAGATGCTGAAGATCTCCAGCGAGTTTGTCCGGCTG 180
Melsa CCCTACATGGCTGACCAGTGCGAACAGATGCTGAAGATCTCCAGCGAGTTTGTCCGGCTG 180
cor CCCTACATGGCTGACCAGTGCGAACAGATGCTGAAGATCTCCAGCGAGTTTGTCCGGCTG 178

fetge CCCTACATGGCTGACCAGCGCGAACAGATGCTGAAGATCTCCAGCGAGTTTGTCCGGCTG 178

HK CAGGTTTCCCACGACGAGTATTTGTGCATGAAGGTCTTGCTGCTGCTCAGCACAGTGCCA 240
Melsa CAGGTTTCCCACGACGAGTATTTGTGCATGAAGGTCTTGCTGCTGCTCAGCACAGTGCCA 240
cor CAGGTTTCCCACGACGAGTATTTGTGCATGAAGGTCTTGCTGCTGCTCAGCACAGTGCCA 238

fetge CAGGTTTCCCACGACGAGTATTTGTGCATGAAGGTCTTGCTGCTGCTCAGCACAGTGCCA 238

HK AAGGATGGCCTGAAGAGCCAGGCGGTGTTCGACGATATTCGGATGTCGTACATCAAGGAG 300
Melsa AAGGATGGCCTGAAGAGCCAGGCGGTGTTCGACGATATTCGGATGTCGTACATCAAGGAG 300
cor AAGGATGGCCTGAAGAGCCAGGCGGTGTTCGACGATATTCGGATGTCGTACATCAAGGAG 298

fetge AAGGATGGCCTGAAGAGCCAGGCGGTGTTCGACGATATTCGGATGTCGTACATCAAGGAG 298

HK CTGGGTAAAGCCATCGTAAAGCGTGAGGAGAACTCGAGCCAGAACTGGCAGCGTTTCTAT 360
Melsa CTGGGTAAAGCCATCGTAAAGCGTGAGGAGAACTCGAGCCAGAACTGGCAGCGTTTCTAT 360
cor CCGGGTAAAGCCATCGTAAAGCGTGAGGAGAACTCGAGCCAGAACTGGCAGCGTTTCTAT 358

fetge CTGGGTAAAGCCATCGTAAAGCGTGAGGAGAACTCGAGCCAGAACTGGCAGCGTTTCTAT 358

A AEAAAEAAAAAAAAAAAAAAAAXAAAAXAAAAXAAAAXAAAAXAAAAXAAAAXAAAdhAhkdhhihik

HK CAGCTCACCAGGCTGCTCGATTCCATGCACGAGATGGTCGGAGGACTGCTCAGCTTCTGC 420
Melsa CAGCTCACCAAGCTGCTCGATTCCATGCACGAGATGGTCGGAGGACTGCTCAGCTTCTGC 420
cor CAGCTCACCAAGCTGCTCGATTCCATGCACGAGATGGTCGGAGGACTGCTCAGCTTCTGC 418

fetge CAGCTCACCAAGCTGCTCGATTCCATGCACGAGATGGTCGGAGGACTGCTCAGCTTCTGC 418

AAEEAAEXEAAXA AAAAAAAAAAAXAAAAXAXAAXAXAAAAXAAAAXAAAAXAAAAXAAAkdhAhkdhhihikhk

HK TTCTACACCTTTGTGAATAAATCCCTGAGCGTGGAGTTCCCGGAGATGCTGGCCGAGATC 480
Melsa TTCTACACCTTTGTGAATAAATCCCTGAGCGTGGAGTTCCCGGAGATGCTGGCCGAGATC 480
cor TTCTACACCTTTGTGAATAAATCCCTGAGCGTGGAGTTCCCGGAGATGCTGGCCGAGATC 478

fetge TTCTACACCTTTGTGAATAAATCCCTGAGCGTGGAGTTCCCGGAGATGCTGGCCGAGATC 478

HK ATCAGCAACCAAGGANNGAAA- 501
Melsa NTCAGCAACCAAGGAAANGAAA 502
cor ATCAGCAACCAATTACCGAAAA 500

fetge ATCAGCAACCAATTACCGAAAA 500

EE ko o e * **
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Percentatge de similitud entre les sequiencies nucleotidiques de pronefros (HK), melsa, cor i fetge:

SegA Name Len(nt) SegB Name Len(nt) Score

1 cor 500 2 fetge 500 99
1 cor 500 3 HK 501 98
1 cor 500 4 Melsa 502 98
2 fetge 500 3 HK 501 98
2 fetge 500 4 Melsa 502 98
3 HK 501 4 Melsa 502 98

3. Seqiiéncia aminoacidica (experiment 1 capitol 1). Percentatge de similitud entre les seqliiéncies

aminoacidiques de pronefros (HK), melsa, cor i fetge:

SegA Name Len(aa) SegB Name Len(aa) Score

1 HK 163 2 melsa 163 98
1 HK 163 3 cor 163 96
1 HK 163 4 fetge 161 96
2 melsa 163 3 cor 163 96
2 melsa 163 4 fetge 161 96
3 cor 163 4 fetge 161 98

4. Fragment de la llibreria d’orada (experiment 1, capitol I). Seqliencies nucleotidiques dels extrems
del clon 1 aillat a partir del rastreig de la llibreria de cDNA de glandula pituitaria de Sparus aurata utilitzant

com a sonda el fragment de receptor glucocorticoide (GR) de ronyé anterior aillat per RT-PCR.

>Extrem 5’ GR - clon 1 (717 pb)

5”GGCACGAGCAGACGGCCAGCGTCTGTTCTCCATCGCTGTCAGCAGAGTTCAACACCTCCACCTGCTGGCTCAGAGAAGA
GTCTCTGAGCTCGTGCCGAATTCGGCACGAGGGAGAACGCTAGCCAGAACTGGCAGCGCTTCTATCAGCTAACTAAGCTAC
TGGACTCGATGCAGGAGATGGTCGAGGGTCTTCTCCAGATCTGTTTCTACACCTTTGTGAATAAAACCCTCAGTGTGGAGT
TCCCGGAGATGCTGGCGGAGATCATCACCAACCAGATACCAAAATTCAAAGACGGGAGTGTCAAGCCTCTGCTGTTTCATC
AGAAGTGACTGCCTTAAACTGTGAAGCAATGCCTTAAATTCTGCCCTCCCTGCGTACCTCTCCTGGGCCCCAAGCTTTCAC
CCCGAGCCCTAAGCCTTCGCTTGGCCTGCCGCCCCCACCATCGCTCTAGATTCGATTCCTCGGTTTTTCCAGGTCCCCTCT
AGGAATTCTGCCAACCCCTCCAGGCCTCAGCCATTCGGCCTAATCTCGGAGCACAAAACCTGTGGCCTCACACCTCCTAAT
CCCATCCCGGGTTTGGTTAAACTACGGGAGGACATCCACCCACCGACCTGTAGCCCTTCCTGTTGGCTAACCAAGAAGAAT
TTGTCCTCCGGGGGGGTTTGTTGGCTCTGAATGTCTCGCGGGCAGGATGCGTTTTGGGCAATCTGTTTTTT-3”

>Extrem 3’ GR - clon 1 (886 pb)

57ATAAATATAGAGCATCTCCCAGTCGTTATCGCAACATCTTTAGAGTTCCAGTACCCAGATTATATTAGAAATATAATGT
GGAATACATCCAAATACTTTCTTTTGACAAGCTTGTGACAAACTTGGTGCTTAATGGATGCCACTGGAATTTTAACAAGGC
ATATCTAATATTTTGTAATATTACGGAGCAGATTTGGAATAATCACAGTCGCTCATTGGAATGAAATTTGTTTACAAACAC
TGTCAGTGTATTCAGACGCGATGATGATCGAGTCGACCCGGCTTGAAGTCCGTCCGTCCGTCCGCTCACTGCCAGCTGCGT
CCACGCCGACGTTCTAATCACACCTTTATTGAGCTCCAATCAGAGAGACTCACCTGGACACACCTGCCTGCTCCCACTGCA
GAAATCACAGCTCCACACAAATCCTCTTGTTTGTTGTAGCCCAGTGGTTTTTAAATTAGACCACCAACCCCTGATTTAAAA
ACATTTTGTCCCTCATCTGATTAGAATTCTGCTTTTAGATGATTTATTACAGAAAGTTACAGATTGATCCTGTCAAAGTGT
TACTTATGAATATGAGTCACGAGATGAATCAAGAATCTCTGTTGTAACTTAACAGACTAGACTGGCTGATAGACAGCAGCA
GGTAACCTCACCATGCAGAACTACTTACAGGTGGACACAAAACACGGTATTTATTAAAAAGTATTGACTCAATATACAATT
TTAGATGAAATATGCCCTTTAATCAACTTCATCTCAAAGCGTTGCACAAGCAGGACGTGGAGCTTTATATTAAATTCTTAT
GCTCAACTCCACGGAAGAGGTAAATAAATATATTTACATATTTCTATTGTACCATGACGTGAAAAAAAAAAAAAAAAA-3”
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5. Seqliéncia aminoacidica del receptor glucocorticoide en I’orada (DQ486890) (capitol I1)
Clon 3 (blau, 1358 pb), clon 2 (taronja, 974 pb) i clon 1 (en verd, 2561 pb). En negreta es mostra el codé

d’stop i subratllada la senyal de poliadenilacié.

57 ATGGATCAGGGTGGACTGAAAAAGATTACATACAGAAGAGATGACCATTCAAGCAAATTGGTCTACACCGAAAGCACTGAGGAGGGAGGTCT
ATTAAAAGTCACTCCTCAGAGTGCCATGTCCATCACCTCTGCCGCATCTGTCGTTCTTCCATCCAGCCCGTTGATGCAGCCAGGACAGGTGCCG
AACGGCCTCAGTGACAGCCCCTTCCCAGAGGAGCTCACCTCCATTACAGCCACTGTAGGGCCCCTGTTAGAAGTCCCAGAGTCCAGGGGCCTAA
CCAAAGATCAGAGGGTTCAGCAGCAGTTCCTCCAGACACATACTTCCACTACATTTGGGCGTCAAATCTTGAGGGAGCACTTGCCCCAGTTGGA
GGCCAGTATAGCAGACATTAACCAATCCTCAATGGATTCACTTATTGGGGGGTCAGATCCCAACTTCTTCCCAATGAAAACAGAGGATTTCTCC
ATGGATAAAGGCGACCAAGACCCCATTGACCTTGATCACGCCTTTGAGCACATTGGCAAAGATGTGGACGTTCACCAGAAATTGTTCAGTGACA
ACGCTCTAGACTTGCTCCAAGACTTCGAGCTCACTGGGTCCCCCTCAGAATTTTATGTAGGGGATGATGCCTTCCTGTCCTCTCTGGCAGACGA
TTCTCTGCTTGGGGACGTTGGCTCAGAGAGGGACACAAAGTCTGCTGTGGCTGAAAGCATTAACGGCAGTGGGGCAGTCTTTGTTGCTCTCAAT
GGCAGTAATATGACAAGTCCAGATCAGTCGTGCCCTAGCATATCCCCATCTGCTTCCTTAACCCCTACAACCACTTTGCCTGCATTGGTGAAGA
AAGAAAAAGATGCCAGCTTCATTCAGCTCTGCACCCAAGGCGTGATCAAACAGGAGAAGACGTCTGCAGGCCAGAGTTATTGCCAAATGAGCGG
CACATCTTCCACAGACATGCCCAGCTCTAACTCCATCTCCATCTGTGGGGTCAGCACTTCAGGAGGACAGAGCTACCGCTTTGGAGTCAACCCC
AGCAACAACGAAACTCAGCAGCAAAAGGATCAGAAAACAGTGACCAGCCTGTTTCTCCCAGTGACGACCATCGCTGGCCCCTGGAACCGAAGCC
AGGGTATTGGGGACAACGCGGTGCTGAACAGGGCCAGTGAGGCTTTCTCGAGCACTCCCCCTTTCTCCACCAGCTTTTCCAGTTCTATCTCCAG
ACAGGAAGCGGTCACTGCTACGTCTTCAGCACAGGGAAAGAGCGGGACTCATAAAATCTGCCTGGTCTGCTCTGACGAGGCTTCAGGCTGCCAC
TACGGCGTTCTCACCTGTGGCAGCTGCAAGGTGTTCTTCAAGAGAGCAGTGGAAGGGCAGCATAATTACCTGTGTGCTGGGAGGAATGACTGCA
TAATAGACAAGATCAGGAGGAAGAACTGCCCGGCCTGTCGCTTCCGCAAGTGTCTGATGGCTGGCATGAACCTGGAAGCACGCAAATCCAAAAA
GTTGAACCGCTTAAAGGGCAACCTGCCGAGCAACCCGCCCGAGCTGACCACTCCTCCACCGATGGAGGCTCGCTCCCTAGTGCCCAAGTGCATG
CCTCAACTCGTCCCAACGATGTTGTCCCTGCTGAAGGCCATTGAGCCGGACACCATCTACGCCGGCTACGACAGCACCCTGCCTGACACCTCCA
CCCGCCTGATGACCACCCTCAACAGGTTGGGCGGCCGGCAGGTCATCTCAGCTGTCAAGTGGGCCAAGGCTCTGCCAGGTTTCAGGAACCTGCA
CCTGGACGACCAGATGACTCTGCTGCAGTGCTCCTGGCTCTTCCTAATGTCTTTCGGTCTTGGCTGGAGGTCTTACCAGCAGTGCAACGGCAAC
ATGCTGTGCTTCGCGCCAGACCTCGTCATAAACGAGGAGCGGATGAAGCTGCCCTACATGGCTGACCAGTGCGAACAGATGCTGAAGATCTCCA
GCGAGTTTGTCCGGCTGCAGGTTTCCCACGACGAGTATTTGTGCATGAAGGTCTTGCTGCTGCTCAGCACAGTGCCAAAGGATGGCCTGAAGAG
CCAGGCGGTGTTCGACGATATTCGGATGTCGTACATCAAGGAGCTGGGTAAAGCCATCGTAAAGCGTGAGGAGAACGCTAGCCAGAACTGGCAG
CGCTTCTATCAGCTAACTAAGCTACTGGACTCGATGCAGGAGATGGTCGAGGGTCTTCTCCAGATCTGTTTCTACACCTTTGTGAATAAAACCC
TCAGTGTGGAGTTCCCGGAGATGCTGGCGGAGATCATCACCAACCAGATACCAAAATTCAAAGACGGGAGTGTCAAGCCTCTGCTGTTTCATCA
GAAGTGACTGCCTTAAACTGTGAAGCAATGCCTTAAATTCTGCCCTCCCTGCGTACCTCTCCTGGGCCCCAAGCTTTCACCCCGAGCCCTAAGC
CTTCGCTTGGCCTGCCGCCCCCACCATCGCTCTAGATTCGATTCCTCGGTTTTTCCAGGTCCCCTCTAGGAATTCTGCCAACCCCTCCAGGCCT
CAGCCATTCGGCCTAATCTCGGAGCACAAAACCTGTGGCCTCACACCTCCTAATCCCATCCCGGGTTTGGTTAAACTACGGGAGGACATCCACC
CACCGACCTGTAGCCCTTCCTGTTGGCTAACCAAGAAGAATTTGTCCTCCGGGGGGGTTTGTTGGCTCTGAATGTCTCGCGGGCAGGATGCGTT
TTGGGCAATCTGTTTTTTCTTCAGCCTCCTCATCTCCTCCTCCGTCCACGGCCCTGTCCTCAGGTTTCTGACGCTGTTTATTTGGCGGCCGCCT
GCCTCTTAAGCTCTACTGCCTCCGTTGATTTATCGCTGTTTTCACTGACAAGCCAACACCTAGAAACGCCTTTCCCTCCCTCAACTTGAGACAC
TGCTCACCCCAAGCTCAGGCCTTCTGTTCCTCTGCTCACCTGCCCGGCTTGTCTCTCCGTTTGCCCTCCCCAGCTCCACTGCGCAGAGAATGTA
GTGAGTGTTCACTTGTTGTGGTTTCCCGAGGACTGTCGGCGGCGAAAGGGGATGAACTTAAACACGGAAAAATGAGAAACATACTCTGTGATGA
GAGGATCTTTTATTCTTCTGGACCCGAGGACATGGAGGACGAACTGTTTTCAGCTGTGAGTCGGTTATCTTTTATGAAATTATATGAATCAGAT
TTATATATCCCACCGATGGACGAAGAGAAGACGGCTAGAGGAATATTGGTTTATTTTTTGCAGTCATGCATTTCACATGCTTACACACAGGAAC
ACAGACaAACACAAAGTATAAGCAGACACACACTCACTCAGCAAGATGTTTACACATGATGTATCTGAGAAGGGAAAAACAGTGCCTTTTAGCT
TTTAAAGCTCGTCATAGCCATCCCCTCTGAGAATCTAACCTTGACATCCTTCCACATATTCTTTCTCTTTTAGTTTTTTCCACGCTGGCAATTT
CTGTTTTCTTTCCAAGCCACCATTTTGTTGTTTTTAATGTGGGCAGCTCTCTGTTCTGGTCCCCAGACACAAACGTTAGGACGACAGCCGATGG
TACAGATTTGAAAAAAAGCAGAGCAGTGTGAAATATTAACCTCTGGGAGTCACATAGGAAAAGTATAAAAGATGTTAAAGGCCCAAAACACATT
TCACGTGTGTCTCTGTAAAGTATATTTGATAAATATAAATATAGAGCATCTCCCACAGTCGTTATCGCAACATCTTTAGAGTTCCAGTACCCAG
ATTATATTAGAAATATAATGTGGAATACATCCAAATACTTTCTTTTGACAAGCTTGTGACAAACTTGGTGCTTAATGGATGCCACTGGAATTTT
AACAAGGCATATCTAATATTTTGTAATATTACGGAGCAGATTTGGAATAATCACAGTCGCTCATTGGAATGAAATTTGTTTACAAACACTGTCA
GTGTATTCAGACGCGATGATGATCGAGTCGACCCGGCTTGAAGTCCGTCCGTCCGTCCGCTCACTGCCAGCTGCGTCCACGCCGACGTTCTAAT
CACACCTTTATTGAGCTCCAATCAGAGAGACTCACCTGGACACACCTGCCTGCTCCCACTGCAGAAATCACAGCTCCACACAAATCCTCTTGTT
TGTTGTAGCCCAGTGGTTTTTAAATTAGACCACCAACCCCTGATTTAAAAACATTTTGTCCCTCATCTGATTAGAATTCTGCTTTTAGATGATT
TATTACAGAAAGTTACAGATTGATCCTGTCAAAGTGTTACTTATGAATATGAGTCACGAGATGAATCAAGAATCTCTGTTGTAACTTAACAGAC
TAGACTGGCTGATAGACAGCAGCAGGTAACCTCACCATGCAGAACTACTTACAGGTGGACACAAAACACGGTATTTATTAAAAAGTATTGACTC
AATATACAATTTTAGATGAAATATGCCCTTTAATCAACTTCATCTCAAAGCGTTGCACAAGCAGGACGTGGAGCTTTATATTAAATTCTTATGC
TCAACTCCACGGAAGAGGTAAATAAAATATATTTACATATTTCTATTGTACCATGACGTGAAAAAAAAAAAAAAAAA-3
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6. Proteina corresponent al receptor glucocorticoide d’orada (capitol II).

Es mostra el domini d’uni6 al DNA (verd) amb els dos anells de Zinc i el domini d’uni6 a la hormona (taronja)

57 MDQGGLKK I TYRRDDHSSKLVYTESTEEGGLLKVTPQSAMS I TSAASVVLPSSPLM
QPGQVPNGLSDSPFPEELTS I TATVGPLLEVPESRGLTKDQRVQQQFLQTHTSTTFGR
QILREHLPQLEAS I ADINQSSMDSL 1 GGSDPNFFPMK TEDFSMDKGDQDP I DLDHAFE
H 1 GKDVDVHQKLFSDNALDLLQDFEL TGSPSEFYVGDDAFLSSLADDSLLGDVGSERD
TKSAVAES INGSGAVFVALNGSNMTSPDQSCPS I SPSASLTPTTTLPALVKKEKDASF
1QLCTQGV IKQEKTSAGQSYCQMSGTSSTDMPSSNS 1S1CGVSTSGGQSYRFGVNPSN
NETQQQKDQKTVTSLFLPVTTIAGPWNRSQG I GDNAVLNRASEAFSSTPPFSTSFSSS
I SRQEAVTATSSAQGKSGTHK I CLVCSDEASGCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEGQHNYL
CAGRNDC I 1 DK IRRKNCPACRFRKCLMAGMNLEARKSKKLNRLKGNLPSNPPELTTPP
PMEARSLVPKCMPQLVPTMLSLLKAIEPDT I YAGYDSTLPDTSTRLMTTLNRLGGRQV
I SAVKWAKALPGFRNLHLDDQMTLLQCSWLFLMSFGLGWRSYQQCNGNMLCFAPDLV
NEERMKLPYMADQCEQMLK I SSEFVRLQVSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFD
DIRMSY IKELGKA 1 VKREENASQNWQRFYQLTKLLDSMQEMVEGLLQICFYTFVNKTL
SVEFPEMLAE I I'TNQ I PKFKDGSVKPLLFHQK-3”

7. Alineament del GR (capitol II).

Alineament de la seqliéncia d’aminoacids de la proteina de GR d’orada (Sparus aurata) amb el mateix
receptor de: Petromyzon marinus (lamprea marina) Oncorhynchus mykiss (truita irisada), Danio rerio (peix
zebra), Pimephales promelas (peix gat dels canals), Salmo trutta (truita comu), Dicentrarchus labrax (llobarro)
i Paralichthys olivaceus (fals halibut de Jap6), Haplochromis burtoni (tilapia), Xenopus laevis (granota), Gallus
gallus (gall), Oryctolagus cuniculus (conill), Cavia porcellus (conillet d’indies), Guinea pig (porc), Sus scrofa
(porc senglar), Canis familiaris (gos), Tupaia belangeri (esquirol), Pongo pygmaeus, Saguinus oedipus, Aotus

nancymaae, Callithrix jacchus (espécies de micos), Rattus norvegicus (rata), i Homo sapiens (home).

H.sapiens MDSKESLTPG--REENPSSVLA-QERGDVMDFYKTLRGGATVKVSASSPSLAVASQSDSK 57
P_pygmaeus MDSKESLTPG--REENPSSVLA-QERGNVMDFYKTLRGGATVKVSASSPSLAVASQSDSK 57
S.oedipus MDSKESLTPG--KEENPSSVLT-QERGNVMDFCKILRGGATLKVSVSSTSLAAASQSDSK 57
A._nancymaae MDSKESLTPG--KEENPSSVLT-QERGNVMDFSKILRGGATLKVSVSSTSLAAASQSDSK 57
C.jacchus MDSKESLTPG--KEENPSSVLT-QERGNVMDFCK I LRGGATLKVSVSSTSLAAASQSDPK 57
T.belangeri MDSKESLTSP--SEE IPSSVHG-QERGNVMDFYKTRRGGATVKVFMPSPSLGGSSQSDSK 57
S.scrofa MDPKESLTPPS-REE IPSSVLG-RERAHVMDFYKSLRGGTPVKVSAASPSLAAVSQPDSK 58
C.familiaris MDSKESLSPPS-KEE I SSSVLG-RERGNVMDFYKTLRGGATVKVSASSPSLAAASQSDSK 58
C.porcellus MDLKESVTSS---KEVPSSVLG-SERRNVIDFYKTVRGGATVKVSASSPSLAAAAQSDSK 56
G.pig MDLKESVTSS---KEVPSSVLG-SERRNVIDFYKTVRGGATVKVSASSPSLAAAAQSDSK 56
R._norvegicus MDSKESLAPPG-RDEVPGSLLG-QGRGSVMDFYKSLRGGATVKVSASSPSVAAASQADSK 58
O.cuniculus MDSKESLSPPG-REEVPSSVLRPAERGNVMDLYKTLRGGAPVRVPASSPSLAPAAQPDSK 59
G.gallus MDSKELLKSSD-QDETRKNALMSTKGG I VMDFHPPFRGGASAQAPVSAAPLPVSSQSDSA 59
X.laevis MDPKDLLKPSSGSPAVRGSPHYNDKPGNV IEFFGNYRGGVSVSVSASCP-TSTASQSNTR 59
P.marinus =

S.aurata MD-QGGLKKITYRRDDHSSKLVYTESTEEGGLLKVTPQSAMS I TSAASVVLPSSPLMQPG 59
burtonil MD-KGGVKKIAYRRDDHLSKLVYTESPEEGGLLRVAPHSAMSVTSPASVVLPSSSLMQPG 59
0.myKISS2 = e

D.rerio MD-QGGLENGK-KRDERLNTLDYNKRATEG-ILPRRIQSTMSVAP-TSMVPQAGPMMQPV 56
P_promelas MD-QGGLKNGA-KRDERLNILDYSNSPVEG-I1LRSGIQSAMSVAP-TSMVPQPSPLMQPV 56
D.labrax MD-QGGLKRSAFFEMR--SD1-WGGRSWSRQS 1QADTAG--SLLQ-SAMHLPGPGSVPQP 53
P_olivaceus MD-QGGLKRNCNRDD---SLT-FGETAVGVGSDTGDTAG--SLLQPAAMHLPSPSSLPQL 53
burtoni2a MD-QGGLKRNGNRDD------——- GLTFAEIEGTGDTPG--SLFQ-TAMHLPG--SPPPA 45
burtoni2b MD-QGGLKRNGNRDD-----—-——- GLTFAEIEGTGDTPG--SLFQ-TAMHLPG--SPPPA 45
0.mykissl MD-PGGLKHS--KDKG--LAFGKLSESSVEGSFSGDTGGSKSTTSTSLMHLPGSRPQPPA 55

S.trutta MD-PGGLKHSHNKDNG--LAFGKLSESGVEGSFSGDAGGSKSTTSTSLMHLPGSRPQPPA 57


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9986
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=37293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=37293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9483

Annexos

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P_olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
O0.mykissl
S.trutta

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A._nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P.olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
O0.mykissl
S.trutta

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata

QR-—————= RLLVDFPKGSVSNAQQ====——=mmmm—mmm e PDLSKAVSLSMGLYMG
QR-—————= RLLVDFPKGSVSNAQQ===———===mm——mm e PDLSKAVSLSMGLYMG
QQ-————— RLLVDFPKGSVSNAQQ=—=———————————m———— PDLSKAVSLSMGLYMG
QQ-—————- RLLVDFPKGSVSNAQQ====——===————m e e = PDLSKAVSLSMGLYMG
QQ-—————= RLLVDFPKGSVSNVQQ=====—==mmmmmmm e PDLSKAVSLSMGLYMG
QQ-—————= RLLVDFPKGSVSNVQQ===———==mmm e mm e PDLSKAVSLSMGLYMG
QQ-————— RLAVDFPKGSGSNAQQ——=———————————————— PDLSKAVSLSMGLYMG
QQ-—————- RLLVDFPKGSGSHAQQ====——===——————— = PDLSKAVSLSMGLYMG
QR-—=———= RLLVDFPKGSGSNAQQ====——===m—=mmmm e PDLSKAVSLSMGLYMG
QR-—————= RLLVDFPKGSGSNAQQ===———===m———mm e PDLSKAVSLSMGLYMG
QQ-————— RILLDFSKGSTSNVQQQQQQQQ0Q0QQ000QQ0QQQQPDLSKAVSLSMGLYMG
QQ-—————- RLAVDFPKGSASNAQQ===-——===—————————— PDLSRAVSLSMGLYMG
QQ-—————= PALADFSKGLVNNVPP === = mm oo e mmm e PDLSKAVSLSMGLYMG
QQQHFQKQLTATGDSTNGLNNNVPQ-——= == —m = mm e mmme PDLSKAVSLSMGLYMG
------------- QVPNGLSDSPFP—===———=——————————EELT--SITATVGPLLE
------------- QVPNGLNNSTLP====—====—===————~EELTSASVTATVGSLID
SG-—m—mmmm DIPNGLSNSPTL-———————mm e EEHTSSVSSIFGD---D
SA=———mmmmme e DLPNGLSNSPTL====——mmmmmmmmmmm o EEHTTSTLGFFME---D
R VCTNGQGGTKDQ-——===mm=mmmm e mm GELG-GLFESPQ-HHVM
| VAPNGGAGTKDQ-——===——=m—mm e mm = GEFG-GLFESPRGQCEG
| VAPNRQGGTNGQ-———=————————————— GELG-GLFESHQHHVLG
R VAPNRQGGTNGQ-——===——===——mmmm— GELG-GLFESHQHHVLG
Re—mmmmmmmm o DSANGLNVTTTQ===———=——m—mm e = MEL---——- STGGLTIE
DSANGLNVTTTQ===——=mmm e mmmmm e V[ I—— STGGLTIE
ETETKVMGNDLGFPQQGQ I SLSSGE-—==—-—— TDLKLLEES IANLN----- RSTSVPEN
ETETKVMGNDLGFPQQGQ I SLSSGE-—=~—-—— TDLKLLEESIANLN----- RSTSVPEN
ETETKVMGNDLGFPQQGQ I SLSSGE-————-— TDLQLLEESIANLN----- RSTSVPEN
ETETKVMGNDLGFPQQGQ I SLSSGE-—----—— TDLQLLEESIANLN----- RSTSVPEN
ETETKVMGNDLGFPQQGQ I SLSSGE-—==--—— TDLQLLEESIANLN----- RSTSVPEN
ETETKVMGNDLGFPQQGQ I TLSSGE-—=~—-—— TNLQLLEESIANLN----- RSTSVPEH
ETETKVMGSDLGFPQQGQ I SLSSGE-—-——-— TDFRLLEESIANLS---—-- RSTSVPEN
ETETKVMGNDLGFPQQGQ I SLSSGE-—----—— TDFRLLEES IANLN----- RSTSVPEN
ETETKVMGNDLGFPQQGQ I SLPSGE-—==--—— TDFRLLEESIANLS----- RSTSVPEN
ETETKVMGNDLGFPQQGQ I SLPSGE-—=~—-—— TDFRLLEESIANLS----- RSTSVPEN
ETETKVMGNDLGYPQQGQLGLSSGE-—————— TDFRLLEESIANLN---—-- RSTSVPEN
ETETKVMGSDLAFPQQGQTSLSSGE---——-—— TDFRLLEESIASLN--—-- RSASGADN
ETDAKVMGNDLGFSQQGQTG I SSGE-—=—-——— TDFRLLEESIASLN----- KSSSLAED
ESDTKVMSSDIAFPSQEQIGISTGE-——~———— TDFSLLEESIANLQ----- AKSLAPDK
——————— GVEFQLP-—----YSASA—-————=-TSFR---PSVATSS---—-ASG----—
VPESRGLTKDQR-VQQQFLQTHTSTTFGRQILREHLPQLEAS IAD IN-—-~~- QSS--MDS
SPQPRGLTKDQRPQHQQLLQTQT--TFGHQTLSENLSQLDASMADI T-=-~~ QSS--MDS
--------------------------------------------------------- MDS
SEL-KLLGKEQRALQQQTLVPFT--—————- LGDSLSGLEASIADLN-—--- NPSPSMDS
SELQKAVGKEQRAQQQQALCSFT-——————-— LGDSFSGLEASIADIN-—--- SSSPSIDS
S--DMKEGE I I RMQKQQQQQQQQHQDMD I FNMEDSLPLLKQS I SDLNQKSTSVISTSDTS
S--EMKEGK I IRLQKRK—-==~~ HHLD I GMFNMEDNLSLLNQN I SDLNRTSTSVISTSDTS
EGTDMKEGKM I RMQKQQQQQ--QQQD 1 G I FGMGDSLPLFNQC I SDT---PTSVINTSDTS
EGTDMKEGKM I RMQKQQQQQ--QQQD1G I FGMGDSLPLFNQC I SDT---PTSVINTSDTS
EAEVKVMEKA I RMQQPQK - - -—PQQNQQLF --~ENFALLEAS I ADLN---—— RSNTPGSS
ESEVKVMEKALRMQQPQK - ---PQQNQQLF--~ENFALLEAS I ADLN---~~- RSNTPGSS

PKSSASTAVSAAPTEKEFPKTHSDVSSEQ--QHLKGQTGTNGGN-VKLYTTDQSTFDI--
PKSSASTAVSAAPTEKEFPKTHSD ISSEQ--QHLKGQTGTNGGN-VKLYTTDQSTFDI--
PKSSASSSVSAAPKEKEFPKTHSDVSSEQ--QNLKGQTGTNGGN-AKLCTADQSTFDI--
PKSSASSSVSAAPKEKEFPKTHSDVSSEQ--QNLKGQTGTNGGN-VKLYTADQSTFDI--
PKSSASSSVSAAPKEKEFPKTHSDVSSEQ--QNLKGQTGTNGGN-VKLYTADQSTFDI--
PKISASVAVSAALLKKELPETPSDVSSEQ--QNLKGQTGTNGGN-VKLCTADQSTFDI -~
PKSSASAAGPAAPAEKAFPKTHSDGAPEQ--PNVKGQTGTNGGN-VKLFTTDQSTFDIWR
PKSSVSAVS-AAPTEKEFAQTLSDVSSEQ--QHLKGQTGTNGGN-VKLYTTDQSTFDVWR
PKNSASAVS--GTPTEEFPKTQSDLSSEQ--ENLKSQAGTNGGN-VKFP-PDQSTFDI--
PKNSASAVS--GTPTEEFPKTQSDLSSEQ--QNLKSQAGTNGGN-VKFP-PDQSTFDI--
PKSSTSATGCATPTEKEFPKTHSDASSEQ--QNRKSQTGTNGGS-VKLYPTDQSTFDL -~
PRSTAPAAGSAAPTEG-FPKTHSDLASER--QNPKGQTGGSAGS-AKLHPTDQSTFDI--
AKG---AVSSEAPLEPDFVGMAGRGPLEPG-ASVQSQVGSNGGS-LKLSSEDQSTLDI -~
LIEISEDPG---==———-- GFKCDI1SAQP--RPSMGQGGSNGSSSTNLFPKDQCTFDL -~

138
138
138
138
138
138
139
139
137
137
158
140
140
147

138
139

130
131
139
135
129
129
127
129

193
193
193
193
193
193
196
195
189
189
213
194
193
193

158
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burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D.labrax
P.olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
0.mykissl
S.trutta

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P_olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
0.mykissl
S.trutta

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P_olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
0.mykissl
S.trutta

L1GDSD-PNLFPMSMRTETAFSRDQNPMDM-DQE-GY IGKD—-—~-~-~ QKLFSDNTL-----
L1GGVD-PNLFPLKTEDFSPMIKGDMDLD--QDSFGH IGKDVDVGNHKLFSDNTL-=---
MIGGVD-PNLFPLKTEQFSPMDKCD IDLD--QDSFGPMGKDVDVGNHKLFSDNTL-=---
VLGNLPLPDLFPQHIKQEGNFSLDKDMETY-SGH IGAGPCDMDG-NSGRLIEDT-=----
VLGKLPLPNLFPQHIKQEGGFSLEKELGTY-GGHTGGGPCDLDG-NSGHLIEDT-----~-
VLGNLPLPDLFSHPIKTESILSLDKDLGTY-SGHTGTGPCDLDG-NSGRLIEDT------
VLGNLPLPDLFSHPIKTESILSLDKDLGTY-SGHTGTGPCDLDG-NSGRLIEDT------
VLGRP--HDLFS--LKTENFSPMDKDRLDMGSVSFGQSQKDLDV-NERLLGDNTM-----
VLERP--HDLFS--LKTE------ KDRLDMGSVSFGQSQKDLDV-NDRLLGDNTM===-~

--LQDLEFSSGSPGKETNESPWRSDLL--IDENCLLSPLAGEDDSFLLEGNSNEDCKPLI1
--LQDLEFSSGSPGKETNESPWRSDLL--IDENCLLSPLAGEDDSFLLEGNSNEDCKPLI
--LQDLEFSSGSPGKETNQSPWRSDLL--IDENCLLSPLAGEEDSFLLEGNSNEDCKPLI
--LQDLEFSSGSPGKETNQSPWRSDLL~--IDENCLLSPLAGEEDSFLLEGNSNEDCKPLI
--LQDLEFSSGSPGKERNQSPWRSDLL--IDENCLLSPLAGEEDSFLLEGNSNEDCKPL1
--LQDLEFSSASPGRETNESPWRSDLL--LDENCLLSPLAVEDDPFLSEGNLKEDCKPLI
KKLQDLELPSGSPGKETSESPWSSDLL--IDENCLLSPLAGEEDPFLLEGSSTEDCKPLV
KKLQDLDFTSGSPEKEASESPWRSDLL--IDENCLLSPLAGEDDPFLLEGNSNEDCKPLYV

--LKDLEFSSGSPGKERSESPWRPDLL--MDESCLLSPLAGEDDPFLLEGNSNEDCKPLI
--LKDLEFSSGSPGKERSESPWRPDLL--MDESCLLSPLAGEDDPFLLEGNSNEDCKPLI
--LKDLEFSAGSPGKDTNESPWRSDLL-~ I DEN-LLSPLAGEDDPFLLEGDTNEDCKPLI
--LQDLEFS-GSPSKDRSESPWRSDLL--MDENCLLSPLAGEDDPFLLEGNSSEDCKPL I
--LQDLELPSVSPGKEPNGSPWRLDPL--LDDGGLLSP 1S-ADDTFLLEGNLGEDCKPPI
--LRDLG I SPDSPLDGKS-NPWLDPLFDEQEAFNLLSPLGTGDPFFMKSEVLSEGSKTLS
DLLQDFELTGSP---SEFYVG-DDAFLSSLADDSLLGDVGSERDTKSAVAES INGSGAVF
DLLQDFDLSGSP---SDFYVG-DDAFLSSLADDSLLG-VTSERD IKPAVVDSSNTTGAVP
DLLQDFELTGSP---SDFYVG-DDAFLSSLADDTLLGDESQDRGVSNSTSKP-AATMTNS
DLLQDFELDGSP---SDFYVA-DDAFLST I GEDALLSELPTNLDRDSKAAVS----—— GS
DLLQDFELDGSP---SDFYVA-DDAFLST I GEDAMLGDLSTNAERDSKAS1S----—— VN
E 1WQDLDLPSSLPE I SDFELDSKVAHLNN I LHDSMGGSGPVSGLLKETKVPTWYT-GVNC
E 1WQDLDLPNSLPE I SDFELDSEVAHLDN I LHDSSGGCGPDGSLLKETKVLVGN--GGNC
E 1WQDLDLPSSLPE I SAFELDSEVAHLDN I LQESTGGGCPVGGLPKE I KPLMGN--GENC
E 1WQDLDLPSSLPE I SAFELDSEVAHLDN I LQESTGGGCPVGGLPKE I KPLMGN--GENC
DILQDLDLPGSLSDLNEFYVSDEAAFLSSLSVED----VLLEDGNMETKP I DCSN-GGNC
DILQDLDLPGSLSDLNEFYVSDEAAFLSSLSVED-~-—-VLLEDGNMETKP IDCSN-GGNC
LPDTK==—mmmmmmmmm PKIKDNGDL === === == ——m e e VLSSPSNVTLPQ
LPDTK==—m—mmmmmmm PKIKDNGDL—=——= == === ——— e mem VLSSPSNVTLPQ
LPDTK==—mmmmmmmmm PKIKDNGDL === == === == ——m e e~ VLSSSSNVTLPQ
LPDTK==—mmmmmmmmm PKIKDNGDL — === === === ——m— e e VLSSSSNVTLPQ
LPDTK==—m—mmmmmmm PKIKDNGDL === === === ——m e e VLSSSSNVTLPQ
LPDTK==—m—mmmmmmm PKIKDNGDL===—= == === ——— e mem ILSSPKNVPLPQ
LPDTK==—=—mmmmmmm PKVKDNGEL === === === ——— e —em ILPSPNSVPLPQ
LPDTK=——m—mmmmmmm PKIKDNGDL === === === ——m— e e~ ILASPNSVPLPQ
LPDTK==mmmmmmmmmm PKIKDNGDG==——= === === ——— e m ILSSSNSVPQPQ
LPDTK==—m—mmmmmmm PKIKDNGDG=———= == === ——— e m ILSSSNSVPQPQ
LPDTK==—m—mmmmmmm PKIKDTGDT === === ————mm e mmm ILSSPSSVALPQ
LPDTK==—mmmmmmmmm PKIKDNGDL == === === == ——m— e e~ ILSNSNNVPLPQ
LSDTK==—mmmmmmmmm PKINDRGDL === === === ———— e m LPSS--KMPMPQ
LEDGT === —mm—m—m o QRLGDHAKD == === ——— e e e MLLPSADRP1SQ
VALNGSNMTSPD==-=-QSCPS I SPSA== === === —mm e SLTPTTTLPALV
VALNGSSVTSPD===-LSSPTISTTT=mm———mm e mmmm e SLSPTTTLFAMV
GSFSGSNTTTLNGSSLLACQDESNSS === === === mm e mmm e TSMTTTATFPMV
NTLNG==—=——————— e TASSS=——m—mmmm e LSTANTSILPNI
STLNG==—————m—mm e Y 3 TTTTS---LANV
TNGKDGGHGTTP-1SG I HHP 1 QHHSHQQKPH-HL LQHQHQQHQLQHQQPGSLLSSVMIKE
TDVNG=—=—————— TDQQHPLQHHQHQQQQHRHLLQHQQHQLHHQHQQPPSLLSSVMIKE
TSVNG=-==————= TKQQHHAL HPHQQQQQHHQL I HHQQHQP--QHHQPQALLST I I IKE
TSVNG-———————— TKQQHHALHPHQQQQQHHOL I HHQQHQP-—-QHHQPQALLST I I IKE
TNVDS-———————— ADQQKQLLEAG== === == == —mmmmmmm e VSMPVIKT
TDVDS-———————— ADQQKQLLEPG == === ——m e e mmm e ISMPVIKT

249
249
249
249
249
249
254
253
245
245
268
249
248
250

246
246
105
232
233
250
245
239
239
232
228

275
275
275
275
275
275
280
279
271
271
294
275
272
276

280
280
143
254
252
308
296
288
288
256
252
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H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P_olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
O0.mykissl
S.trutta

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P_olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
O0.mykissl
S.trutta

H.sapiens
P.pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2

VKTEKEDFIELCTPGV I KQE---KLGTVYCQASFPGAN I IGNKMS—---———~— AISVHGV
VKTEKEDF IELCTPGV I KQE---KLGTVYCQAGFPGAN I I GNKMS—--————~— AISVHGV
VKTEKEDF IELCTPGV I KQE---KLSTVYCQASFPGAN I IGNKMS—---—-—~- AISTHGY
VKTEKEDF 1ELCTPGV 1KQE---KLSTVYCQASFPGANV I GNKMS—==-———~- AISIHGY
VKTEKEDFIELCTPGV I KQE---KLSTVYCQASFPGAN I IGNKMS—---———~ AISIHGY
VKTEKEDF IELCTPGV I KQE-~-KLGPVYCQANFSGAN I IGNKMS—---———~— AISVHGY
VKTEKEDF IELCTPGV I KQE---KLGPAYCQASFSGAN I 1 GGKMS—---—-—~— AISVHGY
VKTEKEDF I ELCTPGV 1KQE---KLGPVYCQASFSGAN I I GNKMS—=—--——~- AISVHGV
VK 1GKEDF 1ELCTPGV 1KQE---KLGPVYCQASFSGAN I I GNKMS—==-———~- AISVHGV
VKMEKEDF IELCTPGV I KQE---KLGPVYCQASFSGAN I I GNKMS——-————~— AISVHGY
VKTEKDDF IELCTPGV I KQE---KLGPVYCQASFSGTN I IGNKMS—---———~- AISVHGY
VKTEKEDF I ELCTPGV 1KQE---KLGPVYCQASFSGAN T I GNKIS———--——~- AISVHGV
VKTEKEDF IELCTPG- I KQE-~-NVGP I YCQANFSGSNMLGTKVS——-————~— AISIHGY
VKTEKEDY IELCTPGVVNEE---KFGPVYCVGNFSGSGLFGNKSS——-————~- AISVHGY
------------------------------ I SNFSN=-=--GNNFG-—-—----—FLSPNGV
KKEKDASFIQLCTQGV I KQEKTSAGQS-YCQMSGTSSTDMPSSNS————————— I1SICGV
KKEKDADF 1QLCTPGVVKQEKTSGGQS-YCQISGTASRDMAGTNA=———————— 1SVCGV
KMEKESGF IQLCTPGV IKQENTSAMRSSSCQMSGSTGGSTSSSPSELSSSSPSP IS1CGY
KVEKDS-1 1QLCTPGV IKQE--NTG-ASYCQGGLHSTP==———=—————————— INICGV
KVEKDS~- I 1QLCTPGV IKKE=-NVGGTNYCQMGLHSTP==———=—————————— INICGV
EKDPDDSF IH1STPGVVKQE --KQEGAGFCQAQCLQS---SLHGGGP----—— MSSPMGV
EKDHDNSF I HIRTPGVVKQE--KQENGSFCQSQCLQSSMSSLHGGGP - ————— MSSTMGA

EKDPDESFIQICTPGV IKQE--KQDNG-FCQPQCLQSG I SSLHGGGPRP----MSSPVSV

EKDPDESFIQICTPGV I KQE--KQDNG-FCQPQCLQSG I SSLHGGGPRP--—-MSSPVSV
EEDADTSFIQLCTPGV I KQE--NDRRS-FCQISSLDLP-——————————————— STHNSA
EEDADTSFIQLCTPGV I KQE--NDRRS-YCQISSLDLP————————— oo STHNSV
STSGGQMYHYDMNTAS—————————— LSQQQDQKP- I FNV PP I PVGSENWNRCQGSGDD
STSGGQMYHYDMNTAS—————————— LSQQQDQKP- I FNV IPP I PVGSENWNRCQGSGDD
STSGGQMYHYDMNTAS—————————— LSQQQDQKP- I FNV IPP I PVGSENWNRCQGSGDD
STSGGQMYHYDMNTAS—————————— LSQQQDQKP- I FNV IPP I PVGSENWNRCQGSGDD
STSGGQMYHYDMNTAS—————————— LSQQQDQKP- I FNV IPP I PVGSENWNRCQGSGDD
STSGGQMYHYDMNTAT—————————— LSQQQDQKP- I FNV IPP I PVSSENWNRCQGSGDE
STSGGQLYHYDMNTAAS————————— LSKQQEQKP-LFNV PP I PVGSENWNRCQGSGDD
STSGGQMYHYDMNTAS—————————— LSQQQDQKP- I FNV IPP I PVGSENWNRCQGSGDD
STSGGQMYHYDMNTAS—————————— LSQQQDQKP- I FNV PP I PVGSENWNRCQGSGED
STSGGQMYHYDMNTAS—————————— LSQQQDQKP- I FNV IPP I PVGSENWNRCQGSGED
STSGGQMYHYDMNTAS—————————— LSQQQDQKP-VFNV IPP I PVGSENWNRCQGSGED
STSGGQMYHYDMNAQQ———=—————————— QEQKP-LFNV IPP IPVGSENWNRCQGSGDD
STSGGQMYHYDLNTAS—————————— LSQQQDQKP-IFNI IPSLPAGSENWNRCQGSGDE
STSGGQMYHYDLNTAT——————————— 1 SQQDVKP-VFNLGSPGTS I AEGWNRCHGSGND
0]
STSGGQSYRFGVNP———————- SNNETQQQKDQKT-VTSLFLPVTT IAGPWNRSQG I GDN
STSGGQTYHFGVNT———————- LSSDTPLQNEQKP-VSSLFLPVTTIGG IWNRGQG I GNN
STSGGQSYHFGGNSS INTTLASTTSGASQQKDQKPSVFSLYPPLVTVGEAWN-NI1SYGDG
TTSSGQSFLFGNSS———————= PTAVVGLQKDQKP-DFNMYTPLTSSGDGWSRSQGFGNV
TTSSGQSFLFGAGP-——————— STAALSQQKDQKP- IFNVYTPLTSSEDSWSRGKGFGNA
GAGPG--YHYRANP————————- SPTVGLQ-DQKP--FGMYSNLPLVGESWARGNRYGES
GAVPG--YHYKASP-———————- SSTVGLQ-DQKP--FG I FSNLPAVAESWTRGGRFGEP
GAVPG—-YHYTANL-———————- SSTMD1Q-DQKP--FDMYSNMPLMGDGWARGKRYGET
GAVPG—-YHYTANL————————- SSTMD 1Q-DQKP--FDMYSNMPLMGDGWARGKRYGET
GSISGPSYPYGANT ————————- STAVSLQQDQKP-VFGLYPPLPSVSDSWNRGNGYATG
GSMSGQSYPYGANT————————-— STAVSLQQDQKP-VFGLYPPLPSVSDSWNRGNGYGTG

NLTSLGTLNFPGR---TVFSNGYSSPSMRPDVSSPPSSSS-TATTGPPPKLCLVCSDEAS
NLTSLGTLNFPGR---TVFSNGYSSPSMRPDVSSPPSSSS-TATTGPPPKLCLVCSDEAS
NLTSLGTLNFPGR---TVFSNGYSSPSMRPDVSSPPSSSS-TATTGPPPKLCLVCSDEAS
NLTSLGTLNFPGR---TVFSNGYSSPSMRPDVSSPPSSSS-TATTGPPPKLCLVCSDEAS
NLTSLGTLNFPGR---TVFSNGYSSPSMRPDVSSPPSSSS-TATTGPPPKLCLVCSDEAS
NLTSLGTLNFSGR---SVFSNGYSSPGMRPDVSSPPSNS--LSAVGPPPKFCLVCSDEAS
NLTSLGTLNFSGR---SVFSNGYSSPGMRPDVSSPPSSS--SAATGPPPKLCLVCSDEAS
NLASLGTLNFPGR---SVFSNGYSSPGMRPDVSSPPSSS--SAATGPPPKLCLVCSDEAS
NLTSLGTVNFPGR---SVFSNGYSSPGLRPDVSSPPSSS--STTTGPPPKLCLVCSDELS
NLTSLGTVNFPGR---SVFSNGYSSPGLRPDVSSPPSSS--STTTGPPPKLCLVCSDEAS
SLTSLGALNFPGR---SVFSNGYSSPGMRPDVSSPPSSS--SAATGPPPKLCLVCSDEAS
NLTSLGTMNFPGR---SVFSNGYSSPGMRPDVSSPPSNS--TTAAGPPPKLCLVCSDEAS
ALAPLGTLNLSGR---PAFSNGYSSPGLRSDVSSSPSTT--SATAGPPPKLCLVCSDEAS
TAASPGNVNFPNR---SVFSNGYSSPG IRSDASPSPSTS--STSTGPPPKLCLVCSDEAS
————————— FP--------YPGFTSP-----——--—-———-AQSSVPPQKACL ICSDEAS
AVLNRASEAFSS---TPPFSTSFSS-SI1SRQEAVTATSSAQGKSG--THKICLVCSDEAS
SLVQRAGEGFSS---SPSYPTSFT----- RQEGSTATSSTQGKSG--THKICLVCSDEAS
——-—ASGMQGLSSP--TSAFSSSYAS-STSKLGGGAASCTTQGKAGT-THKVCLVCSDEAS

324
324
324
324
324
324
329
328
320
320
343
324
320
325

330
330
203
294
293
357
348
341
341
297
293

373
373
373
373
373
373
379
377
369
369
392
369
369
373

381
381
262
345
344
403
394
387
387
347
343

429
429
429
429
429
428
434
432
424
424
447
424
424
428

435
431
315

160
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A_nancymaae
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T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P_olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
0.mykissl
S.trutta

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris

S—---GMQQRAS----LCFSKNFSSSPYSRPEDSTATSSAGGKTGT--HKICLVCSDEAS
S—---GMQQRAS----ECFSKNYTS-PYARPEDSTATPSTVGKSGTGVHKICLVCSDEAS
SGIQRGDDGLPSAAAVAAFSVSFSSSSPRAGETSSSVVPVQSKPSGQTHK ICLVCSDEAS
SGIQRGNDGLP-SAAMSPFSVSFSSSSPRTGENSSSAVPGLSKPSGPTHK ICLVCSDEAS
SGIQSSDDGPTPVASLAPFSVGFSGSSPREGE ISSSVVPAQSKTSGQTHKICLVCSDEAS

SGIQSSDDGPTPVASLAPFSVGFSGSSPREGE I SSSVVPAQSKTSGQTHKICLVCSDEAS
SGMSS-=-==—mmmm e SSFPVGFSSPKARP-EASGSASSAPAKPSGPTHK ICLVCSDEAS
SGTSS——————————- SSFPVGFSSPTARP-EASSPTSSAPAKHSGPTHK ICLVCSDEAS

oo * **:**** *
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEGR-—-=—=—=—--- QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG—===————- QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG—====———— QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG-===——--~ QHNYLCAGRNDCI IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG—-—-—-===——- QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG—===————— QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG——==————— QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG-====—--~ QHNYLCAGRNDCI IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG—--—-—=————— QHNYLCAGRNDC I IDKIRRENCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG-===————- QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG——===———— QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVKG-======-~ QHNYLCAGRNDCI IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG--—-===——— QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG—===————- QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRYRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG—===—=——- QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRLRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG—=====——— QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRFRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG-====—--~ QHNYLCAGRNDCI IDKIRRKNCPACRFRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEGTGAR----GQHNYLCAGRNDC I IDK IRRKNCPACRFRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG—====———- QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRFRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEG—=—==———- QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRFRK

GCHYGVVTCGSCKVFFKRAVEGWRARQNTDGQHNYLCAGRNDC I DK IRRKNCPACRFRK
GCHYGVVTCGSCKVFFKRAVEGWRARQNTDGQHNYLCAGRNDC I IDK IRRKNCPACRFRK
GCHYGVVTCGSCKVFFKRAVEG——==————- QHNYLCAGRNDC I IDKIRRKNCPACRFRK
GCHYGVVTCGSCKVFFKRAVEGWRARQNTDGQHNYLCAGRNDC I IDK IRRKNCPACRFRK
GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEGWRARQNTDGQHNYLCAGRNDC I DK IRRKNCPACRFRK

GCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEGWRARQNTDGQHNYLCAGRNDC I IDR IRRKNCPACRFRK

- - -k - *x
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ----- ATTGVSQETSENPGNKTIV-=---- PATLPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ----- ATTGVSQETPENPANKTIV------ PATLPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ—-=--- ATTGVSQETSENPANKTIV-=---- PATLPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ—-=--- ATTGVSQETSENPANKTIV-=---- PATLPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ----- ATTGVSQETSENPANKTIV-=---- PATLPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ----- TTTGISQETPENSANKTIV------ PATLPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ-=--- ATTGVSQETSENSANKTIV-=---- PATLPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ—-=--- ATPGASQETSENPANKTIV-=---- PATLPQ
CLQAGMNLQARKTKK--KIKGIQQ----- ATTGVSQNTSENP-NKTIV-=---- PATLPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ----- ATTGVSQNTSENP-NKTIV------ PATLPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ----- ATAGVSQDTSENP-NKTIV------ PAALPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ-=--- TSTGVSQETSENPSNRTVV———--- PAALPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ----- TTATGTREAAEAAGNKSVV-————-- PASLPQ
CLQAGMNLEARKTKK--KIKGIQQ----- STTATARESPETSMTRTLV-===-- PASVAQ
CIQAGMTLGARKLKKQGRVKGENQRSPASSTATTSSATPQPSSNSTAVTTFSPPPTGEPI
CLMAGMNLEARKSKKLNRLKG==N=-==-- LPSNPPELTTPPPMEARSL----- VPKCMPQ
CLMAGMNLEARKLKK-NRLKG=-V----- QQSNPPEVTPSPPVETRSL----- VPKCMPQ
CLLAGMNLEARKTKKLNRLKG==V===-- QQPTTAELTPRPLPEARSL----- VPKSMPQ
CLMAGMNLEARKSKSKARQAGKV I -—--- QQQSIPERNLPPLPEARAL----- VPKPMPQ
CLMAGMNLEARKTK-KGRQTGKV I ===-- QQPTIPERNLSPLPEARAL----- VPKPMPQ
CLQAGMNLEARKNKKL IKMKV ======—~ QRPSG--SSEP ISNMPVPV - ——-- IPRCMPQ
CLQAGMNLEARKNKKL IKMKV======~~ HRPTG--SAEP I SNMPVPV----- 1PR-MPQ
CLQAGMNLEARKNKKL IKMKV======—- HRAGA--SEPT ISNMPVPV----- VPRSMPQ
CLQAGMNLEARKNKKL IKMKV======—- HRAGA--SEPT ISNMPVPV----- VPRSMPQ
CLQAGMNLEARKNKKLIRLKG======-- QQTTMEPNPPPPDERACAL----- 1PKSMPQ
CLQAGMNLEARKNKKL IRFKG=======~ QQATTEPNSPAPDERACTL----- 1PKSMPQ

- *

K= kkhk Kk kkk K -

LTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSSVPDSTWRIMTTLNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFRNL
LTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSSVPDSTWRIMTTLNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFRNL
LTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSTVPDSTWR IMTTLNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFRNL
LTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSTVPDSTWR IMTTLNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFRNL
LTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSTVPDSTWRIMTTLNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFRNL
LTPTPVSLLEVIEPEVLYAGYDSSLPDTTWR IMSALNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFRNL
LTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSSIPDSTWRIMTALNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFRNL
LTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSSVPDSTWR IMTTLNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFRNL

395
395
463
453
447
447
395
391

481
480
480
480
480
479
485
483
475
475
498
475
475
479
127
486
482
371
446
446
523
513
498
507
455
451

528
527
527
527
527
526
532
530
521
521
544
522
522
526
187
534
529
419
496
495
568
557
543
552
502
498

588
587
587
587
587
586
592
590

161



Annexos

C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D.labrax
P.olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
0.mykissl
S.trutta

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P_olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
0.mykissl
S.trutta

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P_olivaceus
burtoni2a
burtoni2b

LTPTLVSLLEVIEPEVIHSGYDSTSPDSTWRIMTTLNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFKNL
LTPTLVSLLEVIEPEVIHSGYDSTSPDSTWRIMTTLNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFKNL
LTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSSVPDSAWR IMTTLNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFRNL
LTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSSVPDSTWR IMTTLNMLGGRQV IAAVKWAKATPGFRNL
LTPTLVSLLEVIEPEVLYSGYDSTLPDSSWR IMSTLNMLGGRQVVAAVKWAKATIPGFRNL
LTPTLISLLEVIEPEVLYSGYDSSIPDTTRRLMSSLNMLGGRQVVSAVRWAKATPGFRNL
FSPTLIAILQAIEPEVVMSGYDNTRSQTTAYMLSSLNRLCDKQLVS IVKWAKSLPGFRNL
LVPTMLSLLKATEPDTIYAGYDSTLPDTSTRLMTTLNRLGGRQV I SAVKWAKALPGFRNL
LVPTMLSLLKAIEPDTIYAGYDSTLPDNFTRLMTTLNRLGGRQV ISAVKWAKALPGFRNL
LTPTMLSLLKAIEPDTIYSGYDGTLPDTSTRIMTTLNRLGGRQVVSAVKWAKALPGFRNL
LVPTMLSLLKATEPDTLYAGYDST IPDTSVRLMTTLNRLGGRQV I SAVKWAKALPGFRNL
LVPTMLSLLKATEPETIYAGYDSTVPDTSTRLMTTLNRLGGRQV ISAVKWAKALPGFRNL
LVPTMLSVLKAIEPEI1YSGYDSTLPDTSSWLMTTLNRLGGQQV I SAVKWAKSLPGFRNL
LVPTMLSVLKAIEPEIIYSGYDSTLPDTSTRLMTTLNRLGGQQV ISAVKWAKSLPGFRNL
LVPTMLSILKAITEPEI1YSGYDSTLPDTSSRLMSTLNRLGGQQVVSAVKWAKSLPGFRNL
LVPTMLSILKATEPEI1YSGYDSTLPDTSSRLMSTLNRLGGQQVVSAVKWAKSLPGFRNL
LVPTMLSLLKATEPEAIYSGYDSTIPDTSTRLMTTLNRLGGQQVVSAVKWAKSLPGFRNL
LVPTMLSLLKAIEPEAIYSGYDSTIPDTSTRLMTTLNRLGGQQVVSAVKWAKSLPGFRNL

s okk mmmke kkks = mkkk - e ek K Bk mm Kokkk s mkkk - kk

HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYRQSSANLLCFAPDL 1 INEQRMTLPCMYDQCKHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYRQSSANLLCFAPDL I INEQRMTLPCMYDQCKHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYRQASSNLLCFAPDL I INEQRMTLPCMYDQCKHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYRQASSNLLCFAPDL I INEQRMTLPCMYDQCKHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYRQASSNLLCFAPDL I INEQRMTLPCMYDQCKHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYKQASANLLCFAPDL I INEQRMSLPFMYDQCKHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMVFALGWRSYRQSSASLLCFAPDLV INEQRMALPCMYDQCRHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYRQSSGSMLCFAPDL I INEQRMTLPCMYDQCKHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYKQSNGSLLCFAPDL I INEQRMSLPWMYDQCRYML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYKQSNGSLLCFAPDL 1 INEQRMSLPWMYDQCRYML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYRQSSGNLLCFAPDL I INEQRMSLPCMYDQCKHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYKQSSGNMLCFAPDLYV INEQRMTLPYMYDQCKHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMAFALGWRSYKQSNGNLLCFAPDL I INEQRMNLPCMYEQCKHML
HLDDQMTLLQYSWMFLMVFALGWRSYKQTNGSILYFAPDLV I TEDRMHLPFMQERCQEML
HIDDQMVL IQYSWMGLMSFAMSWRSFQHTNSKLLYFAPDLVFDETRMQQSAMYQLCVEMR
HLDDQMTLLQCSWLFLMSFGLGWRSYQQCNGNMLCFAPDLYV INEERMKLPYMADQCEQML
HLDDQMTLLQYSWLFLMTFSLGWRSYQQCNGNMLCFAPDLYV INEERMKLPYMTDQFEQML
HLDDQMTLLQCSWLFLMSFGLGWRSYQQCDGNMLCFAPDLYV INQDRMKLPYMADQCEQML
HLDDQMTLLQCSWLF IMSFGLGWRSYQHCNGNMLCFAPDLYV INEERMKLPYMSDQCEQML
HLDDQMTLLQSSWLFLMSFGLGWRSYQQCNGNMLCFAPDLYV INEERMKLPYMNDQCEQML
HLDDQMTLLQCSWLFLMSFSLGWRSYEQCNGSMLCFAPDLYV INKERMKLPFMTDQCEQML
HLDDQMTLLQCSWLFLMSFSLGWRSYEQCNGNMLCFAPDLYV INKERMKLPFMTDQCEQML
HLDDQMTLLQCSWLFLMSFSLGWRSYEQCNGSMLCFAPDLYV INKDRMKLPFMTDQCEQML
HLDDQMTLLQCSWLFLMSFSLGWRSYEQCNGSMLCFAPDLYV INKDRMKLPFMTDQCEQML
HLDDQMTLLQCSWLFLMSFGLGWRSYQQCNGGMLCFAPDLYV INDERMKLPYMTDQCEQML
HLDDQMTLLQCSWLFLMSFGLGWRSYQQCNGGMLCFAPDLVINDERMKLPYMTDQCEQML

Kokkkk kak o kk- -k ok - kkk- - sk kkkkk- -

YVSSELHRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKDGLKSQELFDEIRMTY IKELGKAIVKREGN
YVSSELHRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKDGLKSQELFDEIRMTY IKELGKATVKREGN
YVSSELHRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKDGLKSQELFDEIRMTY IKELGKAIVKREGN
YVSSELHRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKDGLKSQELFDEIRMTY IKELGKAIVKREGN
YVSSELHRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKDGLKSQELFDEIRMTY IKELGKAIVKREGN
FVSSELQRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKEGLKSQELFDEIRMTY IKELGKATVKREGN
YVSSELQRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKDGLKSQELFDEIRMTY IKELGKAIVKREGN
FVSSELQRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKEGLKSQELFDEIRMTY IKELGKATVKREGN
YVSSELKRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKEGLKSQELFDEIRMTY IKELGKAIVKREGN
YVSSELKRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKEGLKSQELFDEIRMTY IKELGKAIVKREGN
FVSSELQRLQVSYEEYLCMKTLLLLSSVPKEGLKSQELFDEIRMTY IKELGKATVKREGN
FVSSELKRLQVSYEEYLCMKTLLLLSTVPKEGLKSQELFDEIRMTY IKELGKATVKREGN
MVARELSRLQVSYEEYLCMKTLLLLSTIPKEGLKSQTLFEEIRMTY IKELGKAIVKREGN
KTAGEMSSLQISYDEYLCMKVLLLMCT I PKEGLKSHALFEEIRMTY IKELGKATVKREGN
QVSEDFMKLQVTSEEFLCMKAILLLSTVPQEGLKSQGCFEEMRISY IRELNRT IARTEKN
K1SSEFVRLQVSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDD IRMSY IKELGKATVKREEN
KICSEFVRLQVSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDE IRMSY IKELGKATVKREEN
K1SSEFVRLQVSHDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDEIRMSY IKELGKATVKREEN
KISNEFVRLQVSTEEYLCMKVLLLLNTVPKDGLKSQSVFDELRMSY IKELGKATVKREEN
KISNEFVRLQVSNEEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQTVFDELRMSY IKELGKATVKREEN
KI1CNEFVRLQVSYDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDEIRMTY IKELGKAIVKREEN
KI1CNEFVRLQVSYDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDEIRMTY IKELGKATVKREEN
KI1CNEFVRLQVSYEEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDEIRMTY IKELGKATVKREEN
KICNEFVRLQVSYEEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDE IRMTY IKELGKATVKREEN

581
581
604
582
582
586
247
594
589
479
556
555
628
617
603
612
562
558

648
647
647
647
647
646
652
650
641
641
664
642
642
646
307
654
649
539
616
615
688
677
663
672
622
618

708
707
707
707
707
706
712
710
701
701
724
702
702
706
367
714
709
599
676
675
748
737
723
732
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0.mykissl
S.trutta

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P_olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
0.mykissl
S.trutta

H.sapiens

P .pygmaeus
S.oedipus
A_nancymaae
C.jacchus
T.belangeri
S.scrofa
C.familiaris
C.porcellus
G.pig
R.norvegicus
O.cuniculus
G.gallus
X.laevis
P_marinus
S.aurata
burtonil
0.mykiss2
D.rerio
P_promelas
D. labrax
P_olivaceus
burtoni2a
burtoni2b
0.mykissl
S.trutta

KISTEFVRLQVSYDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDEIRMTY IKELGKAIVKREEN
KISTEFVRLQVSYDEYLCMKVLLLLSTVPKDGLKSQAVFDEIRMTY IKELGKATVKREEN

- - Kkm o= ek mkkkk =k e o= omhm mokdkkk s HKomommke mkkekk mek - kK

SSQNWQRFYQLTKLLDSMHEVVENLLNYCFQTFLD-KTMS IEFPEMLAE I ITNQIPKYSN
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHEVVENLLNYCFQTFLD-KTMS IEFPEMLAE I ITNQIPKYSN
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHEVVENLLNYCFQTFLD-KTMS I EFPEMLAE I I TNQLPKYSN
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHEVVENLLNYCFQTFLD-KTMS I EFPEMLAE I I TNQLPKYSN
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHEVVENLLNYCFQTFLD-KTMS I EFPEMLAE I I TNQLPKYSN
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHDVVENLLNYCFQTFLD-KTMR IEFPEMLAE I ITNQIPKYSS
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHDVVENLLNYCFQTFLD-KTMS I EFPEMLAE I ITNQLPKYSS
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHDVVENLLNFCFQTFLD-KTMS I EFPEMLAE I ITNQIPKYSS
SSQNWQRFYQLTKLLDSLHE I'VGNLLNICFKTFLD-KTMN I EFPEMLAE I I TNQLPKYSN
SSQNWQRFYQLTKLLDSLHE I'VGNLLNICFKTFLD-KTMN IEFPEMLAE I I TNQLPKYSN
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHEVVENLLTYCFQTFLD-KTMS IEFPEMLAE I ITNQIPKYSN
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHEVVENLLHYCFQTFLD-KTMS I EFPEMLAE I ITNQIPKYSN
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHDVVENLLSFCFQTFLD-KSMS I EFPEMLAE I ISNQIPKYSN
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHEVAENLLAFCFLSFLD-KSMS IEFPDMLSE I ISNQIPKYSS
AVQCWQRFYQLTKLLXCMQDLVSKLLEFCFATFTQTQVWSVEFPDMMAE I I SAQLASHHG
ASQNWQRFYQLTKLLDSMQEMVEGLLQICFYTFVN-KTLSVEFPEMLAE I I TNQIPKFKD
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHEMVGGLLSFCFYTFVN-KSLSVEFPKMLAE I I SNQLPKFKA
SSQNWQRFYQLTKLLDSMHEMVGGLLDFCFYTFVN-KSLSVEFPEMLAE I I SNQLPKFKA
SSQNWQRFYQL TKLLDSMHDLVGGLLNFCFYTFVN-KSLSVEFPEMLAE I I SNQLPKFKD
SSQNWQRFYQL TKLLDSMHDMVGGLLNFCFFTFVN-KSLSVEFPEMLAE I ISNQLPRFRA
ASQNWQRFYQLTKLLDSMQEMVESLLQICFYTFVN-KTLSVEFPEMLAE I I TNQIPKFKD
ASQNWQRFYQLTKLLDSMQEMVEGLLQICFYTFVN-KTLSVEFPEMLAE I I TNQIPKFKD
PSQNWQRFYQLTKLLDSMQEMVEGLLQICFYTFVN-KTLSVEFPEMLAE I I SNQIPKFKD
PSQNWQRFYQLTKLLDSMQEMVEGLLQ I CFYTFVN-KTLSVEFPEMLAE I I SNQIPKFKD
SSQNWQRFYQLTKLLDSMQEMVGGLLQICFYTFVN-KSLSVEFPEMLAE I I SNQLPKFKD
SSQNWQRFYQLTKLLDSMQEMVGGLLQICFYTFVN-KSLSVEFPEMLAE I I TNQIPKFKD

~ EE S _TTIo. *x k. - * - - - *hk . * o *hk - * - .
GNIKKLLFHQK=-===-- 778
GNIKKLLFHQK====-- 77
GNIRKLLFHQK====-- 77
GNIKKLLFHQK-———-- 77
GNIKKLLFHQK=-===-~ 77
GNIKKLLFHQK-=——-- 776
GNIKKLLFHQK====-- 782
GNIKKLLFHQK====—- 780
GDIKKLLFHQK-===-- 771
GDIKKLLFHQK====-— 771
GNIKKLLFHQK====-- 794
GNIKKLLFHQK-——--- 772
GNIKKLLFHQK=-===-- 772
GNLKKLLFHQK==—=-- 776
REARALHFHKK=-==—-- 438
GSVKPLLFHQK====-- 784
GSVKPLLFHQR-===-- 779
GSVKPLLFHQK-===-- 669
GSVKPLLFHQK—-=—--- 746
GSVKALLFHHK====-- 745
GSVKPLLFHQK====—- 818
GSVKPLLFHQK=-===-- 807
GNVKALLFHQK—-=—=-- 793
GNVKALLFHQK====-- 802

GSVKPLLFHALNHDTMP 758
GSVKPLLFHALNHDTMP 754

-k Kk

682
678

767
766
766
766
766
765
771
769
760
760
783
761
761
765
427
773
768
658
735
734
807
796
782
791
741
737
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Percentatge de similitud del GR de I'orada (Sparus aurata) amb les sequiéncies aminoacidica del GR
de les sequéncies de I'alineament anterior. Es mostra la similitud per la seqtiéncia sencera, el domini d’unio al
DNA (DBD) o el domini d’'unié a 'hormona (HBD).

SIMILITUD vs Sparus aurata | GR sencer DBD HBD
Petromyzon marinus 47 92 51
Haplochromis burtoni 1 81 100 92
Oncorhynchus mykiss 1 57 98 91
Oncorhynchus mykiss 2 70 97 92
Danio rerio 64 100 90
Pimephales promelas 64 100 90
Salmo trutta 58 97 92
Dicentrarchus labrax 51 97 92
Paralichthys olivaceus 51 97 93
Haplochromis burtoni 2a 48 97 89
Haplochromis burtoni 2b 48 97 89
Xenopus laevis 42 95 69
Gallus gallus 44 95 72
Oryctolagus cuniculus 47 94 76
Cavia porcellus 44 92 73
Guinea pig 44 95 73

Sus scrofa 43 95 73
Canis familiaris 44 95 74
Tupaia belangeri 44 95 73
Pongo pygmaeus 43 95 74
Saguinus oedipus 43 95 74
Aotus nancymaae 44 95 74
Callithrix jacchus 46 95 74
Rattus norvegicus 35 95 74
Homo sapiens 43 95 74



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9986
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=37293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9483
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10. AGRAIMENTS.

Mirant endarrera, és dificil repassar els més de cinc anys que m’ha portat elaborar aquesta
tesi doctoral. Sou molts els que, directa o indirectament, ho heu fet possible ja que, només amb la
meva il-lusié i esfor¢ no ho hauria aconseguit. Ara és el moment de donar-vos les gracies a tots.

En primer lloc, als meus directors de tesi, en Lluis Tort i en Simon MacKenzie, per donar-me
I'oportunitat de realitzar la tesi en el grup, proposar-me aquest dificil repte i per ajudar-me, com a
bons “jefes”, durant el desenvolupament de la investigacid.

Cal agrair al conveni a carrec dels projectes Flamicell Verd i Projectia perqué han ajudat,
des d’un punt de vista econdmic, a fer possible la realitzacié d’aquest treball.

Vull agrair al personal de la Universidade do Algarve la seva calida acollida durant la meva
estancia amb ells. Concretament a I’Adelino Canario i a la Deborah Power, per acceptar-me al seu
laboratori i, especialment, a la Begofia per ensenyar-me la técnica de rastreig de la llibreria pero,
sobretot, per la seva amistat.

A tots els companys de departament, comengant pels “jefes” dels altres grups (Amalia,
Antonio, Juan Ma, Mercé i Roser). Als técnics de laboratori i estabulari (Marc, Pilar i Roger) per
ajudar-me amb els peixos que hem hagut de sacrificar per fer Ciéncia i descubrir alguna cosa nova
sobre la seva vida. Gracies Olga per la teva ajuda “administrativa” i la teva complicitat... No em puc
oblidar de la resta del PAS implicat (Ernesto, Gemma, Javier, Josep, Maica i Silvia).

A tots els companys del grup de peixos (Alex, Carmen, Joan Carles, Laia i Nerea) fins i tot
als que ja no hi sou (Abbas, Adri, Anna, Cristina, Edu, Leif, Pep i Mila) pels bons moments
compartits dins el laboratori o durant els mostrejos, perd sobretot a fora. A les noves
incorporacions de peixos (Agnés, Davinia i Virginia) us encoratjo a tirar endavant.

A la resta de “matxaques” de Fisio (Albert, Almu, Carol, les tres Cristines, David, Humberto,
Jordi, Lorena, Mar, Natalia, Quino, Radl A, Radl D, Santi, Sergi, Sheila, Silvia, Xavi i Yas), espero
no oblidar-me de ningu, per compartir tantes coses (esquiades, calgotades, pernilades, cates de
vins, festes...) i per no qlestionar massa les meves bogeries ja que tots esteu tant o més bojos
que jo... Es la tnica manera per explicar per qué esteu en aquest “mundillo”.

Als meus amics de fora d’aquest mén (Conchi, Dani, Eva, Mar, Marta i Nuria) per escoltar-
me, encara que no sempre ho entenguéssiu, i estar al meu costat quan més ho necessitava.

Vull agrair especialment als meus pares la confianga que sempre han tingut en les meves
possibilitats per fer qualsevol cosa que em proposés a la vida i per ensenyar-me a valorar les
coses realment importants. A la resta de familia, Monica (la millor germana), Andreu, Eulalia,
Francesc i Ramén (els millors cunyats), Francina i Josep M? (els millors sogres) i als petits, Oriol,
Raquel i Arnau (els nebots més guapos) us he d’agrair que, tot i no saber explicar qué feia ni per
qué, sempre ho heu respectat.

A tu Marti per la paciéncia i els anims que m’has donat en els moments dificils de la tesi,
pero sobretot per donar-me la ma en el cami de la vida i fer-la tan facil i divertida.

“SI NO LO SIENTES NUNCA LO LOGRARAS?” (Goethe, Fausto).
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