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~ I. INTRODUCCION GENERAL

El crecimiento, diferenciacidn y desarrollo de un organis-
mo depende tanto de los reguladores internos inherentes al indi
viduo como de influencias externas. Entre estas Qltimas, el
aporte de oxigeno y de sustancias nutritivas son de gran impor-
tancia, mientras que aquellos procesos que lesionan determina -
dos tejidos o deterioran el sistema gastrointestinal, cardiovas
cular, pulmonar o renal, tienen influencias desfavorables sobre

el crecimiento total o sobre una parte del mismo.

Aln es més espectacular, el papel de los reguladores in-
trinsecos sobre el crecimiento y diferenciacidn celular dentro
de un esquema ordenado, desde la época de formacidn del cigoto
hasta la madurez plena del adulto. Entre estos, los factores
genéticos, innatos en las células, y las hormonas son regulado-
res importantes del crecimiento. E1 patrén genédtico o "genotipo"
determina el plan de crecimiento, desarrollo y constitucidén bio
1l6gica del individuo, mientras que las hormonas, a través de

sus acciones bioldgicas, lo modulan.

Desde el punto de vista bioldgico, el crecimiento y desa -
rrollo de un organismo se puede medir por varios indices. Segin
Weiss (1955) estos criterios son: reproduccidn, crecimiento 1li-
neal, ganancia de peso, aumento de masa orgdnica, sintesis de
proteinas y sintesis de otros componentes estructurales diferen

tes a las proteinas.

Cada uno de estos parametros presentan diferentes patrones
seglin la especie. En ratas existe un crecimiento continuo a lo
largo de la vida, aunque a una velocidad progresivamente menos
intensa. En humanos,por el contrario, existen dos periodos de

crecimiento intenso. El primero durante la infancia, el cual se
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puede considérar como una continuacidn del crecimiento fetal,

y el segundo durante la pubertad. Dentro de una determinada
especie, existen diferencias del crecimiento entre sexos que pa-
recen deberse a los esteroides gonadales. El crecimiento final
de un individuo depende tanto de la velocidad de este proceso co
mo de la duracidn del mismo, lo que viene determinado por el mo-

" mento de fusidn de las epifisis.

El crecimiento somdtico y desarrollo dependen muy directa-
mente de cada una de las siguientes hormonas: hormona hipofisa-
ria de crecimiento (GH), insulina, hormonas tiroideas (T4 y T3)
andrbgenos y estrdgenos. Cada una de ellas estimula el anabolis-
mo proteico y aumentan la retencién de nitrdgeno, fdésforo y cal-
cio necesarios para el armazdn proteico y &seo. Quedan aln mu -
chos puntos por aclarar sobre el mecanismo(s) de accidn de estas
hormonas sobre estos procesos, pero el resultado final es un cre
cimiento acelerado que finaliza con el cierre de las epifisis.
Es muy probable que cada una de las hormonas mencionadas mani -
fiesten sus efectos en diferente momento de la vida y a distinto
nivel.

A nivel celular, el crecimiento se puede reducir a dos de
sus funciones mis elementales, divisidn celular y sintesis de
proteinas (Enesco y LeBlond 1962, Winick y Noble 1965). Boivin

y Vendreley (1948) propusieron por vez primera la constancia

del DNA en un nQcleo diploide en una especie determinada, lo

que fue posteriormente confirmado por Mirsky y Ris (13489). Esta

constancia del DNA es de gran utilidad en los estudios de los
patrones de crecimiento celular, ya que el aumento del conteni-
do de DNA es indice de aumento de celularidad (hiperplasia)
(Davidson y Leslie 1950). E1l aumento del contenido total de

proteinas representa otro aspecto del crecimiento de un tejido,
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y ello repercute en un aumento del tamafio de la célula (hiper-
trofia). En ratas,existen dos tipos de poblaciones de células
con diferentes caracteristicas de crecimiento. En una predomina
el aumento de tamafio, contribuyendo asi al del tejido u érgano
al que pertenece; mientras que en el otro tipo de poblacidn

el crecimiento tisular tiene lugar principalmente por un aumento
del nGmero de células. Aquellos tejidos, cuyo crecimiento se rea
liza tanto por uma hiperplasia como por una hipertrofia celular,
el periodo de crecimiento se divide en tres etapas (Enesco vy
LeBlond 1962). El primero, se caracteriza por una proliferacidn
celular muy intensa, en el segundo coexisten la divisidn celular,
a una velocidad progresivamente decreciente, junto con la ini-
ciacidn del aumento del tamafio de la célula, caracterizindose

el tercer periodo por un aumento creciente del iltimo proceso.

Sin embargo cada especie, y alin cada tejido en un mismo in
dividuo, presentan patrones de crecimiento claramente definidos,
En ratas, la sintesis de DNA en cerebro y pulmén finaliza hacia

loa 22 dias de edad (Winick y Noble 1965), mientras que en mis-

culo continua hasta la pubertad (Cheek y cols. 1968) En humanos,

aunque no estén claramente establecidos los patrones de creci-
miento para cada tejido, se sabe que en cerebro, la sintesis del
DNA cesa entre los 12 y 18 meses (Winick y cols. 1870). El teji

do linfoide prolifera por un aumento del nimero de células, jun

to con un aumento discreto de la masa celular.

A. HORMONA DE CRECIMIENTO

1. Conderaciones histdricas

Desde muy pronto, el enanismo como un retraso desproporcio
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nal del crecdimiento llamd la atencidn de los endocrindlogos in
teresados en el campo del crecimiento y desarrollo, y hubo una
serie de trabajos que sefialaron a la hipéfisis como la causa

responsable de esta alteracidén. En 1910 Crowe y cols. observa-

ron los efectos de la hipofisectomia en perros y llegaron a la
conclusidn que la falta de hipdéfisis era incompatible con la
vida, a la vez que citaban a Caselli como la primera persona
que en 1900 habia descrito alteraciones en perros hipofisecto
mizados. En 1912 Aschner identificd a la hipdfisis anterior co-
mo la regidn responsable del crecimiento, y Smith (1916, 1930)
al realizar y perfeccionar la técnica de hipofisectomia en ra-
tas, indicd. que la secrecidn de algln factor hipofisario era

en cierto modo el responsable del crecimiento somdtico. Las ra-
tas hipofisectomizadas, ademés de sufrir una parada del creci-
miento, presentaban una falta de desarrollo sexual junto con

una involucidn de la glédndula tiroides.

Merecen especial interés los trabajos de Evans y Long

(1921, 1922) al demostrar los efectos de los extractos hipofi-
sarios bovinos sobre el crecimiento de ratas hembras adultas
y de animales hipofisectomizados. Estos resultados estimularon
la realizacidn de numerosos estudios por los que se confirmd
plenamente que los extractos hipofisarios estimulaban el creci
miento y el aumento de peso tanto en animales hipofisectomiza-

dos como en normales (Evans y cols. 1948; Li y cols. 13949), a

la vez que despertaron el interés por conocer el modo en que
los extractos hipofisarios actuaban sobre el metabolismo para

inducir el crecimiento.

Teel y Cushing (1930) observaron que el gigantismo pro-

ducido en perros por inyeccidn de los extrdctos hipofisarios,

iba acompafiado de una disminucién en la concentracidén de nitrd
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geno en sangre y de la excrecidn urinaria de nitrdgeno y f&sfo
ro, lo que parecia sugerir que los extractos aumentaban el al-
macenamiento de nitrdgeno en los tejidos. El andlisis de los
carcas de estos animales evidencid,que el aumento de peso esta
ba producido por un acimulo de nuevas proteinas y agua en los
tejidos, y no por un aumento de los depdsitos grasos (Bierring

y Nielsen 1932, Lee y Ayres 1936, Lee y Shaffer 1934, Li y

Evans 1948). El efecto de los extractos sobre el crecimiento no
se podia explicar por un aumento en el consumo de comida, ya

que Lee y Shaffer (1934) encontraron un efecto positivo de di-

chos extractos sobre el crecimiento en animales que consumian
la misma ingesta que los controles. Por otra parte numerosos
trabajos revisados por Rusell (1957), pusieron de manifiesto
que los animales hipofisectomizados en ayunas pierden grén can
tidad de proteinas y presentan una excrecidn muy elevada de ni
trégeno en orina. Los extractos hipofisarios, y la hormona de

crecimiento, disminuian asimismo la concentracidn plasmitica

de aminodcidos y urea (Li y Evans 1948, Long1943). Estos resul
tados llevaron a la conclusidn de que la hormona de crecimien-
to inducia crecimiento y retencidn de nitrdgeno por disminuir

la velocidad de ruptura de las proteinas tisulares. En efecto,

posteriormente Barlett y Gaebler (1852) confirmaron que la hor

mona de crecimiento estimula la sintesis de proteinas e inhi-
be su catabolismo, llegando a resultados similares otros auto-
res (Rusell 1955).

2. Naturaleza quimica de la hormona de crecimiento

La naturaleza quimica de la hormona de crecimiento ha si-
do estudiada principalmente por el grupo de Li (1968) utili -
zando técnicas de ultraceatrifugacidn, electroforesis, cromato

grafia, electrodidlisis, distribucidn en contracorriente y and
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lisis de losresiduos terminales, llegando a la conclusidn de
que se trata de una holoproteina de peso molecular 21.500 dal-
ton, compuesta de 188 aas y de punto isoceléctrio 4.9. Poste -
riormente en 1972, estos mismos autores llegaron a la conclu- |

., . e . 2 /
s16n de que la hormona estaba formada por dos aminoacidos mas !
de los inicialmente descritos, dando asimismo otro orden en
la posicidn de alguno de ellos.

Como resultado de los estudios encaminados a determinar
el fragmento de GH en el que reside la actividad bioldgica, se
llegd a la conclusidn de que no se requiere la integridad de
la molécula para producir la mayor parte de los efectos metabd
licos de la hormona. Parece que la hormona contiene un nficleo
activo o secuencia de aminodcidos responsable de la actividad
biolégica. En estudios realizados con fragmentos de GH, de es
tructura conocida, se ha visto que la actividad reside en las
2/3 partes del n-terminal (Kostyo 1974) siendo los fragmentos
del C-terminal bioldgicamente inactivos. El1 papel de estos
fragmentos parece que es proteger la estabilidad de la hormo-
na en plasma. Su poder antigénico se comenzd a estudiar en
1958, siendo capaz de producir anticuerpos especificos, lo

cual constituye la base de los actuales métodos de valoracidn.

3. Acciones metabdlicas de la hormona de crecimiento

Basé&ndose en el hecho de que para un crecimiento normal
se requiere la presencia de GH, seria 18gico esperar una gran
secrecidén hormonal en los periodos de crecimiento activo, que
disminuiria gradualmente a medida que transcurren los afios, lo
cual es cierto sdlo en determinados casos. En el feto humano,
la hormcna de crecimiento se detecta en plasma a los 70 dias

de gestacidn y aumenta gradualmente hasta alcanzar un midximo
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entre los 124-164 dias (Kaplan y Grumbach 1972) observidndose

niveles del rango de una acromegalia activa; posteriormente

los niveles circulantes descienden progresivamente hasta el mo
mento del parto, donde los valores sobrepasan incluso a los en
contrados en adultos. En rata,se ha medido el contenido hipofi
sario de GH, pudiéndose detectar por vez primera a los 19 dias
de gestacidn, posteriormente los niveles aumentan hasta alcan-

zar un maximo a los 10 dias del nacimiento (Birge vy cols. 1967).

El patrdn de secrecidn a lo largo de las 24 horas del dia
no presenta diferencias entre nifios y adultos, aunque la secre
cién hormonal en el periodo del suefio es mucho mds acusada en

individuos jévenes (Carlson y cols. 1972, Finkelstein y cols.

1972), y desciende gradualmente a medida que avanzan los afios,
de tal modo que hacia los 60 afios no existe précticamente va-
riaciones en la secrecidén en relacidn con el suefio, siendo pre
cisamente estas diferencias lo que justifica los niveles més

altos de la hormona encontrados en jdvenes.

La hormona de crecimiento posee también una funcidn regu-
ladora sobre otros procesos metabdlicos ademids del crecimiento,
ya que interviene en la regulacidén del metabolismo graso, hidro
carbonado, proteico y en el de &cidos nucleicos. De todas las
hormonas- adenohipofisarias, la hormona de crecimiento, es la Gni
ca que parece no requerir la mediacidn de un 6rgano diana espe-
cifico para ejercer sus efectos. Los tejidos en los que princi-
palmente ejerce su accidn hormonal son a nivel de misculo, hi-

gado, hueso y tejido adiposo.

La accidn de la GH sobre el tejido 6seo se refleja en el
crecimiento del esqueleto. Este (ltimo hecho se realiza a tra-
vés de la incorporacidén de sulfato que penetra en los condroci

tos del cartilago en desarrollo, los cuales a su vez lo incor-
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poran a sulfato de condroitina, que constituye el centro del
mucopolisacdrido del cartilago. E1 aumento de la incorporacidn
de sulfato, demostrable tanto in vivo como in vitro, representa
un baremo de la accidn de la hormona de crecimiento. El andli-
sis de este pardmetro planted serios problemas al observarse,
que la adicidén de hormona de crecimiento a fragmentos de carti
lagos de mamiferos incubados in vitro no estimulaba la incorpo
racidn de sulfato si el tejido procedia de ratas hipofisecto-
mizadas (Salmon y Daughaday 1956, 1957). Por otra parte, el

suero procedente de ratas normales producia dicho estimulo sin
la adicidén de la hormona, no consiguiéndose ninglin efecto posi
tivo si el suero era de animales hipofisectomizados. Estos y

otros resultados llevaron a Salmon y Daughaday a la conclusidn

de que la accidn de la hormona de crecimiento sobre la sinte-
sis del sulfato de condroitina, estd mediada por un componente
no dializable del suero, y que la naturaleza de este componen-
te era muy probablemente peptidica. Dicho componente,al que
llamaron factor de sulfatacidn o somatomedina, se supone que
se sintetiza en el higado bajo el influjo de la hormona de cre
cimiento, desde donde se libera posteriormente a la sangre.
Por tanto,ello explicaria el que el factor de sulfatacidn no
esté presente en el plasma del animal hipofisectomizado, pero
que se puede formar si dichos animales se tratan con hormona
de crecimiento. De manera andloga, se eleva el nivel de este
factor en plasma por el tratamiento con hormona de crecimiento

de los pacientes con enanismo hipofisario.

Ademis del efecto del factor de sulfatacidn sobre la in-
corporacidn de sulfato, participa en numerosos aspectos anabd-
licos. Por ejemplo,estimula la incorporacidn de leucina a la
condromucoproteina, de uridina al RNA y de timidina al DNA, y
es posible que el efecto de sulfatacidn se deba fundamentalmen

te a su accidn estimulante sobre la sintesis de la parte pro-



21.

teica de los complejos mucopolisacdrido-proteina de la matriz
del esqueleto. De cualquier modo, hay datos suficientes, para
considerar a la somatomedina como una segunda hormona que con
trola la accidn de la hormona de crecimiento sobre el tejido
esquelético. En humanos, se han aislado las somatomedinas A,
B, vy C. En el tejido adiposo, la somatomedina estimula la en
trada y posterior oxidacién de glucosa en la cé&lula, e inhibe
in vitro la descarga de glicerol previamente estimulada por
epinefrina. En este {iltimo aspecto, una unidad de somatomedi-
na es equivalente en su accidn a 30-50pU de insulina (Hall y
Uthne 1971). por lo que las somatomedinas son "insulin-like
factor" (es decir moléculas equivalentes en su accibdn a la in
sulina). Incluso se ha llegado a postular, que de toda la ac-
tividad insulinica presente en el plasma, aquella que no es
suprimible con anticuerpos anti-insulina corresponderia a la
familia de las somatomedinas (Hall y Uthne 1971).

Ademé&s de la GH, otras hormonas como la insulina o las
hormonas tiroideas actflan sobre el crecimiento y desarrollo
dseo. La tiroidectomia en los primeros dias de la vida dismi-
nuye el crecimiento y la maduracidén del hueso (Salmon 1938,

Scow y Simpson 1945). Estos efectos estdn causados tanto por

la falta de estas hormonas como por la repercusidn que ello
conlleva a nivel hipofisario, ya que la ausencia de hormonas
tiroideas induce degranulacidn y disminucidn del nlmero de

las somatotropas adenohipofisarias productoras de GH (Conto-
poulos 1958, Koneff y cols. 1949). En contraste con los cam-

bios &seos de las ratas hipofisectomizadas, las tiroidectomi-
zadas presentan cierto grado de proliferacidn y erosidn de
los osteoclastos en la placa epifisial. El tratamiento de los
animales tiroidectomizados con Tu restaura el crecimiento y
la maduracidn del esqueleto (Ray y cols. 1950, Salmon 1938),

debiéndose estos efectos parcialmente a la restauracidn de
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la actividad adenohipofisaria (Koneff y cols. 1949). La res-

puesta del animal tiroidectomizado a la hormona de crecimien
to, es distinta que al tratamiento con hormonas tiroideas, ya
que la GH induce s&lo un aumento en el crecimiento, pero no

en la maduracidn. Los efectos individuales de la hormona de

crecimiento y la tiroxina sobre el crecimiento su pusieron de
manifiesto en ratas tiroidectomizadas al nacimiento e hipofi-
sectomizadas a los 20 dias de edad (Ray y cols. 1954, Simpson

y cols. 1950). En estos animales, la tiroxina tiene un efecto
estimulador importante sobre la maduracidn, y un efecto peque
fio sobre el crecimiento, mientras que la GH estimula tanto el
crecimiento como la condrogénesis. El tratamiento combinado

de ambas hormonas produce una respuesta midxima en cada uno de

los parémetros.

En cuanto al efecto de la insulina, parece que con inde-
pendencia al de la hormona de crecimiento, tiene un papel en
la sintesis de la matriz proteica del hueso, y es capaz de au
mentar la condrogénesis inducida por la hormona de crecimien-
to.

Otras hormonas como el ACTH, corticoides, estrdgenos y
testosterona afectan también el crecimiento &seo. Generalmen-
te, el ACTH, los corticoides y los estrdgenos inhiben el cre-
cimiento, mientras que la testosterona lo aumenta ligeramente
para lo cual requiere la presencia de una hipéfisis funcionan
te.

4. Efectos sobre el metabolismo intermediario

Teniendo en cuenta la complejidad del proceso de crecimien
to, no es de extrafiar que la GH tenga otros parémetros de ac-

tividad, ademds de su efecto sobre el crecimiento esquelético.
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Uno de ellosbes sobre el equilibrio de nitrdégeno. En 1957,
Russell demostrd que la administracidén de GH a animales en
ayunas, reduciz la concentracidn plasmidtica de aminodcidos,

lo que correspondia a un aumento de la captacidn de é&stos por
los tejidos y su posterior incorporacidén a proteinas. Noall y
cols. (1957) y Riggs y Walker (1960) utilizando el &cido ami-

noisobutirico, un aminodcido no metabolizable, demostraron su
paso desde el plasma a los tejidos, lo cual tenia lugar 1-2
horas después de la administracidn de la hormona. Existen prue
bas que parecen demostrar que el efecto de la GH e insulina
sobre la captacidén de aminodcidos por los tejidos estd mediado
por mecanismos diferentes. El efecto de cada una de estas hor-
monas no es sobre todos los aminodcidos naturales, siendo de
interés, el hecho de que el grupo de aminodcidos afectados

por la hormona de crecimiento no es el mismo que el estimula-
do por la insulina. Por otra parte, la accidén in vitro de la
insulina sobre el trasporte de aminodcidos, no estd inhibida
por la presencia de teofilina en el medio de incubacidn

(Rillema vy cols. 1973) a diferencia de lo que ocurre con el

efecto de la GH (Payne y Kostyo 1970), de lo que parece dedu-

cirse que el nivel de nucledtido ciclico no es mediador en la
accidén de la insulina sobre este proceso metabdlico. Esto in-
dica que existen diferencias fundamentales en el modo de

accibén de ambas hormonas sobre el trasporte de aminodcidos.

La accidén metabdlica mé&s importante de la hormona de cre
cimiento sobre la sintesis proteica, es mantener la velocidad
de replicacidn de las proteinas, lo que hace que tenga lugar
el crecimiento celular. En un sistema in vitro, concentracio-
nes de GH tan bajas como 1 ug/ml inducen un aumento de la ve-
locidad de incorporacidén de aminodcidos a proteinas entre un
30 y un 50 %.
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En cuarnto al efecto de la hormona de crecimiento sobre
el metabolismo de &cidos nucleicos, se sabe que la hipofisec-
tomia lleva consigo un descenso de la sintesis de RNA en higa
do, lo que va acompafiado de una disminucidn en el nlmero de
ribosomas asi como de la cantidad de RNA mensajero y de trans
ferencia. La administracidn de GH a ratas hipofisectomizadas
revierte los efectos antes mencionados sobre la sintesis de
RNA, aumentando posteriormente la sintesis de proteinas como

resultado del incremento en la formacidén de RNA mensajero.

El efecto principal de la GH sobre el metabolismo graso
es una movilizacidn de los depdsitos grasos periféricos. Ello
va asociado a un incremento del catabolismo de las grasas, lo
que puede ponerse de manifiesto por un descenso del cociente

respiratorio y por un aumento de la cetogénesis. La grasa mo
vilizada pasa al plasma como Adcidos grasos no esterificados;
en humanos dicho nivel se duplica a la hora de la inyeccidn
de 1 mg de GH. Se cree que los niveles fisioldgicos enddgenos
de GH, no son de gran relevancia como reguladores de la lipo-
lisis.

El papel de la GH sobre el metabolismo de carbohidratos
es importante. Tras la inyeccidén de GH,hay un periodo inicial
en el cual se produce un descenso del nivel de glucosa en san
gre (Altszuler y cols. 1968, Goodman 1965, 1968), mientras

que un tratamiento prolongado con la hormona provoca un aumen
to de la liberacidn de glucosa hepdtica, debido a un aumento
de la gluconeogénesis.

Por otra parte, la GH disminuye la tolerancia a la gluco
sa lo que se evidencia tras la administracidn i.v. del carbo-
hidrato. Ello es consecuencia de una disminucidn tanto del

transporte de la glucosa al tejido muscular y adiposo, asi
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como de una disminucidn de la fosforilacidn de la glucosa que
penetra en el misculo. La consecuencia final es una hiperglu-
cemia, normalmente transitoria, ya que se produce una libera-
cidén de insulina como respuesta a los altos niveles de gluco-
sa en plasma, y en parte como respuesta al estimulo que la GH
ejerce sobre la secrecidn de insulina. Hay algo paraddjico en
todo esto, ya que la hormona de crecimiento por una parte es-
timula la secrecidn de insulina,mientras que por otro lado in
hibe su accidn sobre el metabolismo de la glucosa, lo que ha-
ce que la GH posea una accidn diabetdgena. Si se administra GH
a perros durante un tiempo suficientemente largo y en cantidad
suficiente, al provocar una secrecidn excesiva de insulina,
las células B sufren un dafio grave que puede ser incluso irre-
parable, pudiendo aparecer una diabetes persistente acompafiada

de cetosis (Altszuler y cols. 1968, Campbell 1955, Young 1953).

5. Factores gue regulan la secrecidn de hormona de creci-

miento

Tras el desarrollo del radioimmunoensayo, el cual permite
medir niveles de GH en plasma, se ha podido saber que la secre
cidén de GH es una funcidn muy 14bil que responde a ciclos neu-
rales intrinsecos como el suefio (Takahashi y cols. 1968). Un

brusco aumento de la secrecidn de GH ocurre durante la primera
hora de suefio profundo y puede durar 2 & 3 horas; si este tipo
de suefio se evita o se pospone, la secrecidén de GH es igualmen
te evitada o pospuesta (Hunter y Rigal 1966, Quabbe y cols.

1966) La secrecidn de GH responde asimismo a otros estimulos co
mo la ingesta, la infusibén de arginina, el ejercicio, estimulos
psicoldgicos y stresantes, asi como a factores metabdlicos y
hormonales, todo lo cual apoya la idea que el sistema nervioso
estd involucrado en la secrecidn de hormona de crecimiento a

través de la mediacidn de uno o mids factores hipotaldmicos.
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En primates, la hipoglucemia es un factor que desencadena
la secrecidn de GH. En humanos basta un ligero descenso de la
glucosa plasmidtica, afin dentro del rango de la normalidad, para
que se produzca la descarga de hormona de crecimiento. Parece
ser que como estimulo para la secrecidn, es mds importante un
descenso brusco que el nivel especifico al que desciende (Glick
1970). Aunque la secrecidn ocurre de modo intermitente e irregu
lar, sus efectos bioldgicos a nivel de tejidos se cree que son

tamponados a través de la somatomedina.

Dado el importante papel de la hormona de crecimiento en
la sintesis de proteinas, es 18gico el que éstas y los aminodci

dos desencadenen un aumento en la secrecidn de GH (Rabinowitz y

cols. 1968). En efecto, tanto la administracién de dosis farma-
coldgicas de arginina, histidina, lisina, fenilalanina, leucina,
valina, metionina y treonina, como los cambios que ocurren tras
una ingesta rica en proteinas provocan un aumento de la secre-
cidn de hormona de crecimiento. La infusidn de arginina como
medida de la capacidad secretora hipofisaria es una prueba de
gran utilidad clinica, ya que dicha infusidén carece de efectos
téxicos.

Los lipidos y otros metabolitos grasos juegan escaso papel
en la regulacidn de la secrecidén de hormona de crecimiento, ya
que sblo en concentraciones farmacoldgicas son capaces de inhi-
birla (Kipnis y cols. 1969).

En 1945 Young seflald por vez primera la similitud entre las
alteraciones metabdlicas que ocurren en el ayuno y las que se

inducen tras la administracidén de GH. Levin y Farber (1852) pro

pusieron que durante el ayuno se incrementa la secrecién de una
hormona hipofisaria responsable de la movilizacidn de los depd-

sitos grasos, y fueron Goodman y Knobil (1959) quienes atribuye
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ron a la GH dicho papel. Sin embargo, Glick (1969) no encontrd

variaciones de los niveles de GH durante el ayuno, aunque ante

riormente Roth y cols. (1963, 1964) habian demostrado en huma
nos un aumento de la concentracidén de GH en plasma tras el a-
yuno prolongado o en la malnutricibén. En otras especies de ani
males (conejo, rata, mono) el comportamiento de la GH durante
el ayuno es semejante al de humanos, mientras que en cabras no
se han detectado variaciones de los niveles circulantes de GH
con el ayuno de 7 dias.

Seglin Kipnis y cols. (1969) la secrecidn de GH durante el

ayuno es un hecho secundario, ya que la adaptacidn metabdlica

en esta situacidn es muy similar en todas las especies de mami
feros estudiadas, mientras que el patrdn de secrecidn varia se
gin la especie. El cambio hormonal que se da en todas las espe
cies estudiadas en situacidén de ayuno es un descenso de los ni
veles plasmidticos de insulina, y dicha hormona es el agente an

tilipolitico m&s potente que se conoce (Kipnis y cols. 1969).

Otro factor que modifica la secrecidn de hormona de creci
miento es el stress, ya sea este de tipo fisico como psicoldgi
co. Pero mientras en humanos, ambos tipos de stress provocan la

secrecidén de GH (Brown y Reichlin 1972, Glick 1969), en rata y

ratdn provocan un brusco descenso de los niveles plasmiticos
de la hormona, afectando a veces incluso al contenide hipofisa
rio de ella (Cerchia y cols. 1971, Schalch y Reichlin 1968,

Takahashi y cols. 1971). La repercusidn de estas variaciones

sobre la totalidad del organismo se desconoce. En algunos ca-
sos de stress crdnico, las alteraciones en la secrecidn de GH
pueden ser irreversibles, como lo demuestra el hecho que nifios
criados en ambientes desagradables ¢ inadecuados desarrollan

una inhibicidn irreversible de la secrecidén de GH y de la res-

puesta a estimulos tipicos como a la hipoglucemia o a la infu-
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sién de arginina (Powell y cols. 1967). Por el contrario, en

ratas en situaciones similares, es decir bajo stress crdnico,
existe una hipersecrecidn de la hormona (Schalch y Reichlin
1966, Takahashi y cols. 1971).

Casi todos los factores que estimulan la secrecidn de GH
en el hombre y otras especies, en ratas tienen un efecto con-
trario. Es de interés el sefialar que asi como la anestesia con
&ter disminuye los niveles circulantes de GH en ratas, el pen-
tobarbital los aumenta, hecho que se ha aprovechado para montar
una prueba de la reserva hipofisaria de GH en estos animales
(Schalch y Reichlin 1966, Takahashi y cols. 1971 Howard y
Martin 1971, Kokka y cols. 1972).

Por otra parte, las células somatotropas hipofisarias pro-
ductoras de GH se hallan bajo el control de dos factores hipo-
talémicos, uno estimulador de la secrecidn, GHRF, y otro inhi-
bidor de ella, GHIF, llamado también somatostatina (Lingy cols.

1973). Ambos son de naturaleza proteica, siendo peptidos de pe-

quefio tamafio. Seglin algunos autores (Youdaev yrco;s. 1973), el

factor de liberacidn GHRF es un tripeptido, mientras que otros

mantienen que es un decapeptido (Schally y cols. 1971), por el

contrario parece que estd bien demostrado que el GHIF posee 13
aminodcidos en su secuencia. La somatostatina es capaz de inhi
bir la secrecidn de GH en humanos, rata, mono, perro y en pa-

cientes con acremegalia (Krulich y Cann 1969). También disminu

ye la respuesta del TSH al TRH, asi como la secrecidn pancreé-
tica de insulina y glucagdn. La importancia del GHIF en la fi-

siologia de la regulacidn de la secrecidn de GH se desconoce.

6. Efectos de otras hormonas sobre la secrecidén de hormona

de crecimiento.
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La tiroidectomia en un animal joven en fase de crecimien-
to induce una disminucidn o incluso una inhibicidn total de 1la
velocidad de crecimiento. Ello se debe principalmente a que una
carencia intensa de hormonas tiroideas produce degranulacidn de
las células somatotropas hipofisarias, llegando incluso a dis-
minuir su nimero. Este hecho que fue descrito por vez primera
en 1817 por Kojima, ha sido confirmado por numerosos autores
(Evans y cols. 1964, Contopoulos y cols. 1963). Posteriormente,

la introduccidn del RIA de GH ha permitido evidenciar que los
niveles circulantes de GH en plasma del animal tiroidectomizado
sbén mids bajos que los de las ratas controles de la misma edad

(Eisenberg vy cols. 1972, Montes y cols. 1977). El tratamiento

con dosis pequeflas de hormonas tiroideas, 0.20 ug/100 g/dia,
revierte los efectos de la tiroidectomia sobre el crecimiento,
al normalizar tanto el contenido hipofisario asi como la con-
centracién plasmitica de la hormona (Hervds y cols. 1976, Mon-
tes y cols. 1977).

El tratamiento con hormona de crecimiento aunque aumenta
el crecimiento de las ratas tiroidectomizadas, no llega sin
embargo a normalizarlo, quizds porque ello de lugar a la for-
macidén de anticuerpos anti-GH, por la falta directa de hormo-
nas tiroideas, o por la repercusidn que ello tiene sobre la
secrecidn de una hormona como la insulina tan implicada en el

proceso de crecimiento (Jolin y cols. 1974, Jolin y Montes,

1974). En humanos hipotiroideos, tanto en nifios como en
adultos, estd disminuida la secrecidén de GH en respuesta a es
timulos como el de la arginina o la hipoglucemia; alteraciones
que se mejoran o corrigen por el tratamiento de los enfermos

con hormonas tiroideas.
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Por otra parte, la incorporacidn in vitro de aminodcidos
marcados a hormona de crecimiento estd disminuida en hipdfi-
sis procedentes de animales tiroidectomizados (Matsuzaki 1970,

Suzuki y Shibasak 1970, Ieri 1971). Estas alteraciones se co-

rrigen por el tratamiento de los animales con hormonas tiroi-
deas, pero no por la presencia de la hormona en el medio de

incubacidn.

El conjunto de estos resultados, apoyan la idea de que las
hormonas tiroideas actuan sobre la hipéfisis anterior para re-
gular la sintesis de hormona de crecimiento, aunque su lugar de
accidén no estd claramente definido, pudiendo ser a nivel de hi
p6fisis o sobre el sistema neurosecretor afectando el factor de
liberacidn de la GH (GHRF).

———————————— T - w_— o ——— ——

El contenido de GH en hipéfisis de ratas antes de la puber
tad es el mismo en ambos sexos, posteriormente el contenido
sigue aumentando en machos, mientras en hembras permanece cons-

tante (Daughaday y cols. 1970). Contrariamente a lo que ocurre

en hipé6fisis, los niveles circulantes de GH en machos son apro-

ximadamente la mitad que en hembras (Schalch y Reichlin 1966).

Estos resultados sugieren por una parte que aunque el pool de
GH en hipéfisis de hembras es pequefio, es sin embargo mis dind
mico que en machos, y que muy posiblemente en cada sexo son
las hormonas gonadales las que cambian el patrdén de secrecidn
de GH de la nifiez al de la edad adulta.

Datos clinicos apoyan la idea de que los esteroides gona-
dales afectan la sintesis y secrecidn hipofisaria de GH. Se sa
be desde muy antiglio que la admistracidén de estrdégenos a pa-

cientes con acromegalia tiene un caracter beneficioso sobre la
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enfermedad (Reichlin 1966), lo que parece deberse a que estas
hormonas de algin modo interfieren con las acciones periféri-
cas de la GH, quizds bloqueando la produccidn del factor de
sulfatacién (Wiedmann 1972). Los primeros resultados que pare
cian apoyar la idea de que los estrdgenos tienen un efecto es
timulador sobre la secrecidn de GH fueron los de Frantz y
Rabkin (1965), al demostrar que los niveles circulantes de GH
eran mids altos en hembras que en varones. Los trabajos de Me-

rimée y cols. (1969) demostraron que el tratamiento con dosis

fisioldgicas de estrdgenos aumentan la secrecidén de GH en res
puesta al ejercicio o a la infusidn de arginina, y que la res
puesta de GH a ambos estimulos estd aumentada en la mitad del
ciclo menstrual. Estos datos llevaron a la creencia de que los
estrdgenos sensibilizan la hipéfisis a los mecanismos que es-

timulan la secrecidn de hormona de crecimiento.

Por otra parte, Daughaday y cols. (13970) observaron que

la castracidn en ratas hembras aumenta el contenido hipofisa-
rio de GH al valor encontrado en machos, mientras que dicha
operacidén en estos tiene el efecto contrario. Encontrando ade
mds que el contenido de GH en hipéfisis aumenta en hembras
tratadas con testosterona. Sin embargo, los experimentos enca
minados a estudiar la biosintesis de GH en hipéfisis proceden
tes de cada uno de los sexos no han encontrado diferencias

entre ambos tejidos (McLeod 1969). Recientemente Malacara y

cols. (1972) encontraron que dosis de progesterona tan peque-
flas como 0.2 ug/100 g aumentan la secrecidén de GH en respues-
ta a la administracidn de extractos hipotald&micos, lo que iria
de acuerdo con la observacidn de que en humanos los estrdge-
nos incrementen la secrecidn de GH en respuesta a aquellos es
timulos que favorecen su secrecidén. Por otra parte, Deller

(1870) y Martin y cols. (1968) han demostrado que los estrdge

nos aumentan los niveles circulantes de GH en ratas, asi como
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la respuesta a la hipoglucemia.

En cuanto al papel de los esteroides adrenales sobre el
crecimiento, o sobre la sintesis y secrecidn de GH por la hi-

p6fisis, se conoce poco. Lewis y cols. (1965) han encontrado

un aumento del contenido de GH en hip6fisis de animales trata
dos con corticosterona, pero dado que su crecimiento estaba
muy deteriorado, llegaron a la conclusidn que el aumento del
contenido hipofisario de GH era consecuencia de que estuviera
inhibida la secrecidn de la hormona, mds que de un aumento de
su sintesis. Por otra parte, estd claramente demostrado que

la adrenalectomia en ratas disminuye la velocidad de crecimien
to (Fregly v cols. 1960, Jolin y cols. 1974). Pero dado 1las

grandes alteraciones metabdlicas y hormonales que se inducen

por esta operacidn, no es posible concluir cual de ellas pue-
da ser la causa mids directamente responsable de las alteracio
nes del crecimiento que se observan en los animales adrenalec-

tomizados.

B. DIABETES. - GENERALIDADES

La enfermedad hoy conocida como "diabetes mellitus" fue
descrita por vez primera por Avicena, quien did una descrip-
cidén completa de este sindrome, caracterizado por una fuerte
poliuria y polidepsia asi como por una pérdida de peso corpo-
ral a pesar de una gran ingesta. También sefiald la suscepti-
bilidad de estos enfermos a las infecciones. La diabetes
mellitus, el mal de orina del siglo XVIII, conlleva altera-
ciones profundas del metabolismo, cuya caracteristica mis
llamativa es el fallo en la utilizacidn de los hidratos de

carbono; esto se refleja por una concentracidén anormalmente
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alta de glucosa en sangre (hiperglucemia) y una reduccidn del
contenido de glucdgeno en higado y mlGsculo. La diabetes no sd
lo afecta al metabolismo de los hidratos de carbono, ya que

el organismo al recurrir a las proteinas y grasas como fuente
de energia, hace que aumente la excrecidn de nitrdgeno no pro
teico, con el consiguiente desgaste de tejidos, y que se pro-
duzca cetoacidosis y acumulacidén de cuerpos cetdnicos (&cido

acetoacético, acetona y B-hidroxibutirato) en sangre y orina.

A pesar de conocerse la enfermedad desde hacia mucho
tiempo, se tardd mucho en identificar la causa que la produ-
cia. En 1889 se inicid una nueva etapa cuando Minkowski reali
z6 la extirpacidn del péncreas en perro, observando la apari-
cidén inesperada de los sintomas de la "diabetes mellitus". Es
te descubrimiento tuvo una importancia crucial ya que demos-
traba que el origen de la diabetes podia estar en alguna ano-

malia del péncreas.

Fue en 1869, cuando Langerhans al estudiar la anatomia

macroscdpica del péncreas, advirtid la existencia de grénulos
de zimbégeno, que debido a que se tornaban negros con &cido &8s
mico, dedujo errdneamente que eran grinulos de grasa, encon-
trd asimismo pequefios grupos de células carentes de dichos
granulos. En 1893 Laguesse advirtid la importancia potencial
de estos grupos de células a las que denomindé islotes de
Langerhans, nombre por los que se les conoce actualmente. Pero
alin entonces se siguid pensando que la relacidn del péncreas
con la diabetes podia deberse a que este drgano eliminara al-
guna impureza. Fue Laguesse quien pensd en la posibilidad de
que estos islotes manifestaran una secrecidn interna, vV pare-
ce que fue el primero en utilizar los términos exocrino y
endocrino para describir los tejidos con secrecidn interna o

externa.
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Basidnddse en sus granulaciones y propiedades tintoriales,
las células del péncreas pueden dividirse en 4 tipos, a, B, §,
Y. Del 60 al 90 % son células R secretoras de insulina que
contienen grénulos que se tifien de azul con el colorante azul
de anilina. El resto son células o que segregan glucagdn y con
tienen granulos que se tifien de rojo con el colorante de
Mallory. El1 niimero de grénulos de las cé&lulas B es paralelo
al contenido de insulina del péncreas. Los estimulos que cau-
san la secrecidn de insulina originan la degranulacidn de es-
tas células. La funcidén de las células vy y 6 se desconoce.
Las célules 8§ no siempre existen, y las Y sSe cree que son pre

cursoras de las a o de las B.

1. Naturaleza quimica de la insulina

—

La insulina es una proteina pequefia constituida por dos
cadenas de aminodcidos, A y B, enlazadas por dos puentes disul
furo en las posiciones 7 y 20 de la cadena A, y en las 7 y 189
de la B (Ryle y cols. 1955). La cadena A contiene 19 aminodci-

dos (Sanger y Thompson 1953) y la B 30 (Sanger y Tuppy 1951).
Existe ademds otro puenté disulfuro en la cadéna A entre las
posiciones 6 y 11. Los aminodcidos comprendidos en el anillo
de la cadena A y los prdximos a la posicidn C-terminal de la
cadena B, son las zonas generalmente implicadas en los proce-
sos de diferenciacidén molecular entre especies. Existen peque
flas diferencias en los aminodcidos que componen la molécula
de insulina entre especies diferentes, pero ellas no son gene
ralmente suficientes para afectar la actividad bioldgica de
la insulina particular en una especie heterdloga, aunque si
para que sea antigénica. El estado de agregacidn de las molé-
culac de insulina varia con la temperatura, pH y contenido de
zinc. En el rango de pH 4-7 la hormona es insoluble, por el

contrario los pH extremos y la fuerza idnica baja favorece la
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disociacidn holecular. En 1967 Steiner v cols. demostraron

que la insulina se formaba a partir de un precursor de gran
peso molecular, proinsulina, consistente en una sola cadena
polipeptidica de escasa actividad biolégica, que por proteoli
sis origina cantidades equimoleculares de insulina y péptido
C. La insulina, proinsulina y el péptido C circulan de forma
libre en el plasma. Existe ademls en la circulacidén plasmitica
una actividad bioldégica semejante a la de la insulina, cuyo
poder biolbégico es 10 veces superior al de la hormona, y cu
ya actividad no es suprimible con anticuerpo anti-insulina, y
se conoce con el nombre de NSILA (no insulin like activity),

y parece que no es de origen pancredtico.

2. Secrecién de insulina y metabolitos que la regulan

La secrecidn de insulina hay que considerarla en condi-
ciones basales o en respuesta a determinados estimulos. La -
secrecidn en el estado basal es un reflejo del estado metabd-
lico en que se halla el islote. En cambio,la descarga de la
hormona como respuesta a un estimulo sigue un comportamiento

bifdsico (Fussginger y cols. 1964, Grodsky y cols. 1970,

Pfeiffer y cols. 1970), cuya respuesta depende de la duracidn

del estimulo y de su intensidad. El1 primer pico de secrecidn
corresponde a la descarga de insulina almacenada, siendo una
curva dosis-respuesta de tipo sigmoidal, tipica de un siste-
ma saturable. El segundo pico de secrecidn es dependiente de
la sintesis de la hormona (Grodsky y cols. 1970).

Los principales sustratos que regulan la secrecidn de
insulina pertenecen a cada uno de los tres metabolismos sobre
los que la hormona influye, hidrocarbonado, graso y proteico.
La glucosa y la fructosa son los azficares principales que re-

gulan la secrecidn de insulina, pero puesto que, durante el pro
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ceso de absdrcidn la mayor parte de la fructosa pasa a gluco-
sa, es ésta en definitiva el principal metabolito hidrocarbo-
nado que regula la secrecidn de insulina. La glucosa inter-
acciona con las células B en tres fases secuenciales. En 1la

primera fase, hay un reconocimiento de la molécula de glucosa
por parte del glucoreceptor, la segunda implica el metabolis-
mo especifico de la glucosa, actuando en la tercera como fuen

te de energia.

Tras la absorcidn intestinal de la glucosa se produce la
descarga de varias hormonas gastrointestinales como la gastri
na, secretina, colecistoquinina, pancreozimina y enterogluca-
gdn, siendo todas ellas capaces de aumentar la secrecidn de
insulina. La utilidad fisioldgica de este mecanismo parece
que es avisar al pancreas para que responda con una secrecidn
intensa de insulina desde el momento en que se inicia la absor

cidén de la glucosa.

Referente al metabolismo proteico, la mayoria de los ami-
nodcidos estimulan la secrecidn de insulina, aunque el mds po-

tente es la leucina (Fajans y cols. 1963, Floyd y cols. 1963,

Knopf vy cols. 1963) Se desconoce el mecanismo a través del

cual los aminodcidos ejercen este efecto, pero se sabe que los
aminodcidos no metabolizables también lo ejercen, lo que pare-
ce indicar que no es necesario la metabolizacidn del aminodci-

do para que este ejerza su posterior accidn.

Los &cidos grasos y los cuerpos cetdnicos incrementan los
niveles circulantes de insulina en animales de experimentacidn
(Lambert y cols. 1969, Balasse y cols. 1967, Madison y cols.

1964, Pi—Sunzer 1970), mientras que en humanos no parece que

sean importantes reguladores de la secrecidn de insulina ya que
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se requiere concentraciones muy elevadas de ellos para poner
de manifiesto un efecto positivo (Balasse y cols. 1968,
Pelkonen y cols. 1968, Schalch y cols. 1965).

Factores hormonales como los glucocorticoides, hormona

de crecimiento (Campbell y cols. 1966, Luft y cols. 1969) y

esteroides sexuales incrementan los niveles circulantes de

insulina (Costrini y cols. 1969)

3. Acciones metabdlicas de la insulina

Aunque la insulina tiene un gran protagonismo en el con-
junto total del organismo, sus efectos sin embargo se magnifi
can mds en tejidos como el higado, misculo y tejido adiposo.
En higado la accidn principal de la insulina es estimulando
la sintesis de glucdgeno, mientras que en el mlsculo o el te-
jido adiposo su accidn principal es sobre la sintesis protei-
ca y de triglicéridos, respectivamente. Ello no implica natu-
ralmente que la hormona no tenga otras acciones en cada uno

de estos tejidos.

El efecto de la insulina sobre el metabolismo hepdtico
ha sido estudiado por Steiner (1966) en ratas diabéticas allo
xdnicas. A los 40 min. de la administracidn de insulina se e-
videncia ya un aumento de la actividad glucdgeno sintetasa, lo
cual es previo a la formacidn de glucosa-6-P. En las primeras
12 horas se registra un aumento de peso del drgano a expensa
de glucdgeno y agua. Las enzimas implicadas en la lipogénesis
no aumentan hasta después de transcurridas 24 h de la adminis-
tracidén de la insulina, a cuyo tiempo ya se detecta un aumento
de la actividad DNA polimerasa, que se intensifica a las 72 h.
La actividad de la RNA polimerasa aumenta a las 2 h después de

la terapia con la hormona, la cual a las 12 h es doble de 1la
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encontrada en ratas diabéticas no tratadas.

En el tejido adiposo la insulina aumenta la formacidn de
triglicéridos, bien a partir de los &cidos grasos o favorecien
do la entrada de glucosa a la célula y la formacidn de a-glice
rol-P, que al conjugarse con los 4cidos grasos da lugar a la
formacién de triglicéridos. En este tejido la insulina favore-
ce asimismo la formacidn de ATP, DNA y m-RNA. En el misculo,
la insulina activa la sintesis de proteinas y de glucdgeno més

que la de triglicéridos.

El papel del misculo y del tejido adiposo es importante
en aquellas situaciones en que el organismo no dispone de glu-
cosa o de suficiente insulina que permitan su adecuada metabo-
lizacidén. En ambos casos, el tejido adiposo suministra &cidos
grasos, los cuales se oxidan en el mdsculo con el consiguiente

suministro de energia.

4. Diabetes experimental - Generalidades

El mejor modo de apreciar lo que significa la insulina
en la economia del organismo, es estudiar los trastornos meta
b6licos en el animal insulinoprivo. Ello no afecta {inicamente
al metabolismo hidrocarbonado, sino que se ve asismismo afecta
do el graso, proteico, electrolitico, asi como el metabolismo
del agua. Las repercusiones de la falta de insulina afectan
también al sistema nervioso central, al respiratorio, cardio-
vascular, excretor y gastrointestinal. Los reajustes metabdlicos
que tienen lugar en el animal diabético son muy semejantes
a los que sufre el animal ayunado. La diabetes va acompafiada
de cambios metabdlicos que son cualitativamente similares a
los encontrados en situacidn de malnutricidn, de aqui que mu-

chos autores consideren a la diabetes como una forma de malnu-
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tricién celylar, donde existe un gran catabolismo a pesar de
la gran cantidad de glucosa plasmitica, situacidn que ha sido

calificada como de inanicidn en medio de la abundancia.

El primer metabolismo afectado por la falta de insulina
es el hidrocarbonado, ya que un descenso de la utilizacidn de
glucosa por los tejidos periféricos, preferentemente por el
misculo y el tejido adiposo contribuye al desarrollo de la hi
perglucemia, a lo cual cooperan el higado y el tejido muscu-
lar al aumentar la velocidad de glucogenolisis. Un aumento de
la gluconeogénesis contribuye también al aumento del azcar
sanguineo. La elevacidn de los niveles de glucosa plasmitica
hace que se sobrepase el dintel renal para la glucosa, con lo
cual el azlcar es eliminado en orina arrastrando consigo elec
trolitos y agua, lo que constituye la causa de la poliuria en
la diabetes, siendo éste el primer sintoma de la enfermedad.
La pérdida de agua y electrolitos en orina conduce a una des-
hidratacidén lo que da como resultado una homoconcentracidn,
lo cual afecta de modo indirecto al sistema circulatorio, ya
que se reduce el volumen sanguineo circulante. La disminucidn
del volumen plasmético afecta el trasporte de oxigeno a los
tejidos, por lo que se da un predominio del metabolismo anae-
robio con el consiguiente aumento de &cido l&ctico en sangre,
siendo la consecuencia final el coma y la muerte. La falta de
insulina y el descenso en la utilizacidén de glucosa por el te
jido adiposo origina la movilizacidén de los depdsitos grasos
del organismo, lo que da lugar a una hipertrigliceridemia a la
vez que los &cidos grasos libres se sintetizan como lipopro-
teinas de baja densidad en el higado. El contenido graso del
higado se oxida sdlo hasta el estado de acetil CoA, que por
condensacidn de dos moléculas origina &dcido acetoacético, el
cual por posterior reduccidn forma B-hidroxibutirato, pudiendo

observarse un aumento de la concentracidn de estos metabolitos
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en la vena hepdtica. El1 gran incremento de los cuerpos cetd-
nicos tiene dos graves consecuencias, primero una fuerte aci-
dosis metabdlica y en segundo lugar el que a medida que la ce
tonuria sobrepasa el dintel renal, aparecen en orina los cuer

pos cetdnicos, existiendo a la par una pérdida de sodio.

Por otra parte, la falta de insulina y la incapacidad
del organismo para utilizar la glucosa hace que haya un descen
so de la sintesis de proteinas, a la par que aumenta su cata-
bolismo. Como consecuencia de la proteolisis, los amino&cidos
llegan a través del torrente circulatorio al higado donde son
desaminados oxidativamente, contribuyendo los restos carbona-
dos a la formacidn de glucosa, a la par que los grupos NH2
cooperan a la formacidén de urea, la cual al ser excretada cons
tituye una pérdida neta de nitrdgeno corporal. Todas estas al-
teraciones van acompafiadas de pérdida de potasio y otros iones
intracelulares. La progresiva pérdida de agua causa una deshi-
dratacidn celular, lo que favorece a su vez los procesos cata-
bélicos y contribuye a la difusién de electrolitos desde el

interior de la célula al liquido extracelular.

5. Induccidn de la diabetes experimental

El conocimiento de los efectos de la insulina, asi como
los de su deprivacidn en el organismo procede de dos vertien-
tes, de los estudios clinicos (diabetes mellitus humana), y
de los realizados en animales de experimentacidn (diabetes
experimental). Nuestra atencidn se centrard en la diabetes ex-
perimental, ya que la presente tesis tiene por objeto el estu-
dio de algunas de las alteraciones endocrinas en ratas diabéti

cas.

Los animales pueden padecer una diabetes espontdnea o in-
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ducida. En ambos casos se pueden presentar algunas o todas
las alteraciones metabdlicas de la enfermedad. Sin embargo,
han fracasado todos los intentos de inducir las microangiopa-
tias vasculares tipicas de la diabetes humana (Lukens 1950),
y por otro lado aunque Foglia y cols. (1948) y Mann vy

Goddard (1950) han descrito lesiones renales en ratas diabé-
ticas, ellas son muy diferentes a las del tipo glomeruloescle
rosis capilar de la diabetes humana, por lo cual hay que sefia
lar que la diabetes que sufren los animales no es del todo se

mejante a la diabetes mellitus humana.

La diabetes aparece de forma espontdnea en animales cuyo
habitat es su medio natural, aunque con una frecuencia varia-
ble de una especie a otra (Meier 1960). Asi, uno de 200 perros
la padecen, mientras que en gatos la frecuencia es de uno ca-
da 800. En animales de laboratorio como la rata egipcia de la
arena (Schmidt-Nielsen y cols. 1964), en el ratdén hibrido de

Wellesley (Like y cols. 1965) y en el ratdn espinoso (Picthet

y cols. 1967) se han dado casos de diabetes esponténea.

La diabetes ya sea experimental o espontédnea puede ser
de dos tipos: pancredtica, en la que existe una disminucidn
total o parcial de la liberacidn de insulina, y la extrapan-
credtica que es la producida por una disminucidn de la efec-
tividad periférica de la insulina. La diabetes experimental
pancreitica se puede inducir por varios métodos. La pancretec
tomia total requiere quitar el 99.5 % del tejido glandular.
Esta operacidn origina una diabetes intensa (Scow, 1957), y si
no se trata a los animales con insulina mueren en coma diabé-
tico en 48 h. Esta operacidn es dificil en ratas, ya que el
pancreas estd extendido difusamente sobre los ligamentos gas-
troplénico y mesoduodenal (Scow 1957), ademds un 5 % de ella

estd ligada al conducto biliar, por lo que aproximadamente el
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50 % de las ratas operadas presentan obstruccidn biliar. Es-
tos animales son f4cilmente identificables por la presencia
de bilis en la orina y por los niveles altos de fosfolipidos
y colesterol en sangre. Dos horas después de producirse la
pancretectomia, la glucosa, los cuerpos cetdnicos y los lipidos
totales estdn elevados de modo significativo (Chernick y cols.

1959). La elevacidén de los cuerpos cetdnicos y de los lipidos
es posterior a que el nivel de glucosa en plasma alcance nive
les diabéticos. A las 10 h de la operacidn, la concentracidn
de glucosa circulante alcanza un plateau, los lipidos lo alcan
zan a las 25 h, mientras que los cuerpos cetdnicos continuan

elevdndose durante los dos dias siguientes.

Por otra parte, aparece un gran actmulo de grasa en higa
do y rifidn, siendo el contenido graso de estos drganos prefe-
rentemente triglicéridos. El estudio morfoldgico del higado
de las ratas intensamente diabéticas, muestra que la grasa se
localiza preferentemente en las células hepdticas, mientras
que en la seccidn longitudinal del rifidn se observa que tanto
la corteza como la banda exterior de la médula presentan un
color blanquecino. La tincidn con aceite '"red 0" de Wilson,
demuestra la existencia de grandes cantidades de grasa en es-
tas zonas, y en menor cuantia en la zona medular (Scow y
Chernick 1960).

El extirpar sblo el 85 % del tejido pancredtico induce
una diabetes menos intensa, la cual se puede intensificar por
la administracidn de una dieta hipercaldrica (polvo de tiroi-
des, GH y ACTH). Con ello las células B que quedan después de
la operacidn estdn sometidas a una hiperfuncidén que puede lle-

varlas a su degeneracidn.

La diabetes por pancretectomia, en grado mé&s o menos in-
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tenso, tiené graves inconvenientes ya que los animales no sé-
lo sufren la falta de insulina, sino también de glucagdn y

gastrina, asi como de los agentes humorales y enzimas produci
dos por el pédncreas exocrino. La diabetes pancredtica también
puede producirse por la ligadura del conducto pancredtico, pe
ro para que sea efectiva es necesario someter al animal a una

dieta rica en carbohidratos.

Por (ltimo, se puede producir diabetes por la destruccidn
selectiva de las cé&lulas B del pédncreas por agentes quimicos.
Las sustancias mids utilizadas son el alloxan y recientemente
el streptozotocin. Ambos son agentes citotdxicos que actlan
produciendo necrosis de las cé&lulas B, lo que ocasiona altera

cidn de la glucemia en tres fases (Dunn 1943, Schein y cols.

1971). Primero existe una hiperglucemia breve por un aumento
de la glucogenolisis hepdtica, seguida de una hipoglucemia
transitoria producida por la liberacidén de la insulina almace
nada en las células R dafiadas, y por Gltimo por una hiperglu-
cemia pefmanente. La utilidad del streptozotocin es que su e-
fecto citotdxico es especifico sobre las células B del pan-
creas y parece que no tiene efectos secundarios (Mansford
1968).

La diabetes extrapancredtica es la producida por una dis
minucidén de la efectividad periférica de la insulina. Hormo-
nas como el ACTH, GH, glucocorticoides y glucagdn disminuyen
el efecto hipoglucémico de la insulina, por lo que en aquellas
situaciones en las que existan niveles altos de algunas de
estas hormonas se produce una hiperglucemia. Si esta situacidn
se prolonga, los altos niveles de glucosa en plasma estimulan
de una forma constante la secrecidn de insulina, lo que puede
resultar en una degeneracidn, por hiperfuncidn, de las células

B del péncreas. Por otro lado, la administracidn de anticuer-
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pos anti-insulina ldégicamente da lugar a valores altos de glu
cosa en plasma, lo cual conduciria en definitiva al desarrollo
de la diabetes (Armin y cols. 1960).

Otras causas que producen diabetes son las de tipo nervio
so. Las interacciones entre el sistema nervioso y el endocrino
estdn bien establecidas, y asi alteraciones en cada uno de es-
tos sistemas repercute en el otro. Aunque no se conoce el me-
canismo por el que ciertas lesiones cerebrales alteran el me-
tabolismo hidrocarbonado, ello ha constituido el objetivo de
muchos estudios desde que Claude Bernard (1849) demostrara por

vez primera que la puncidn en el suelo del cuarto ventriculo

producia hiperglucemia. Por otra parte, Zunz y La Berre (1928)

observaron que la estimulacidn de centros superiores estimu-
laba la secrecidn de insulina. Las observaciones de Cannon
(1920) al demostrar que las excitaciones emocionales produ-
cian glucosuria, junto con la demostracidn de que la excitacidn
directa en el hipotdlamo inducia hiperglucemia, didé origen a

un intenso estudio sobre la bisqueda del centro cerebral "dia-

betdgeno'". Posteriormente Anderson y Haymaker (1949) vieron

que la decerebracidén del puente o del cerebro medio inducia
en ratas no sbélo una hiperglucemia inmediata sino una intole-

rancia a la glucosa.

6. Alteraciones endocrinas en la diabetes

Los estudios realizados sobre el efecto de la diabetes,
humana o experimental, sobre la actividad de la gléndula ti-
roides son escasos, pero todos ellos parecen indicar que el
nivel funcional de esta glédndula estd reducido en situaciones

de deficit de insulina, mientras que por el contrario la insu-
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lina tiene un efecto estimulador. Asi, Nataf y Chaikoff

(1965) demostraron que la insulina, como nica hormona en el
medio de incubacidn, estimulaba la captacidn de iodo por el
tejido, asi como su incorporacidn a iodoaminodcidos con la
formacidén de tirosinas y tironinas iodadas, en el tejido ti-
roideo procedente de fetos de ratas, en un estadillo de 1la
gestacién en el que afin no tiene capacidad para ello. La adi-
cidn de TSH al medio de incubacidn tiene un efecto positivo

sobre los pardmetros citados (Nataf y Chaikoff 1965, Singh y

Chaikoff 1966), efecto que se potencia por la insulina. Por
otra parte, Tong (1967) ha encontrado que el efecto del TSH so
bre la captacidn de amino&cidos marcados y su incorporacidn

a proteinas en células procedentes de tiroides bovinos, es se-
cundaria a la accidn de la hormona sobre la captacidn y metabo
lizacidén de la glucosa. Dosis de 2-deoxi-glucosa que impiden
la metabolizacidén de la glucosa, disminuyen el efecto estimula
dor del TSH sobre la captacidn de aminodcidos y la sintesis de

proteinas.

Por el contrario, la falta de niveles normales de insuli-
na, inducida .por pancretectomia o por la administracidn de
alloxan o streptozotocin, disminuye en ratas la actividad del

tejido tiroideo (Bennet y Koneff 1946, Foglia 1945, Serif y

Sihotang 1962, Pericds y Jolin 1977). En efecto, tanto el pe-

so del tiroides como la capacidad de captar iodo y metabolizar
lo estd disminuida en el animal diabético, siendo asimismo me-
nor la velocidad de secrecidn de los compuestos iodados en glén
dulas diabéticas que en las controles. Aunque parte de estas
alteraciones pueden deberse a que exista un defecto a nivel de
tiroides en los animales deficientes en insulina, sin embargo
la causa principal de esta hipofuncidn tiroidea se debe muy
principalmente a que mantienen niveles circulantes de TSH en
plasma bajos. En efecto, tanto en condiciones basales como en

respuesta al hipotiroidismo, las concentraciones de TSH en plas
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ma del animdl diabé&tico son significativamente mids bajas que
la de los controles (Pericds y Jolin 1977, Jolin y Gonzalez
1978).

Mientras que los niveles de TSH en plasma del animal
diabético son consistentemente mds bajos que en el normal, el
contenido de TSH en hipéfisis es dependiente de la duracidn y
muy probablemente de la intensidad de la diabetes. A tiempos
relativamente cortos, 15 dias después de la administracidn de
streptozotocin, el contenido de TSH en hipdfisis de las ratas
diabéticas es prdcticamente el mismo que en los controles, su
friendo una disminucidn a tiempos mis largos (Montoya y cols.
1978).

La secrecidn hipofisaria de TSH estd regulada por la
accidén inhibidora que las hormonas tiroideas (Tu y T3) ejercen
a nivel de hipéfisis y por el efecto estimulador que sobre es
ta glandula tiene la hormona hipotaldmica estimuladora de la
secrecidn de TSH (TRH). La secrecidn de TSH serd por tanto la
resultante de la suma de estas dos fuerzas contrapuestas. El
hecho de que la secrecidén de TSH del animal diabético-tiroidec
tomizado sea menor que la de los controles-tiroidectomizados,
hecho que no parece deberse a una diferencia de la accidn de
la Tl+ sobre la secrecidn de TSH entre ambos grupos, sugiere
que estas diferencias estdn ocasionadas porque la hipéfisis
del animal diabético estid bajo un menor efecto estimulador del
TRH. En efecto, se ha encontrado por una parte que el conteni
do de TRH en el hipotdlamo de la rata diabética es menor que
en el control, y que la secrecidn de TSH del animal diabético-
-tiroidectomizado se inhibe por dosis de Tu mds bajas que en

la rata tiroidectomizada-control (Montoya y cols. 1978, Gonza-

lez y cols. en prensa).
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El conjunto de estos resultados parecen indicar, que aun
que la falta de insulina puede repercutir a nivel de tiroides
y muy probablemente a nivel de hip6fisis, existe un primer de
fecto a nivel hipotaldmico, lo que sin duda condiciona a que

todo el sistema trabaje a un nivel mds bajo del normal.

b) eje hipdfisis-adrenales

El efecto de la diabetes sobre este sistema no estd cla-
ramente definido. En humanos, los resultados parece que son
contradictorios, ya que mientras Jacobson (1958), Lederer y
Bataille (1966) y Mirouze (1962) llegan a la conclusidén de que
la diabetes no afecta la actividad funcional de este eje,

Pfeiffer y cols. (1962) y Lentle (1964) encuentran un ritmo

diurno de la secrecidn de ACTH inverso al normal, y unos ni-

veles de cortisol en plasma similares al Cushing.

En ratas, se conoce desde hace mucho tiempo que tanto la
pancretectomia como la diabetes inducida por alloxan o strep-
tozotocin, induce un aumento del peso de las adrenales (Foglia
1945, Bennet y Koneff 1946, Devecersky y Frawley 1963). Como

este efecto no tiene lugar en el animal hipofisectomizado y

el suministro oral de glucosa tampoco repercute sobre el peso
de las adrenales, se llegd a la conclusidén de que el aumento
ponderal de esta glidndula estaba causado por las alteraciones
metabdlicas inducidas por la falta de insulina. Posteriormen-

te, L'Age y cols. (1974) encontraron que la administracidn de

ACTH producia un aumento de los niveles de corticosterona en
plasma mds intenso en la rata alloxanizada que en los controles,
siendo asimismo mds intensa la respuesta adrenal al stress en
el animal diabdtico que en el normal. Ademds, el aumento de
corticosterona en plasma en respuesta al stress se bloquea con

dosis mds bajas de dexametasona en la rata normal que en la
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diabética, presentando &stas asimismo un retraso en la respues
ta.

Estos resultados indican por una parte, que las adrenales
de los animales diabéticos son muy sensibles al aumento de
ACTH endbgeno inducido por el stress o a la administracidén e-
x6gena de la hormona, y que muy posiblemente la secrecidn de
ACTH como respuesta al stress sea mads intensa en el animal

diabético que en el normal.

- e - — - ——— - e - —— ———

En humanos, la diabetes va acompafiada de alteraciones en
la funcidn reproductora. El tratamiento con insulina, corrige
en parte estas alteraciones, sin embargo, el embarazo y el
parto en mujeres diabé&ticas presenta algunas complicaciones

(aborto, muerte fetal, toxemia) (White y Hunt. 1943, Gray

1953). De igual modo en el vardn diabético, son frecuentes las
lesiones testiculares, impotencia y reduccidn de la excrecidn
urinaria de gonadotrofinas y de metabolitos derivados de la

testosterona (Schoffling vy cols. 1963)

En animales de experimentacidn, en concreto en rata, las
alteraciones en la funcidn reproductora son similares a las
halladas en humanos. Existe una reduccidén en el peso de los

testiculos (Foglia y cols. 1963), cambios degenarativos en

los tGbulos seminiferos (Irisawa y cols. 1966, Schoffling y

cols. 1963) y una menor capacidad del tejido testicular para
sintetizar testosterona (Foglia y cols. 1969). Estos cambios

pueden deberse en parte a una menor secrecidn hipofisaria de
FSH (hormona foliculo estimulante) y LH (hormona luteinizante)
(Irisawa y cols. 1966, Foglia y cols. 1969). Posteriormente

Howland y Zebrowski (1972) hallaron una reduccidn en plasma de
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ambas hormoras a los 8 dias de ser producida la diabetes, aun
que existid la duda, si la reduccidn era debido a la carencia
de insulina, o bien era consecuencia de los numerosos efectos
tdxicos secundarios que produce el alloxan. En 1972 Frank y
cols. usando ratas hembras diabéticas y en un intento de deter
minar si el efecto gonadal es primario, o bien es consecuencia
de la menor produccidn y/o descarga de gonadotrofinas, se de-
mostrd que los animales diabéticos tenian niveles circulantes
normales de gonadotrofinas, en cambio, los ovarios tenian una
capacidad reducida para responder a la administracidén exdgena

de sus hormonas troficas. Otros autores como Farina y cols.

(1971) han observado también una pérdida de sensibilidad del
tejido ovArico. Otra posible alternativa, es que aunque los

niveles de gonadotrofinas medidos por inmunoreaccidn no estén
alterados en la diabetes, sin embargo, el poder bioldgico de

ambas hormonas podria estar modificado (Howland y Zebroski

1974). Ya que ambas hormonas son de naturaleza glucoproteica,
es posible que un cambio en la porcidn hidrocarbonada fuera

suficiente para explicar una alteracidn en la actividad biold
gica, ya que se sabe que el metabolismo hidrocarbonado en hi-

p6fisis es dependiente de insulina (Goodner y Freinkel 1961).

Uno de los primeros hechos que se observa en los animales
insulinoprivos es un descenso de la velocidad de crecimiento,
e incluso una pérdida  de peso en aquellos que sufren una dia-
betes de grado intenso (Steiner 1966). Asimismo, estd reduci-
do el crecimiento en nifios con diabetes no controlada. La im-
portancia de la insulina sobre el crecimiento se puso de mani

fiesto por los trabajos de Lukens y cols.(1950, 1955), quienes

observaron que la GH no tiene efecto sobre el crecimiento o la

retencidén de nitrdgeno en gatos pancretectomizados, evidencidn
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dose un efecto positivo de la hormona sobre ambos pardmetros,
cuando la GH se administraba conjuntamente con insulina. Los
resultados de Salter y Best (1953, 1957), al demostrar que la

insulina estimula el crecimiento de ratas hipofisectomizadas,
dieron un gran impulso a la teoria del papel preponderante de
la insulina sobre el de la GH en el crecimiento.

El efecto de la diabetes sobre el crecimiento se puede
explicar, en parte, por las alteraciones que la falta de insu

lina induce a nivel hipofisario. Lawrence y cols. (1958) y

Hazelwood (1964) encontraron que el tamafio de las hipéfisis de
las ratas diabéticas es menor que en los controles, estando
asimismo disminuido el contenido de GH en ellas. En efecto,
vieron que mientras los extractos hipofisarios procedentes de
animales normales podian estimular el crecimiento de ratas hi
pofisectomizadas, dicho efecto era muy reducido cuando los
extractos hipofisarios procedian de ratas diabéticas. La valo
racién por bioensayo del contenido de GH en hipéfisis eviden-
cid que el valor de este pardmetro en ratas diabéticas, cua-
tro semanas después de la administracidn de alloxan, era 16
veces mids pequefio que el de hipdéfisis normales. Posteriormen-

te, Murakami v cols. (1973) observaron que las células adeno-

hipofisarias productoras de GH en ratas diabéticas por la
administracién de streptozotocin, presentaban alteraciones
morfoldgicas selectivas que indicaban un proceso degenerativo,
siendo este efecto revertido por la administracidén de insuli-
na, lo que descartaba que ello fuese una consecuencia del agen
te diabetdgeno.

A pesar de la demostracidn de que la diabetes disminuye
el contenido de GH en hipbéfisis, sin embargo, los niveles
circulantes de la hormona en plasma de los sujetos diabéticos

son semejantes o superiores al de los normales (Guest 1953,
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Pond 1970, Hansen y cols. 1970). Es posible que ello esté

causado por una disminucidn de la velocidad de aclaramiento
metabblico de la hormona en la diabetes humana (Taylor y
cols. 1969, Sperling y cols. 1973). En animales experimenta-

les existen pocos datos que nos permitan concluir de una for-
ma clara si los niveles circulantes de GH en plasma estdn o
no afectados en la diabetes.

Hoy en dia se admite que los efectos anabdlicos de la GH
sobre el crecimiento tisular estd mediada por un factor(s)
perteneciente a la familia de las somatomedinas, denominado

factor de sulfatacién_por Salmon y Daughaday (1957). Pues bien,

Van den Braden (1974) e Yde (1964) encuentran que el factor

de sulfatacidn estd disminuido tanto en cinco casos de diabe-
tes juvenil como en diabéticos adultos. Igualmente, la activi-
dad de este factor en el plasma de ratas diabéticas por allo-

xan es mids bajo que en las normales (Salmon 1960).

La diabetes va asociada con cambios metabdlicos algunos
de los cuales son cualitativamente similares a los encontrados
en la malnutricidn, por lo cual se suele establecer comparacio
nes entre ambas situaciones. Pues bien,andlogamente a lo que
se encuentra en la diabetes, los nifios malnutridos presentan
una disminucidn de la velocidad de crecimiento, y a pesar de
que mantienen niveles de GH en plasma normales o elevados

(Williams y Porte 1974), presentan una disminucidén de la concen

tracidén del factor de sulfatacidén en plasma.

Otra situacidn que presenta alteraciones semejantes a las
de la diabetes, es el ayuno. La concentracidén de GH en plasma
estd claramente demostrado que estd aumentada en sujetos ayuna
dos, sin embargo, los resultados obtenidos en ratas son contra
dictorios. Asi, Campbell y cols. (1977), Meites y Fiel (1965)




52.

y Dickerman 'y cols. (1969), encuentran una reduccidn de la

GH en plasma, que explican por una menor estimulacidn del fac
tor hipotaldmico estimulador de la secrecidn de GH (Schalch y
Reichlin 1966), mientras que por el contrario, Trenkle (1970)
demostrd un aumento en los niveles circulantes y en el conte-

nido hipofisario de GH en ratas ayunadas de ambos sexos.

La consideracidn de algunos de estos .puntos nos han lle-
vado a la realizacidn de la presente tesis, cuyo objetivo es
un intento de llegar a conocer si la falta de insulina o las
alteraciones metabdlicas que ello implica afectan a la sinte-
sis y secrecidén de la hormona de crecimiento, asi como a su

metabolismo periférico.
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II. MATERIALES Y METODOS

En todos los experimentos incluidos en esta tesis, se han
utilizado como animales de experimentacidn ratas de raza Wistar
procedentes del criadero de nuestro laboratorio. Con objeto de
eliminar las alteraciones endocrinas que el ciclo menstrual lle
va consigo, hemos utilizado animales machos. En cada experime-
to, los animales incluidos en cada uno de los grupos fueron
aproximadamente de la misma edad y peso. El reparto en grupos
de los animales se hizo al azar. Para reducir al mdximo las va-
riaciones ambientales y conocido el hecho de que las variacio-
nes de luz y temperaturatura afectan enormemente el metabolismo
de la rata, los animales recibian luz artificial desde las
7:00 a las 19 horas, permaneciendo en oscuridad otras 12 horas
La temperatura a que estuvieron sometidos fue de 22-24 2 C

ya que es la 6ptima para esta raza de animales

Las ratas recibieron una dieta de grénulos (piensos Sanders
para ratas) y dos veces por semana carne y lechuga fresca.

La comida se suministrd a la misma hora del dia durante el pe-

riodo de experimentacidn. Como bebida recibieron agua destilada.

Los animales fueron sacrificados mediante decapitacién
con guillotina. La sangre del cuerpo y de la cabeza se dejd go-
tear en un tubo que contenia 0.1 ml de heparina amorfa disuelta
en buffer salino al 1 %. Posteriormente se centrifugd a 3.000
r.p.m. durante 30' y se procedid a la separacidn del plasma.
Tras la decapitacién del animal se extrajo rdpidamente la adeno
hipéfisis que fue pesada en una balanza de precisidn y homoge-
nada en 0.5 ml de agua destilada. Tanto el homogenado hipofi-
sario como el plasma fueron almacenados a -202¢ C para poste-

riores determinaciones.
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A. TRATAMIENTO

1. Diabetes

Se usd como agente diabetdgeno streptozotocin (Michigan,
Kalamazoo, USA) disuelto en buffer citrato pH = 4.4. Dada la
inestabilidad del streptozotocin (STZ) en solucién, ésta se
prepard en el momento de la inyeccidn. La dosis empleada osci
16 de 6-7.5 mg por 100 gramos de peso corporal. Con objeto de
conseguir un mayor efecto diabetdgeno, los animales sufrieron
un ayuno previo de 18-24 horas.

En aquellos experimentos en que los animales estuvieron
tratados con insulina (Novo) la hormona se inyectd en 1 ml de

buffer salino.

2. Hipotiroidismo

Para tiroidectomizar a los animales seguimos la técnica

descrita por Zarrow y cols. (1964). Se anestesid al animal con

€ter etilico en un recipiente cerrado y se le colocd en una
tabla de operaciones mostrando la cara ventral del cuello, el
cual se mantenia extendido tirando de los incisivos. En esta
posicidn, se prosiguidé la anestesia introduciendo el hocico del
animal en un cono de plidstico con algoddn humedecido en é&ter.
Posteriormente se realizd una incisidn en la linea media a lo
largo del cuello y se separd la piel, la fascia y las gléndulas
submaxilares. Cuidadosamente se separaron los misculos preti-
roideos a través de la linea media ventral sujetédndolos por
medio de unos hilos tractores, hasta dejar libre la trdquea y
la glandula tiroides. Con ayuda de unas pinzas finas se di-
secciond cada uno de los lados de la glidndula procediendo a
continuacién a levantar el tejido separandolo completamente de
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la trdquea obteniendo los dos 1&bulos y el istmo intactos. Des
pués de realizar la operacidén se 1limipd cuidadosamente la tri-
quea de todo resto de tejido tiroideo y se cerrd la incisidn

uniendo la piel con puntos de sutura.

En los roedores, la tiroidectomia quirrgica se acompafia
de una extirpacidén completa o casi total del tejido paratiroi-
deo, la insuficiencia resultante de hormona paratiroidea se sub
sana con un suplemento de calcio en la dieta, no habiéndose
observado en ninglin caso la aparicidn de tetania. Antes de que
los animales se recuperen de la anestesia se les administrd 2

: ‘ R OO L : :
gotas de vitamina D. Para comprobar la eficiencia de la tiroi-

dectomia se siguid la curva de peso de los animales eliminando

aquellos en los que no se interrumpid el crecimiento.

Los animales tiroidectomizados recibieron una dieta de
bajo contenido en iodo (LID), la cual es rica en calorias y
equilibrada en principios inmediatos y vitaminas. Esta dieta

estd basada en la utilizada por Remington y Levine (1936),

Remington (1937). Su composicidn es la siguiente:

\
Harina de maiz 6.000 gr

Levadura de cerveza 1.000 gr

Gluten de trigo 2.500 gb
ClNa 100 g¥
C04Ca 100 gr
HQO destilada s.c

El iodo contenido en esta dieta oscila entre 0.05 y
0.09 ug/g%. Una rata de 100 gramos de peso ingiere de 10 a
12 gramos de comida al dia, con lo cual recibe diariamente de
0.5 a 1 ug de iodo.
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Cuando el hipotiroidismo se indujo por administracidn de
propiltiouracilo (PTU), la concentracidn usada fue de 3 mg/100
gramos de peso corporal. La dosis se administré diariamente di
vidida en dos mitades y por via intraperitoneal. La solucidn
se prepard disolviendo la cantidad adecuada de PTU en agua des
tilada a la que se afiadi® unas gotas de sosa para facilitar la
disolucidn del propiltiouracilo.

Como agente bocidgeno se utilizd también perclorato a la
concentracién de 20 mg/100 gramos de peso corporal. Se adminis
trd igualmente por via intraperitoneal y dividada en dos mita-

des al igual que el PTU.

3. Estimulo de la secrecién de GH (prueba del pentobarbital)

Con objeto de estudiar la reserva hipofisaria en hormona
de crecimiento, los animales fueron sometidos a estimulo con
pentobarbital (Nembutal, Abbot) (Howard y Martin 1971). El1 ani-

mal tras ser anestesiado con éter, se le practicd una incisidn

en la linea media del cuello y después de separar la piel y

los misculos, se extrajo sangre de la yugular mediante una je-
ringa heparinizada, esta toma se considerd como muestra basal
para la determinacidn de los niveles de-GH en plasma. Dada la
inestabilidad del pentobarbital en solucién, ésta se prepard

en el momento de su uso. El pentobarbital a la concentracidn de
1.5 y 3 mg/0.2 ml de salino/100 gramos de peso corporal, se in-
yectd en la vena femoral de una de las extremidades inferiores
tras un periodo de ayuno de 12-24 horas. A los 5' de la in-
yeccidén se extrajo sangre de la otra yugular mediante una jerin
ga heparinizada y a los 10' se sangrd el animal de la vena ca-
va. Una vez muerto el animal, ripidamente se extrajo la adeno-

hipbéfisis.
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B. DETERMINACIONES QUIMICAS

1. Valoracidén de glucosa en plasma y orina

El método se basa en la reaccidn colorimétrica llevada a
cabo por la glucosa oxidasa, enzima capaz de oxidar la glucosa
a 4cido glucdnico y agua oxigenada, la cual en presencia de pe
roxidasa oxida un cromdgeno reducido a la forma oxidada que es

coloreada. La reaccidn es la siguiente:

Glucosa + 2H, 0 + O ——§l&39§2> A. Glucdnico + 2H, O
2 2 . 2 72
Oxidasa
H202 + 0-Dianisidina Peroxidasa O-Dianisidina oxidada
carente de coloreado
color

Realizando la reaccidn al aire en cantidades abundantes de
crombgeno reducido y en presencia de los enzimas glucosa oxida-
sa y peroxidasa, el color que aparece (cromo oxidado) depende
de la concentracidn de glucosa existente en la muestra. El1
reactivo usado es el Glucostat (Worthingtong Biochemical Corpo-
ration U.S.A.) el cual es poco estable en solucidén y se colorea
lentamente dando lugar a blancos altos, debido probablemente a
la oxidacidn aerobia del crombgeno por la peroxidasa (Sols y
de la Fuente 1957), por esta razdn el reactivo se prepara en

el momento de usarlo pipeteando 1 ml de agua destilada a los

tubos que contienen el cromégeno y el enzima, el contenido de
ambcs viales junto con 3 ml de buffer pH = 7.4 se lleva hasta

un volumen de 100 ml con agua destilada.

Como metodologia seguimos la técnica de Hugget y Nixon

(1957) precipitando previamente las proteinas plasmidticas si-
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guiendo el método de Somogyi (1956) con Ba (OH)2 0.3 Ny

SO,2n al 5 %. Se usaron 0.7 ml de agua destilada y 0.1 ml de

Ba (OH)2 y de S0,7Zn. A continuacién,se centrigugd a 2.000 r.p.m
durante 15', se decantd® el sobrenadante y se guardd para la
determinacidén de glucosa. Las concentraciones de glucosa usa-
das para la realizacidn de la curva standard donde se leerén
los problemas son: 6.25, 12.5, 25 y 50 wug/100 ul preparadas
partiendo de una solucidn stock de glucosa al 1 % en &acido
benzoico. Una vez precipitadas las proteinas, se pipetean 0.1ml
de cada sobrenadante, de los distintos puntos de la standard o
de agua destilada (blancos) a distintos tubos. A continuacidn,
todos ellos reciben 0.1 ml de buffer fosfato 0.2 N, posterior-
mente y a intervalos iguales los tubos reciben 1 ml de la mez-
cla de reaccidn y se incuban a 37° C durante 1 hora, pasada

la cual y en mismo orden en que se introdujeron en el bafio, se
sacan deteniendo la reaccién con una gota de ClH 2N. La lectu-
ra se realizd en un espectofotdmetro Gilford a 415 my frente

a agua destilada.

2. Determinacidn de la GH hipofisaria por electroforesis

en gel de poliacrilamida.

Para la determinacidén de las proteinas se sometieron los
homogenados hipofisarios a electroforesis en gel de poliacrila
mida. Para preparar un gel de poliacrilamida es necesario par-
tir de 3 soluciones: la primera contiene buffer tris-Clorhidri
co al pH adecuado, la segunda acrilamida y bisacrilamida segin
el tamafio del poro deseado y la tercera contiene el cataliza-
dor de la reaccidn (persulfato aménico). E1 tipo de gel usado

0,

en todos los experimentos ha sido al 7.25 % de acrilamida. Para

ello hemos partido de las siguientes soluciones:
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SOLUCION I SOLUCION II
ClH 48 ml Acrilamida 28.0 gr
TRIS 36.6 gr Bisacrilamida 0.735 gr
TEMED 0.23 ml H20 hasta 100 ml
HZO hasta 100 ml
pH 8.9

SOLUCION IIT

Persulfato amonico 0.14 gr

HZO hasta 100 ml
Las soluciones I y II se conservan inalteradas guardadas
durante meses en nevera. La solucidn de persulfato amdnico se
prepara en el momento de usarla. A partir de las soluciones I,

IT y IIT se forma la solucidn final que consta:

SOLUCION FINAL

1 parte de T

2 partes de II

1 parte de agua destilada

4 partes de solucidn de persulfato

Para la preparacidn de los geles se utilizaron cilindros
de vidrio de 6 mm de didmetro por 8 cm de longitud, que fueron
cerrados en uno de sus extremos con papel parafinado. Se colo-
can los tubos en una gradilla de modo que queden totalmente
verticales, se hace gelificar en su interior aproximadamente
1.5 ml de solucidn final. Posieriormente se cubre la superfi-
cle con agua destilada para facilitar la gelificacidn, la cual

tiene lugar a temperatura ambiente a las 2 & 3 horas. Una vez
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gelificados se aplicd la muestra que consistid en 0.2 ml del
homogenado hipofisario en agua destilada al 40 % de sacarosa.

Para la separacidn electroforética de las proteinas se
usbd buffer Trisglicina pH = 8.6 preparado en el momento de su

uso a partir de una solucidn stock que consta de:

Tris 6.0 gr

Glicina 28.8 gr

HZO hasta 1 litro

Se usd el mismo buffer en las dos cubas de electroforesis.

En la cuba superior se afiadid 1 ml de azul de bromofenol al
0.001 % que sirve como indicador del frente de electroforesis,
la cual se llevdé a cabo con una intensiad de corriente de 4 mA
por gel durante 60 minutos. Al concluir la electroforesis se
sacan con cuidado los cilindros de vidrio y se tifien durante
3 minutos con amido negro (amido negro 1 gr. &cido acético al
7 % llevado a 100 ml). Con objeto de eliminar el exceso de colo
rante se lavan durante 24 horas con una solucidn de metanol-
-agua-acético en proporcidn 5-5-1. A continuacidn se hacen su-
cesivos lavados con acético al 10 % hasta conseguir que el fon-
do quede destefiido pudiendo asi observar las bandas de protei-
nas tefilidas de azul. Aparecen tres bandas mayoritarias de pro-
teinas que de mayor a menor movilidad electroforética correspon
de a prolactina, alblmina y hormona de crecimiento (Jones y
cols 1965). La intensidad de color correspondiente a una banda
es proporcional a su concentracién de proteina y dentro de un
rango de concentracidn proteica sigue la ley de Beer, pudiéndo-
se asi comparar dos muestras diferentes de la misma proteina.
Para la cuauntificacidn del colorante contenido en las bandas
del gel se utilizd un espectofotdmetro Gilford provisto de un

transportador de geles con una luz monocromdtica de 600 my,
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asi se obtiéne una grifica donde aparecen tres picos corres-
pondientes a las zonas de mixima absorcidén de las bandas de GH,
albGmina y prolactina. El &rea limitada por cada uno de los
picos de midxima absorcidn medida con un planimetro y expresado
en cm? puede utilizarse como dato numérico del contenido en
proteina.

Diluciones sucesivas de una misma hipdfisis control, fue-
ron sometidas a electroforesis. En las figuras 1 y 2 se repre-
senta las bandas hormonales correspondientes a cada gel asi

como su perfil tras la lectura en el espectofotdmetro.

C. DETERMINACIONES RADIOINMUNOLOGICAS

1. Generalidades

El radioinmunoensayo (RIA) se basa en la inhibicidn compe
titiva de un antigeno marcado (Ag#*) y un antigeno no marcado
(Ag) con su correspondiente anticuerpo especifico (Berson y
Yalow 1959, Hales y Randle 1963). E1l principio bésico del ra-

dioinmunoensayo puede esquematizarse en la siguiente reaccidn:

Ag® + Ac —> Ag* - Ac
+

Ag

I

Ac - Ag

La hormona que actfla de antigeno al unirse al anticuerpo
forma el complejo antigeno-anticuerpo. Dicho complejo puede ser
radicactivo (Ag* - Ac) o no radioactivo (Ag - Ac) dependiendo

de que lo que se una al anticuerpo sea el antigeno marcado o
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el no marcado. El radioinmunoensayo aprovecha la propiedad de
la hormona no marcada en plasma o en otras soluciones de compe
tir con la hormona marcada en su unidén al anticuerpo especifi-
co. Si denominamos a la hormona libre marcada F (free) y al
complejo (Ag* - Ac) B (bound), el cociente B/F disminuye a me-
dida que aumenta la concentracién de hormona no marcada, tam-

bién denominada hormona fria (Fig. 3).

Por lo tanto, para la realizacidén de un RIA son necesarios:
un anticuerpo especifico, hormona marcada y hormona no marcada
para la preparacidn de la curva standard. El radioinmunoensayo
requiere también un método de separacidn del complejo antigeno-
-anticuerpo ya que no precipita espontdneamente dada la baja

concentracidn de las sustancias reaccionantes.

Anticuerpos

Son gamma-globulinas aisladas de animales que han respon-
dido inmunitariamente con la produccidn de anticuerpos especi-
ficos frente a la hormona que les ha sido inyectada. Para que
un anticuerpo sea especifico en un radioinmunoensayo se requie
re que a una dilucidn muy alta tenga gran afinidad por la hor-

na y sea realmente especifico (0dell y cols 1969).

Para obtener la dilucidn Sptima a la que se debe usar en
un RIA un antisuero, este debe ser titulado. Para ello se es-
tudia la capacidad de ligazdn en un amplio margen de dilucio-
nes en presencia de hormona marcada y en presencilia O en ausen-
cia de hormona fria. Finalizada la titulacidén se representa gra
ficamente poniendo en abscisas las diluciones del antisuero
y en ordenadas el % de hormona ligada (RPB). Se considera co-
mo dilucidn Sptima para utilizar en el ensayo aquella que con
una misma cantidad de hormona fria produce el mayor desplaza-

miento manteniendo una elevada capacidad de ligazdn (Fig. 4).
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Complejo anticuerpo-Hormona

A ]

anticuerpo

3} «— Hormona marcada

«— Hormona fria

Concentracion de Insulina fria

Principio bdsico del radioinmunoensayo descrito por Berson y Yalow.

BERSON, S.A. and YALOW, R.S.: Diabetes 14:549-572 ;1965

Fig. 3
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Fig. 4.~ Curva de titulacidn del antisuero.
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Hormona marcada

Para obtener la hormona marcada con un isdtopo radiocacti-

vo se ha seguido el método de Greenwood y cols., (1963). Como
125

isdtopo radicactivo se ha usado el I que mediante el trata-
miento con Cloramina T se oxida a iodo molecular incorporiando-

se a los residuos tirosilo de las proteinas (Geschwind y Li

1958). La reaccidn se detiene afiadiendo un exceso de metabisul
fito sddico.

Con el fin de evitar dafios estructurales en la proteina
por la presencia del agente oxidante, se ha de controlar 1la
cantidad de éste y el tiempo de la reaccidn. Cada hormona tie-
ne un tiempo de reaccidn y una cantidad de oxidante caracteris
ticos. Una vez detenida la reaccidn se procede a la separacidn
de la hormona marcada del resto de los reactivos. Para ello se
realiza una cromatografia en Sephadex G-50 (Paul y Odell, 196u4).

Cada vez que se vaya a utilizar la hormona marcada se debe pu-
rificar con objeto de eliminar la hormona dafiada y el iodo 1li-
bre, para lo cual se realiza una cromatografia en columna de
Sephadex G-100.

Curva standard y otros elementos del RIA

Todo radioinmunoensayo debe constar de una curva standard
donde se leerd la concentracidn hormonal de los problemas.

La curva standard consta de una serie de puntos que con-
tienen cantidades crecientes de hormona fria frente a una misma
cantidad de hormona marcada. Los diferentes puntos de la standard
se obtienen a través de sucesivas diluciones partiendo de una
solucidn de concentracidn conocida e igualando posteriormente
los volUmenes con el buffer diluyente del RIA.
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En todo RIA ademis de la curva standard deben existir

una serie de puntos a los que denominamos ceros (BO) que con-
tienen (nicamente hormona marcada y antisuero, es decir, care-
cen de hormona fria, y representan la radioactividad mxima 1i
gada al anticuerpo. Deben existir ademds unos blancos (Bl) que
no contienen ni antisuero ni hormona fria, pero si hormona mar
cada y representan la ligazdn inespecifica existente que debe
restarse al resto de los tubos. Por ltimo, deben existir unos
"standard de contaje" o "contaje de radiocactividad" que nos da
la radiocactividad que ponemos en el ensayo en forma de hormona
marcada.

La curva standard, blancos, ceros, "standard de contaje"
vy los problemas deben recibir igual tratamiento durante el en-

sayo para una mayor validez de los resultados.

Dearrollo de la reaccidn

Una vez pipeteados la curva standard, los ceros, blancos,
"standard de contaje" y los problemas, se procede al desarrollo
de la reaccidn para lo cual se adicionan la hormona marcada
(previamente purificada) y el antisuero (a la dilucidén apropia

da) procediendo a continuacidn a la incubacidn.

En esta reaccidn existen dos posibilidades (Galskov 1972):

12) Se adicionan a la vez la hormona marcada y el antisue
ro, compitiendo durante la incubacidn la hormona marcada y la
fria por los sitios de unidn al anticuerpo de modo proporcional

a su concentracidn en el medio de reaccidn (ej. TSH)

22) Se adiciona primero el antisuero y tras un periodo de
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incubacidén la hormona fria ocupa parte de los sitios de unidn
al anticuerpo, a continuacidn se adiciona la hormona marcada

que pasard a ocupar los lugares que permanecen libres (ej. GH)

Separacidn del complejo antigeno-anticuerpo

Existen varias técnicas para la separacidn del complejo
antigeno-anticuerpo de la hormona libre, como son: métodos elec
troforéticos, adsorcidn de la hormona libre en fase sélida, fil
tracidn en gel, precipitacidn del complejo con un 22 anticuer-

po (Utiger y cols 1962). Nosotros hemos utilizado esta Gltima

metddica.

La precipitacidn del complejo con un 22 anticuerpo con-
siste en la utilizacidn de antisuero obtenido contra la gamma-
-globulina de la especie animal en que se obtuvo el anticuer-
po anti-hormona. De esta forma se consigue que el complejo
aumente de tamafio con la consiguiente insolubilizacidn y pue-

de ser separado por filtracidn o centrifugacidn.

Para elegir la concentracidén Sptima de antigamma-globuli
na es preciso realizar una titulacidén, para lo cual se usan
cantidades crecientes de antigamma-globulina frente a una mis
ma concentracién de hormona marcada, en presencia del antisue-
ro especifico. Se obtiene una curva de titulacidén en que a can
tidades crecientes de antigamma-globulina corresponde mayor ra
dicactividad en el precipitado, hasta alcanzar un plateau. La
cantidad menor de antigamma-globulina que corresponde a la ini

ciacidn del plateau es la que debe usarse en el ensayo.

Representacidn grifica de la curva standard

Si se representa en abscisas el logaritmo de la concentra
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cién de hormona y en ordenadas el cociente B/F, siendo B = hor
mona marcada ligada al anticuerpo y F = hormona marcada libre,
se obtiene una representacidn hiperbdlica de gran curvatura,
donde es dificil la lectura de los resultados. Para subsanar
esta dificultad se han realizado varias transformaciones. Noso

tros hemos utilizado:

a) RPB = Relative Percent Bound

B* - Bl%
RPB = ——m—— x 100
Bo*_ B1*

siendo B* = radiocactividad ligada a las standard o problemas.
Bl#= radioactividad ligada a los blancos
BO*= radiocactividad ligada a los ceros
Si representamos de nuevo en abscisas el logaritmo de la
concentracidén standard y en ordenadas el RPB se obtiene una
curva sigmoide, en la que sdlo una parte es recta. Con el fin

de linearizarlo mids aln, se utiliza:

b) Logit

RPB
Logit = In —— - RPB
100

que llevado de nuevo al eje de ordenadas se obtiene una repre-

sentacién lineal que permite la aplicacidén de los métodos esta

disticos desarrollados para regresiones lineales (Fig. 5). Una

vez representada la curva standard y conocido el RPB o el Logit
de cada problema podremos localizarlo dentro de la curva patrdn
y conccer asi la concentracidén hormonal en la muestra. Estos

cdlculos los realizamos automdticamente en una calculadora
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Olivetti P-602.

Validacidén del método

La validez de un radioinmunoensayo viene dado por una se-

rie de parédmetros (Galskow 1972) que son:
12) Sensibilidad
Se define como la concentracidén minima de hormona fria de

tectable, significativamente diferente de los ceros. Se calcu-

la mediante

c.p. - .p.m_.
P.Mme C.P-M,in
t+ =
2 1 1
s o+ -
o “min
2 . . .
Donde S = estimacidn de la varianza a lo largo
de la curva standard
C.P:Mp ¥y C.p.M . = valores medios de los ceros y de la
concentracidén menor de la standard que
es significativamente diferente de los
ceros.
No y n.. = nimero de muestras usadas en la deter-

inacidén de c.p.m. c.p.m_.
minac d P y p.m ..
22) Precisidn
Un radioinmunoensayo serd tanto mds preciso cuanto menor
sea la varianza de los resultados obtenidos en las diferentes

determinaciones de una misma muestra. Viene representado por



4.

el Iindice de precisidn
A =

/2
b

De donde s = varianza residual
b

pendiente de la parte lineal de la curva standard
32) Especificidad
Se define como el grado minimo aceptable de unién del an
ticuerpo a una sustancia distinta del antigeno que se desea me
dir.

42) Exactitud

La exactitud se define como el grado en que la media de
un n? infinito de medidas de una sustancia estd de acuerdo con

la cantidad exacta de la sustancia presente (Midgley 19689)

52) Reproducibilidad

Se define como el grado en que una medida es semejante a
otra medida repetida (Midgley 1969). La evaluacién de la repro

ducibilidad es una valoracidn de la estabilidad y similitud de

las condiciones experimentales.

2. Radioinmunoensayo de GH. de rata

12) Utilizamos el Kit que suministra el National Insti-
tute Arthritis and Metabolic Diseases (NIAMD), Rat Pituitary
Program (NIH) (Bethesda, Maryland, U.S.A.) que consta de los

siguientes reactivos:
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-Hormona de crecimiento de rata (R-GH) altamente purifica-
da pa;a marcaje.

-R-GH para solucidn standard

-Suero anti-R-GH obtenido en monos.

22)
a) 1125 especial para la iodacidn de proteinas procedentes

de Radiochemical Center, Amersham (England)
b) Cloramina T, de Fluka A.C. Buchs S.G.
c) Metabisulfito sbdico de Merch Co.
d) Sephadex G-50 y G-100, de Pharmacia Fine Chemicals
(Upsala)
e) EDTA, de Sigma Chemical Co., St. Louis Missouri (U.S.A.)
f) AlbGmina sérica bovina (BSA) en polvo, fraccidn V, de
Sigma Chemical Co., St. Louilis, Missouri (U.S.A.).
g) Suero de mono no inmune, suministrado por el Centro de
Virus de Majadahonda (Madrid).
h) Antigamma-globulina de mono obtenida en cabra, suminstra
da por Antibodies Incorporated (U.S.A.).
1) Soluciones tampdn:
PBS 0.5 M pH = 7.6
PBS 0.05M pH = 7.6
1 % BSA-PBS con EDTA 0.025 M pH = 7.6 (buffer diluyente
del RIA)
Veronal 0.05 M pH = 8.6 (buffer eluyente)

Marcaje de R-GH con I125

A una fraccidn de 25 ug de R-GH altamente purificada se le
125 en 20 ul y 25 ul de buffer PBS 0.5 M. Pos-

teriormente se adicionan 25ul de Cloramina T (21 mg en 6 ml de

afiaden 2 mCi de I

PBS 0.05 M) preparada en el momento. Tras la adicidn de 1la
Cloramina T se agita el vial durante 60 segundos, transcurridos
los cuales se afiaden 100 ul de Metabisulfito sddico (10 mg en

6 ml de PBS 0.05 M) también recién preparado.
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Posteriormente se toma la mezcla de reaccidén con una micro
pipeta y se pasa por una columna de Sephadex G-50 de 0.9 x 1icm,
que ha sido previamente preparada, equilibrando 1 gr de gel en
2 % BSA-PBS con objeto de que el.Sephadex se sature de proteina
y asi evitar que luego se pegue la hormona marcada. A continua-
cibén se lava con Veronal 0.05 M y por ilitmo se empaqueta en
cdmara fria. Tras depositar la mezcla de reaccidn en la columna,
se recogen fracciones de 0.5 ml, la elucidn se hace con Veronal
0.05 M. Las fracciones se recogen en tubos que contienen 100 ul
de 2 % BSA-PBS. A continuacidn se cuenta la radioactividad en
alicuotas de 10 ul y se representa la radioactividad correspon
diente a cada fraccidn (Fig. 6). E1l primer pico de la curva
corresponde a la hormona marcada. Los eluidos que corresponden
a la parte superior descendente de este pico, se diluyen 5 ve-
ces con 2 % de BSA-PBS y se guardan en fracciones de 0.5 ml a
-202 C. El1 22 pico corresponde al I no incorporado a la hormona.

Repurificacidn de la hormona marcada

Inmediatamente antes del RIA, la hormona marcada debe ser
repurificada con objeto de separar la hormona marcada de la da-

hada y del I125.

~1la purificacidn se realiza en una columna de Sephadex

G-100 de 1.2 x 40 cm que previamente ha sido proparada con 4 gr
de gel en 2 % BSA-PBS durante U438 horas, al cabo de las cuales
se lava con Veronal 0.05 M y se empaqueta en la cémara fria.
Una de las fracciones de 0.5 ml de R-GH* una vez descongelada
se eluye en la columna con Veronal 0.05 M, recogiéndose fraccio
nes de 1.5 ml en tubos que contienen 100 ul de 2 % BSA_PBS. A
continuacidén se cogen alicuctas de 150 ul de cada fraccidn y se
cuentan, representando posteriormente la radioactividad corres-

pondiente a cada fraccidén (Fig. 7) Con los eluidos correspondien
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tes a la parte superior descendente del 22 pico de proteina
marcada se forma un pool para su posterior utilizacidn en el
RIA. E1 primer pico corresponde a la R-GH* dafiada y el tercero

125

es el I inorgdnico procedente de la desiodacidn durante el

almacenamiento.

Preparacidn de la curva standard

A partir de una solucidn stock de R-GH (200 ng/ml) se
obtienen las soluciones para los diferentes puntos de la curva,
que son, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, y 0.156 ng en
0.1 ml de buffer diluyente (1 % BSA-PBS con EDTA 0.025 M pH =
7.6). Se preparan ademds los tubos correspondientes a los pun
tos "ceros" y "blancos" a los que se pipetean 0.1 ml de buffer
diluyente, estos tubos recibirédn los mismos reactivos que los
puntos de la curva standard y los problemas, salvo los blancos
que recibirdn la mezcla de reaccidn exenta del antisuero anti-
-R-GH (12 anticuerpo). Todos los tubos se almacenan a -202 C

hasta la realizacién del ensayo.

Realizacidn del ensayo

Se utilizaron tubos de vidrio de 8 x 90 mm o de cristal
de poliestireno de 11 x 70 mm a los que se afiadidé 0.1 ml bien
de los problemas o de las diluciones de R-GH standard previamen
te preparada. A continuacidn se afiadid a cada tubo 0.3 ml de
buffer diluyente que contiene suero de mono no inmunizado, a la
dilucidn 1/100 y antisuero anti-R-GH seglin la titulacidn obte-
nida. Posteriormente se agitan los tubos y se incuban en estufa
a 37 2 C durante 6 horas. Transcurrido este tiempo, se afiladie-
ron 0.1 ml por tubo de una dilucidén de R-GH* en el buffer dilu
yente de modo que cada tubo reciba de 8.000 a 10.000 c.p.m. Se

agitaron los tubos y se continud la incubacidén a 37 2 C durante
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18 horas. Finalizada la incubacidn en caliente se adicionaron
0.1 ml por tubo de antigamma-globulina a la dilucidn convenien
te y tras ser agitados los tubos se guardaron en nevera a u42C
durante 24 horas. Al finalizar este tiempo se centrifugd a
2.000 r.p.m. durante 45 minutos, se aspird el sobrenadante y
se contd la radioactividad del precipitado.

D. CINETICA DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO EN PLASMA

Se usd r—_GH—I125

Los animales tras ser anestesiados con éter recibieron una {nica

con una actividad especifica de 70 uc/ug.

inyeccidn de GH* en 0.5 ml de salino al 1 % de BSA. La hormona
previamente purificada se inyectd en la vena femoral de una de
las extremidades inferiores. La radiocactividad administrada os-
cild entre 800.000 - 1.100.000 ¢.p.m/0.5 ml. Los tiempos de
extaccién fueron: 2, 5, 10, 15, 20 y 60 minutos. Cada animal se usd
sblo para la determinacidn de tres tiempos. Un grupo de anima-
les recibieron {Unicamente 0.5 ml de buffer salino obteniendo
muestras a los tiempos antes sefialados estimando de ese modo
el efecto que la anestesia produce sobre los niveles enddgenos
de la hormona. Con objeto de corregir los datos ante la posi-
ble degradacidén de la hormona exdgena por el plasma, una alicuo
ta de GH* fue incubada a 372 C con un plasma control o con un
plasma procedente de un animal diabético, a continuacidn se to-
maron muestras de 0.1 ml a todos los tiempos desde los 2 a los

60 minutos.

Los paréametros estudiados fueron: vida media, velocidad
de aclaramiento (MCR) y velocidad de secrecidn (SR). Todas es-
tas determinaciones, estdn basadas en el supuesto de que la

125
GH-I

mente hay que admitir que durante el periodo de experimentacidn

y la GH enddgena se metabolizan de igual forma. Igual-
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existe un estado estacionario para la hormona endbégena. A con-
tinuacidn pasaremos a estudiar cada uno de los pardmetros antes

mencionados.

1. Vida media

Tras una inyeccidn de GH*, el perfil de la curva de desapé
ricidén de la radicactividad en plasma frente al tiempo no es
lineal a pesar del uso de coordenadas semilogaritmicas. Ajustén
donos a la porcidn rectilinea de la curva y extrapolando la ra-
diocactividad a tiempo cero,el tiempo "t" en que dicha radioacti
vidad se ha reducido a la mitad representa la vida media de 1la

hormona en estudio

2. Velocidad de aclaramiento (MCR)

Segin Frohman y Bernardis (1970), el MCR se define como

el volumen de plasma que queda libre de radioactividad por uni
dad de tiempo. Hemos calculado el MCR de acuerdo con la férmu-
la de Kohler y cols (1368)

R
MCR (ml/min) =

f:x dt

Donde R es la dosis de hormona exdgena inyectada y x
es la concentracidn plasmédtica de radioactividad precipitable
inmunoldgicamente. El pardmetro [.x dt puede tambidn calcular-
se hallando el &rea determinada por la curva de desaparicidn
de la radiocactividad frente al tiempo usando un sistema de
coordenadas lineales. Para hallar dicho 4rea es necesario extra

polar la curva hasta el punto de corte con el eje de abscisas.
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Para la inmunoprecipitacién se usaron alicuotas de 0.1ml
de cada una de las muestras que tras realizar el primer conta-
je recibieron 0.1 ml del primer anticuerpo anti-GH especial pa
ra inmunoprecipitacidn, suministrado por el NIH que fue usado
a una dilucidén final 1/3000. Tras una incubacidén a 372 C duran
te 18-24 horas se les afiadid 0.1 ml del 22 anticuerpo a una
concentracidn superior a la utilizada en el radioinmunoensayo
(RIA) con objeto de asegurar la midxima precipitacidén del comple
jo GH*-12 anticuerpo. Tras una incubacidén a 42 C durante 24 ho
ras, se centrifugd a 2.500 r.p.m. durante 45 minutos y la radio
actividad del precipitado se expresd como % del primer contaje.
Al igual que en el RIA se dispusieron de unos tubos "blancos"
carentes de 12 anticuerpo, con objeto de determinar la ligazdn

inespecifica, la cual fue del 2-2.5 %.

Paralelamente a la inmunoprecipitacidén, se realizé una pre

125 con &cido triclorocacético (TCA). Una

cipitacidn de la GH-I
alicuota de 0.2 ml de plasma recibid 0.5 ml de plasma stock de
animal normal con el fin de aumentar las proteinas y facilitar
la precipitacidn. A continuacidn se realizd el primer contaje.
Las proteinas se precipitaron con 2 ml de &cido tricloroacético
al 10 % en agua destilada y se centrifugd a 3.000 r.p.m. duran-
te 10' al cabo de los cuales se decantd el sobrenadante. Este
lavado se hizo dos veces y la radioactividad del precipitado

Pl - -
se expresd como % del primer contaje.

3. Velocidad de secrecidn (SR)

La velocidad de secrecidn se calcula
SR (ng/min) = MCR. 1

donde i es la concentracidén de hormona enddgena determina-
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da por radicinmuncensayo.

4. Fraccionamiento en Sephadex G-100 de la GH en plasma

Se provocd mediante inyeccidn con pentobarbital (3 mg/100
gramos de peso corporal) la descarga hipofisaria de hormona de
crecimiento. A los 10' de la inyeccidn se sacrificd el animal
sangridndole de la vena cava y tras la obtencién del plasma, un
volumen de 2 ml se sometid a cromatografia en columna de Sepha-
dex G-100 de 1.2 x 40 cm usando como buffer eluyente Veronal
0.05 M. Se recogieron 50 fracciones de 1.5 ml de las que se usa
ron 0.1 ml por duplicado para la determinacidn de hormona de

crecimiento por RIA.

125
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Los animales fueron inyectados con GH-I S recién purifica
da. Tras ser anestesiado el animal con éter, se inyectd la GH*
en una de las extremidades inferiores en un volumen de 1 ml de
salino con una radioactividad de 2.000.000 - 3.000.000 c.p.m.
Tras la inyeccidn se sacaron muestras de sangre a diferentes
tiempos con una jeringa heparinizada. Los tiempos de extraccidn
fueron 2, 5, 10, 15, 20,40 y 60 minutos después de la inyeccidn
de la hormona. En unos casos todas las muestras se tomaron del
mismo animal, sacando sangre de las yugulares y la (ltima toma
de la cava, en otras ocasiones de cada animal se obtuvieron Gni
camente dos o tres muestras. La sangre se recogid en tubos que
contenian 0.1 ml de heparina amorfa y posteriormente fueron cen
trifugados a 3.000 r.p.m. durante 30' con objeto de obtener una
buena separacidn del plasma. Una vez separados los plasmas co-
rrespondientes a cada tiempo de extraccidn se almacenaron en

nevera y se fueron pasando de uno en uno por una columna de
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Sephadex G-100 de 1.2 x 40 cm que previamente habla sido lavada

da con 2 % BSA:PBS. Como buffer eluyente se usd Veronal 0.05 M.

Se recogieron 50 fracciones de cada plasma, con un volumen por
fraccién de 1.5 ml. Los tubos en que se recogieron contenian 0.1ml
de 2 % BSA-PBS. Posteriormente se contd la radioactividad correspon
diente a cada fraccidn y se representd grificamente observando el
patrdén de elucidén de cada uno de los tiempos. Los vollmenes plasmi
ticos usados en la elucidn variaron de 0.5-1.5 ml dependiendo de

la disponibilidad de plasma. De cada una de las muestras aplicadas
en la columna se contaron 0.1 ml con objeto de conocer la radioacti
vidad total aplicada, expresando posteriormente como % la radioacti

vidad correspondiente a cada uno de los picos.

Con el fin de estudiar en qué modo el almacenamiento en neve-.
ra influye posteriormente sobre el patrdn observado, un mismo plas
ma fue sometido a cromatografia recién extraido del animal, a las
24 o a las 48 horas de haber estado en nevera, observando que el
patrdn no variaba entre su extraccidn reciente o tras haber perma-

necido 48 horas en nevera a 42 C.

E. ESTUDIO IN VITRO DE LA SINTESIS HIPOFISARIA DE GH

Medio de incubacidn

Como medio de incubacidén hemos utilizado una solucidn de
Krebs-Ringer-Bicarbonato (KRB) que consiste en un sistema tampdn
COZ-Bicarbonato semejante al del organismo. Para su preparacidén he

mos partido de las siguientes soluciones (De Luca y Cohen 196W4)

1. ClNa 0.90 %
2. ClK 1.15 %
3. Cl,Ca 1.22 %
4. PO, H,K 2.11 %
5. S0,Mg.7H,0 3.82 %
6. CO,HNa 1.30 %

3
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La soludidn final se forma a expensas de las antes mencio-

nadas mezclidndolas en la siguiente proporcién:

100 partes 1 1 parte 4
4 partes 2 1 parte 5
3 partes 3 21 partes de 6

Se gasea la solucidn durante 10 minutos con una mezcla de
5 % CO2

lo o en nevera hasta el momento de su uso. Debido a que la sinte

y 895 % de 02. Una vez gaseada, se guarda tapada en hie-

sis de proteinas estd aumentada en las hipdfisis cuando se afiade

glucosa al medio (Lee y cols 1968) pusimos este metabolito en

una concentracidén de 250 mg por 100 ml de KRB.

En cada uno de los viales de incubacidn se pipetearon 0.5 ml
del medio KRB con glucosa (KRBG)por cada adenohipdfisis. Para es
tudiar la incorporacidn de aminodcidos a proteinas adenohipofi-
sarias afiadimos al medio 0.2 uCi de leucina marcada con H3 (en
las posiciones 4 y 5, actividad especifica 60 Ci/mmol. Amershan)
por cada hipéfisis. Los viales conteniendo el medio de incubacidn,
se guardaron en frio y tapados hasta el sacrificio de los anima-

les. Tras la adicidn del tejido se comenzd la incubacidn.

Incubacidn

Los viales conteniendo una hipéfisis por vial, se cierran
herméticamente con tapones de goma y se llevan a un bafio en agi-
tacidn Dubnoff a una temperatura constante de 372C. Cada vial se
gasea durante 15 minutos con 5 % CO2 y 95 % O2 mediante agujas
a través de los tapones. Luego se someten a una agitacidn de

100 ciclos por segundo hasta el final de la incubacidn.

Siempre se llevd a cabo un periodo de preincubacidén de 1 ho
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ra con el fin de eliminar las células rotas durante la manipula
cidén del tejido. Al finalizar el mismo, se cambia el medio por
otro nuevo que contendrd las sustancias a ensayar y se vuelve a
gasear de nuevo de la misma forma. Cada vez que se abre un vial
durante la incubacidn para cambiar el medio por los requirimien-
tos experimentales, se vuelve a gasear antes de continuar el
experimento. Desde la adicidn de la leucina --H3 hasta que se con
siderd finalizada la incubacidn transcurrieron 3 horas, finaliza
das las cuales, el medio se separd y cada hipdfisis fue homogena
da en 0.5 ml de agua destilada.

A continuacidn, con objeto de distinguir de toda radioacti-
vidad existente en la hipéfisis la correspondiente a la hormona
de crecimiento sintetizada "de novo", se realizd una inmunopreci
pitacidén (dilucidn final primer anticuerpo 1/3000) utilizando
0.1 ml de cada homogenado hipofisario y 0.1 ml del medio de incu
bacién con el fin de estudiar si la hormona marcada recién sinte
tizada ha sido liberada al medio. |

F. METODOS ESTADISTICOS

1. Medidas dentro de un grupo

- - - - —— -

Es la suma de todos los datos de un grupo (Xi)’ dividido
por el nlmero de ellos (N)
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Es la raiz cuadrada de la varianza (82). Siendo la varian-
za, la suma de los cuadrados de las diferencias de cada uno de
los datos y la media del grupo (I (xi - §)2), dividida por el

nimero de datos menos la unidad (N - 1)

Luego:

D.S =s=/82 =/Z (Xi—}—é)2

N-1

z (Xi - §)2 se denomina en la literatura anglosajona 'sum of

squares'", al referirnos posteriormente a ella la designaremos

como S.Sg

2. Comprobacidén gque los datos de un grupo pertenecen a la

misma poblacidn estadistica

Cuando dentro de un grupo, uno o varios de los datos se
separan aparentemente del valor medio y se quiere comprobar si

pertenecen o no a la misma poblacidn estadistica de los datos

restantes, se aplica el test de X’ (Moore y cols 1951).

En funcidn del nimero total de datos que aparentemente se
separan del valor medio, se determina el valor de X2 en las

tablas correspondientes.
Entonces se calcula: X + v %2 . D.S

Asi obtenemos los limites entre los que estardn comprendi-
dos los datos pertenecientes a una misma poblacidn. Los datos no
comprendidos entre los valores (X + X" .D.S ) deben descar-

tarse y se repiten los célculos prescindiendo de ellos.
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3. Comparacidén entre los valores medios

Para comprobar si dos medias son iguales o diferentes,
procedemos del siguiente modo:

i)Fijamos un nivel de significatividad de 0.05, es decir
que sdlo existe un 5 % de probabilidades de que la diferencia

entre las medias se deba a la casualidad

ii)Calculamos el valor de t por el test de Student

El valor de t viene dado por:

Xl-Xz

spV (1/Ny) + (1/N,)

Donde: = media del primer grupo
= media del segundo grupos
= nimero de datos del primer grupo

= nimero de datos del segundo grupo

n =2 2 XX
g R N R

= raiz cuadrada de la varianza ponderada
2
1

p -
N1 + N2 2

2

(N1 - 1) s ?

+ (N2 - 1) s

Siendo:s, “= varianza del primer grupo

s 22 varianza del segundo grupo

|
V2]
.
2
1"
=
"
=
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- Si"N, # N

_ 2 _
(i . _1- ) (Z(Xi,n - Xl) + Z(XZ,n - x2) >
N1 N2 N1 + N2 - 2

1ii) Buscamos en las tablas de Student el valor de p para

t calculada, tomando como grados de libertad N1 + N2 - 2. S1
p > 0.05, aceptamos que las dos medidas pertenecen a la misma
poblacibén, es decir que son iguales y si p < 0.05, aceptamos

que son diferentes estadisticamente.

- e e ——————— —— —_—— — A — —— — —————— ————— — —— ————— ——— - — == w— S = —

Si tenemos varios grupos de datos y queremos conocer si
existen diferencias significativas entre algunas de las medias,
es necesario ver mediante un andlisis de varianza si dicha com-
paracidn se puede realizar. Para ello procedemos del siguiente
modo (Downie y Heath 1971)

i) Fijamos un nivel de significatividad en un 5 %

ii1) Presuponemos que todos los datos pertenecen a una sola
poblacidén y tomdndolos como un conjunto calculamos el "sum of
squares” al que llamamos $.5Quem-

Luego su varianza seria:
$.5Q.q

N -1

Siendo N
N -1

niimero total de datos

grados de libertad
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iii) Por otro lado, suponemos que los datos estédn in-
cluidos en los diferentes grupos y calculamos el s.sq. entre

estos grupos, al que llamamos 5.8Q.¢.

La varianza entonces es:

s.sq.
VE= ._._..__E.._
K -1
Donde: K = nimero de grupos
K - 1 = grados de libertad entre grupos

iv) Entonces basé&ndonos en i y ii) deducimos el s.sq.
debido a la variabilidad de los datos dentro de los grupos que

rd
sera:

$.8q.p. = S.8Q.p. - S.SQ.p.

Donde : . S.8qp - S.Sqg $.8qp - S.5Q.p

D (N-1) - (k-1) N-K

Siendo:

N-K = grados de libertad dentro de grupos

v) Si VE es mayor que VD, implica que la variabilidad
de los datos dentro de los grupos es menor que la existente
entre los distintos grupos y entonces, es posible que existan

diferencias entre las medias de algunos grupos.

Para conocer si estas diferencias son estadisticamente

significativas, calculamos el valor de F:
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Con F,” (K-1) y (N-1), buscamos en las tablas de distri-

bucién de F de Snedecor, el valor de p, que nos dard el grado

de significatividad entre los valores medios.

TEST DE TUKEY

Para averiguar las diferencias entre medias que son sig-

nificativas, aplicamos el test de Tukey (Snedecor, 1956)

a) Primero colocamos en orden decreciente de valores

absolutos, las diversas medias, y calculamos las diferencias

entre ellas segln el siguiente esquema:

X1 %q7%g
Ry Xp7Xg
X3 X37Xg
XLF Xu"XS
§5

b)
Siendo:
Donde:

1 74 1
KymX, X
X3=X,

S =

Seguidamente calculamos el valor de D.

\<I
o
<
(@]
"
7(!2

T

varianza intragrupo

nimero de datos

nimero de grupos

Valor hallado en las tablas de distri
bucidn de Q, a partir de (K-1) y (N-K)
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c) Las diferencias entre medias, superiores al valor de
D, son estadisticamente significativas al nivel indicado por
F.

4. Regresidén

En un conjunto de datos (poblacidén), interesa con frecuen

cia, conocer la recta que mejor se ajusta a ellos.
y = a + bx
Por lo que tiene que determinarse

ordenada en el origen

o
TR

pendiente de la recta

a) Ordenada en el origen:

azzz;IbZX

Siendo N = nimero de datos apareados
b) Pendiente de la recta = Coeficiente de regresidn

Es una medida de la dependencia de dos variables, dando

informacién de la relacidn existente entre ellas.

Ix . Ly
Ixy - —x—

T(x - ®)2
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5. Correlacidn

El grado de relacidn entre dos variables viene expresa-
do por el coeficiente de correlacidén (r) y viene dado por la
férmula

IX . Ly
Ixy - —x§

/ z(x-i)Q.Z(y—wZ

Posteriormente con r y (N-2), buscamos en las tablas de

r =

correlacién el valor de p. Si p <0.05, implica que entre am-
bas variables existe una relacidn, aunque no necesariamente
de causalidad, ya que ambas pueden depender a su vez de una
tercera variable.

NOTA: Hemos evitado desarrollar las fdrnulas, para una expo-
sicidn mé&s breve. Los cilcules—se-realizaron en una programa
dora Olivetti 101.
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IIT. RESULTADOS

A. VARTACIONES DIURNAS DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO EN PLASMA
E HIZOFISIS EN RATAS.

Puesto que la secrecidn hipofisaria de hormona de crecimien
to es una funcidn muy labil (Glick, 1968) y presenta brotes in-
controlados de secrecidn a lo largo del dia (Glick y Golsmith

1968) nuestro primer intento fue determinar los niveles de GH
en plasma e hipéfisis a lo largo de las 24 hrs del dia, en con-
diciones de reposo, lo cual nos permitiria establecer el tiempo
mds conveniente en el que se deberian sacrificar los animales
en posteriores experimentos.

-~ En este estudio, se utilizaron 102 ratas macho procedentes
de un mismo destete, de 30 a 35 dias de edad, y cuyo peso cor-
poral oscild entre 80 y 95 gr. Los animales se colocaron en
jaulas comunes, en nimero de 10 a 14 por cada una, estando so;-
metidas durante 20 dias a condiciones uniformes de humedad y
temperatura (22 + 22 C), asi como a un régimen de luz y oscuri
dad, manteniéndose la luz entre las 7.00 hr y las 19.00 hrs, y-
el de oscuridad durante las 12 hrs restantes. Tanto la comida

como la bebida se les suministrd ad libitum. Los animales du-

rante la semana previa a su sacrificio, fueron diariamente ma=
nejados con objeto de habituarlos a ser manualmente tocados, y
evitar en lo posible el stress en el momento del sacrificio.
La vispera del dia en que se debian sacrificar a los animales,
éstos se separaron y distribuyeron en grupos de 8 a 10 ratas
de peso homogeneo, los cuales se guillotinaron de forma sucesi
va a las 3:00, 6:00, 12:00, 13:30, 15:00, 16:30, 18:00, 19:30,
21:00 y 24:00 hrs de un mismo dia.

La Fig. 8 representa la concentracidn de GH en plasma, asi
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como el contenido de GH en hipdfisis de los grupos de ratas sa
‘crificados a distintas horas de los periodos de luz y oscuri-

dad del dia. Con objeto de visualizar la correspondencia entre
los valores de GH en plasma e hipdfisis, se realizd una repre-

sentacidn conjunta de ambas variables.

El valor medio de la concentracidn de GH en plasma a las
3:00 hrs fue de 22 + 8 ng/ml, posteriormente aumentd progresi-
vamente hasta las 9:00 hrs donde alcanzd un valor medio de 52+
+ 14 ng/ml. Entre las 9:00 y el mediodia parece que el nivel
medio de GH en plasma se mantiene en un valor constante, y a
partir de entonces desciende progresivamente hasta llegar a un
valor medio de 32 + 6 ng/ml y 30 + 8 ng/ml a las 13:30 y 15:00
hrs, respectivamente. Posteriormente, la concentracidn de GH
en plasma aumenta, siendo el valor medio de ella a las 21:00
hrs de 80 + 13 ng/ml, que es el mis elevado que se observa a
lo largo de las 24 horas. Seguidamente tiene lugar un nuevo
descenso, siendo el valor medio de la GH en plasma a las 24:00
hrs de 50 + 16 ng/ml. Se detecta por tanto dos periodos en los
que tiene lugar una alta secrecidn de GH. E1l primero tiene lu-
gar en el periodo de luz entre las 9:00 hrs y el mediodia, y
el segundo en las primeras horas de iniciarse el de oscuridad,

cuyo pico de méxima secrecidn tiene lugar a las 21:00 hrs.

Se realizaron dos andlisis de varianza para valorar las
diferencias entre los valores medios de GH correspondientes a
los dos tiempos de mayor secrecidn, y los otros valores de GH
en cada uno de los tiempos, asi como con los valores medio de
GH en plasma correspondientes a los momentos de mds baja se-
crecidn, con objeto de ver si dichos valores se podian conside
rar como basales. El primer andlisis evidencid que la concen-

tracidn de GH en plasma a las 21:00 hrs era significativamente
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més alto que la correspondiente a las 3:00, 6:00, 13:30,
15:00, 16:30, y 18:00 hrs (F = 2.65, df, 10.69 p < 0.05), no
encontrdndose diferencia entre los valores medios de GH obteni
dos a las 9:00, 12:00, 19:30 y 21:00 hr. Célculos similares
con los valores de GH correspondientes a las 3:00, 6:00, 13:30
15:00, 16:30 y 18:00, puso de manifiesto la falta de signifi-
catividad entre ellos (F = 1.70; d4f, 5.38, n.s.), lo cual su-

. giere que se les puede considerar como el nivel basal de la

GH en plasma a lo largo del dia.

El contenido de hormona de crecimiento en hipéfisis pre-
sentd fluctuaciones significativas a lo largo de ambos perio-
dos. Los valores mds altos se observan a las 12:00 y 21:00 hr,
y los mds bajos a las 3:00, 6:00, 15:00, 16:30 y 24:00 hr, no
encontrdndose diferencias significativas entre estos Qltimos.
Por el contrario, el contenido de GH en glandula a las 12:00,
19:00 vy 21:00 hr, entre cuyos valores no existen diferencias,
son significativamente m&s altos que los valores correspondien
tes a cada uno de los otros tiempos (F = 3.71; df, 10.87 p <
0.05).

La comparacidén de los valores medios de GH en plasma con
los del contenido de la hormona en hipéfisis, en los grupos de
animales sacrificados a las distintas horas del dia, evidencid
un comportamiento casi perfecto entre ambas variables, como lo
demuestra el alto grado de correlacidn existente entre ambas
- variables (r = 0.771; p < 0.01).

B. EFECTOS DE LA DIABETES EN RATAS MACHOS

Esquema experimental

En este experimento usamos un total de 120 ratas con un
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peso inicial comprendido entre 80 y 110 g. Los animales se dis -
tribuyeron en dos grandes grupos, uno de los cuales constitu-
yé el grupo control, mientras que los animales del otro grupo
se hicieron diabéticos por la administracidén de streptozotocin
(STZ), 6 mg/100 g de peso corporal, después de 18 horas de ayu
no. E1 STZ se prepard en buffer citrato, pH = 4.4, inmediata-
mente antes de su administracidn. Las ratas del grupo control
fueron inyectadas con 1 ml de salino, con objeto de someterlas
al stress del pinchazo e igualar en lo posible las condiciones
experimentales. Ambos grupos de animales estuvieron sometidos

a idénticas condiciones ambientales, estando alimentados ad
libitum. El consumo de comida y bebida se midid durante algu-
nos dias del periodo de experimentacidn. Las ratas se pesaron
dos veces por semana. Grupos de ratas controles y diabéticas se
sacrificaron a los 2, 5, 10, 15, 20, 24 y 27 dias después de la
inyeccibén de salino o STZ. Todos los animales diabéticos inclui
dos en este estudio presentaron una concentracidén de glucosa

en plasma comprendida entre 442 y 516 mg/100 ml, y un crecimien

to en 24 hr no superior a 1 gr.

Peso corporal y peso de algunas gldndulas endocrinas

La induccidén de la diabetes produjo un efecto inhibidor
profundo sobre el peso corporal del animal, hecho que se pone
de manifiesto a un tiempo tan corto como a 48 hr después de
la administracidn del STZ. A partir de los 15 dias de iniciar-
se la enfermedad, se observa una ligera recuperacidn del cre-
cimiento, pero tanto a este tiempo como a cada uno de los perio
dos estudiados, el valor medio del peso corporal de las ratas
diabéticas fue significativamente mds bajo que el de los contro

les de la misma edad (Fig. 9).

En los animales controles, tanto el peso absoluto de la
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hipdéfisis, cSmQ el del tiroides, adrenales y testiculos, aumen-
tan con el tiempo aunque no de una forma paralela a las varia-
ciones del peso, y de la misma forma en cada una de las glandu-
las. Ello hace que, mientras no se encuentran diferencias sig-
nificativas en el peso relativo de la hipdfisis procedente de
los distintos grupos de animales controles, el peso relativo del
tiroides, adrenales y testiculos se mantienen practicamente
constante entre los 2 y 15 dias del periodo de estudio, pero
posteriormente debido a que el ritmo de crecimiento de cada una
de estas gldndulas es menor que el del peso corporal hace que
el peso relativo de ellas disminuya en los periodos mas largos
(Tabla 1).

La diabetes afectd el peso absoluto de la hipdfisis asi
como el del tiroides testiculos y adrenales, aunque no en el
mismo sentido, encontrindose diferencias significativas entre
el peso absoluto de cada una de estas gladndulas y la de los
correspondientes controles, en cada uno de los intervalos estu
diados. En cuanto al comportamiento del peso relativo de cada

una de estas glandulas es diferente en cada una de ellas.

Mientras no se detectan diferencias significativas en el peso
relativo de la hipbfisis de las ratas diabéticas respecto a.la
de su grupo control, el peso relativo del tiroides del animal
diabético es mis pequefio que el de los controles en los grupos
sacrificados entre los 2 y 15 dias después de iniciarse 1la
diabetes, diferencia que no se observa en los periodos més
largos, como consecuenclia de la gran diferencia existente en
el peso corporal de los animales controles y diabéticos.
Sin embargo, el peso de los testiculos, tanto en valor absoluto
como relativo, es significativamente mas pequefio que el cde
los controles. Contrariamente a lo que ocurre en el peso de la
hipdfisis, tiroides y testiculos, la diabetes induce una hiper-
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trofia en lds adrenales, lo cual hace que el peso absoluto de
ellas en la rata diabética sea mayor que el de las controles
a los 5, 24 y 27 dias, mientras que el peso relativo de las

adrenales de los animales diabéticos son consistentemente ma-

yores que las de los animales controles.

Contenido de hormona de crecimiento en hip8fisis y plasma

En la Fig. 10 se representa el contenido de hormona de
crecimiento en hipéfisis y los niveles en plasma de la hormona
en ratas diabéticas y controles incluidas en este experimento,
medidos ambos por radioinmunoensayo, asi como el contenido de
GH en hipéfisis (Fig. 11 y 12) medido por la valoracidn plani-
métrica del &rea obtenida al registrar la densidad Sptica de
geles de poliacrilamida en los que la separacidén de la GH hipo
fisaria se ha realizado por electroforesis.

En los animales controles en fase de crecimiento, el con
tenido de GH en hipéfisis presenta un aumento entre los 2 y 5
dias del periodo de experimentacidén, el cual va seguido de un
valor pridcticamente constante de este pardmetro entre los 5 y
15 dias, para presentar posteriormente un aumento progresivo

en los periodos méds largos.

La valoracidn de GH en hip6fisis, tanto por RIA como por
electroforesis, pone claramente de manifiesto que la falta de
niveles normales de insulina disminuye el contenido de la hor-
mona en hipéfisis, hecho que se pone de manifiesto a un tiempo
tan corto como a los 2 dias después de la administracidn del
agente diabetégeno. Entre los 10 y 15 dias hay un descenso brus
co en el contenido de GH en hipéfisis, siendo en valor de GH

en gldndula en el Gltimo grupo de ratas significativamente mis
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Efectos de la diabetes en el contenido de GH en

hipdfisis y la concentracidn plasmdtica de la hormona
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bajo que el de los animales sacrificados a los 10 dias
(p < 0.01). Posteriormente, el contenido de GH en hipdfisis
presenta una disminucidn progresiva al aumentar el tiempo de

diabetes.

La observacidén del patrén de GH en hipbéfisis, obtenido
por la medida de la densidad Optica de geles de poliacrilamida,
pone de manifiesto la existencia de diferencias no sdlo cuan-
titativas sino también cualitativas entre los animales contro-
les y diabéticos. Asi, mientras en las ratas controles el pico
correspondiente a la GH aparece bien definido, con una linea
ascendente prdcticamente igual a la descendente, el pico de
GH en hipéfisis de las ratas diabéticas, la linea descendente,
que estd mds cerca del polo positivo de la electroforesis, pre
senta una deformacidén lo cual hace que la base del pico de la
GH sea mucho mids ancha en las hip6fisis procedentes de ratas
diabé&ticas que en las controles (Figs. 11 y 12). Dicho efecto

se intensifica al aumentar el tiempo de diabetes.

La Fig. 10 representa los valores de GH en plasma en ra-
tas diabéticas a distintos tiempos después de la administra-
cidn del STZ, y de los controles de su misma edad. La concen-
tracidén de GH en plasma presenta valores muy elevados en los
controles correspondientes a los 2 y 5 dias del periodo de ex-
perimentacidn, y posteriormente se evidencia una disminucidn
progresiva, siendo el valor de este pardmetro en los grupos de
ratas sacrificados en los periodos comprendidos entre 15 y 27
dias mds bajo que el de los animales correspondientes a los 2
y 5 dias, diferencias que presentan un nivel de significativi-
dad del 1 % (F = 10.176, df, 5, 61). La concentracidn de GH en
plasma de las ratas diabéticas no presenta valores diferentes
al de los controles en los periodos comprendidos entre 2 y 20

dias de diabetes, e incluso a los 24 y 27 dias el nivel de GH
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Fig.11.- Electroforesis en gel de poliacrilamida de homogenados hipofisarios de
ratas diabéticas y controles. Aspecto de los geles tefiidos con amido negro y
espectofotometria cuantitativa de los mismos leidos a 600 my.
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en plasma de las ratas diabéticas no difiere significativamen
te de sus correspondientes controles. La falta de significati
vidad de la GH en plasma entre los animales controles y diabé
ticos viene dada no sélo por la semejanza de los valores me-
dios, sino asimismo por la dispersidn de los datos de GH en

cada uno de los grupos en cada periodo.

C. EFECTOS COMPARATIVOS DEL HIPOTIROIDISMO, INDUCIDO POR
Cl0;, PROPILTIQURACILO (PTU) O TIROIDECTOMIA, Y DE LA DIABETES

==V

SOBRE EL CRECIMIENTO Y EL CONTENIDO DE GH EN PLASMA E HIPOFISIS.

Esquema experimental

- En este experimento,usamos un total de 65 ratas con un
peso inicial de 80 + 19 g. Inicialmente los animales se dis-
tribuyeron en 6 grupos. En tres de ellos se indujo hipotiroi-
dismo por la administracidn i.p. diaria de 20 mg de ClOu, 3 mg
de PTU por 100 g de peso, o tiroidectomia. Las dosis diarias
de ambos antitiroideos se administraron en dos mitades, una a
las 9 a.m. y otra a las 7 p.m. Las ratas se tiroidectomizaron
quirrgicamente, y cada animal fue inyectado i.p. con 50 uCi
de I131

podido quedar después de la operacidn. Los animales del cuarto

para destruir el posible tejido tiroideo que hubiese

grupo fueron hechos diabéticos por la administracién intraperi
toneal de 7 mg de STZ por 100 g de peso corporal, estando las
ratas ayunadas previamente durante 24 h. Las ratas de los dos
grupos restantes constituyeron grupos controles. Los animales

de uno de ellos fueron alimentados ad libitum, mientras que a

los otros se les disminuyd la dieta de forma que su crecimien-
to fuese similar al de los animales hipotiroideos o al del gru
po de ratas diabéticas. El consumo de dieta de las ratas de
este grupo fue de 8 gr/dia, mientras que el de los controles

alimentados ad libitum fue alrededor de 23 gr en 24 hr. El gra
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do de hipotfroidismo de las ratas tiroidectomizadas o de las
tratadas con cada uno de los bocidgenos se determind por la
valoracidn de la concentracidn de hormona tirotropa en plasma
por radioinmunoensayo. El valor medio + D.S fue de 7.5 + 1.3
pg/ml para las tiroidectomizadas y el de las ratas tratadas
con ClOu_ o PTU de §.8 + 1.1 y 6.4 + 0.9 ug/ml respectivamente, -
mientras que las ratas controles mantenian un nivel de TSH en
plasma de 0.53 + 0.14 pg/ml. Los animales se sacrificaron 17
dias después de iniciarse el tratamiento con cada uno de los
antitiroideos, de la tiroidectomia, o de la administracidn del
STZ. Las ratas diabéticas incluidas en este estudio presentaron

una concentracidén de glucosa en plasma de 530 + 19 mg/100 ml.

La Fig. 13 representa los principales resultados de este
experimento. El hipotiroidismo inducido por tiroidectomia o
por la administracidn de ClOu- o PTU indujo un retraso del
crecimiento muy similar en cada uno de los tres casos, y el
incremento de peso correspondiente a los 17 dias del periodo
de experimentacidn de los animales tratados con ClOu- o PTU
fue 12 + 5 gy 16.4 + 4.8 g, respectivamente, mientras que
el de las ratas Thx fue de 10.4 + 6.1 g, el cual es significa
tivamente menor que el de las ratas a PTU (p < 0.05). Los ani
males diabéticos mantuvieron priacticamente su peso inicial,
presentando las variaciones del peso una disminucidn de -3 g
en los 17 dias. Como era de esperar las ratas controles alimen
tadas ad libitum +tuvieron un crecimiento mucho mds intenso

que el de cada uno de los otros grupos, mientras que las ratas
controles que recibieron una alimentacidn limitada tuvieron un
crecimiento parecido al de cada uno de los grupos de ratas hi-
potiroideas, pero significativamente mayor que el de las ratas
diabéticas, siendo significativa la diferencia entre el valor

de ambos grupos al nivel del 1 %.
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El contenido de GH en hip6fisis de las ratas controles
con dieta limitada fue significativamente menor que el de los

controles alimentados ad libitum (p < 0.05), no detect&ndose

diferencias significativas en los niveles plasmdticos de GH
entre ambos grupos. Tanto el hipotiroidismo, producido por la
administracidn de antitiroideos como por tiroidectomia y la
diabetes redujeron intensamente el contenido de GH en hip&fi-
sis, aunque dicho efecto fue mds intenso en las ratas diabéti
cas, cuyo contenido de GH en hipbéfisis fue significativamente
mds bajo que el de cada uno de los grupos de ratas hipotiroi-
deas. (F = 6.319, d4f, 3, 41; p < 0.01). Sin embargo, a pesar
del descenso en el contenido de GH en hipéfisis inducido por
el hipotiroidismo o la diabetes, cada una de estas alteracio-
nes repercutid de forma muy distinta en los niveles de GH en
plasma. Asi, mientras que la concentracién plasmdtica de GH

de cada uno de los tres grupos de ratas hipotiroideas fue mucho
mds baja que el de cada uno de los grupos controles, los ani-
males diabéticos mantenian una concentracidn en plasma de 1la
hormona mucho méds alta que los animales hipotiroideos, cuyo va

lor era similar al del grupo control (Fig. 13).

D. EFECTOS DE LA INSULINA EN RATAS DIABETICAS

Los efectos de la diabetes sobre el peso corporal y el
contenido de hormona de crecimiento en plasma e hipbéfisis, asi
como sobre los valores de otros pardmetros, descritos en los
anteriores experimentos nos indujeron a estudiar los efectos
de distintas dosis de sustitucidn de insulina sobre cada uno

de los pardmetros citados del animal diabético.

Protocolo experimental

En este estudio usamos un total de 60 ratas con un peso
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corporal de “150.9 + 19.4 g. Cuarenta y ocho de ellas se hi-
cieron diabéticas por la administracidn ip. de 7 mg de STZ por
100 g de peso corporal, tras 24 h de ayuno, mientras que los
restantes animales fueron inyectados con salino, sometidos al
mismo periodo de ayuno, y constituyeron el grupo control. Ocho
dias después de iniciarse la diabetes, las ratas se distribuye
ron en 4 grupos, y los animales de cada uno de ellos fueron in
yectados ip. con salino o con dosis crecientes de insulina,
1.0, 2.0, 6 3.0 U por dia durante 7 dias. Durante el tiempo
que durd el tratamiento con salino o insulina los animales es-
tuvieron alojados en jaulas metabdlicas individuales, contro-
lidndose en los Gltimos 4 dias que durd el periodo de experimen
tacidn la cantidad de dieta y agua consumida por dia, asi como
el volumen de orina excretado en 24 h y su contenido en gluco-
sa. Las ratas se sacrificaron 4 h después de la Gltima inyeccidn
de salino o insulina.

Los resultados principales de este experimento aparecen
representados en las Figs. 14 y 15 y en la Tabla 2. Los anima-
les controles excretan un volumen de orina en 24 h de 8.1+1.2
ml y una pérdida de glucosa por esta via de 6.7+1.4 mg por dia,
mientras que las ratas diabéticas con salino presentan una po-
liuria muy acusada (60.5 + 5.0 ml/24 h), lo que va acompafiado
por una gran pérdida de glucosa por esta via (243.1 + 30.7 mg).
De acuerdo con estos resultados que indican una alteracidn in-
tensa del metabolismo hidrocarbonado, los animales diabéticos
presentan una elevacidn intensa de la concentracién de glucosa
en plasma. Las diferencias en cada uno de estos parimetros en-
tre las ratas controles y diabéticas,estdn justificadas por la
diferencia entre los niveles de insulina en animales controles
y diabéticos. La determinacién de la concentracidn de insulina
en plasma en cada uno de estos grupos evidencid que las ratas

diabéticas presentan una insulina en plasma cuatro veces infe-
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Efectos de la insulina sobre la excrecion de
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rior a la dé los animales controles.

Los grupos de ratas tratadas con 1.0, 2.0 & 3.0 U de in-
sulina por 100 g de peso y dia, durante 7 dias, aunque presen-
tan una disminucidn significativa de cada uno de estos paréme-
tros respecto a los valores encontrados en animales diabéticos
con salino, sin embargo no se observa una normalizacidn de los
valores medios de los parédmetros considerados ni afin en el gru
po de ratas diabéticas tratadas con la dosis mds alta de la hor

mona.

Peso corporal, peso de algunas glindulas endocrinas y con-

tenido de hormona de crecimiento en plasma e hipdéfisis

Como puede observarse en la Tabla 2, la diabetes indujo
una disminucidn en el peso corporal, a la vez que afectd el del
tiroides y produjo una hiperitrofia en el de las adrenales. EL
tratamiento con dosis crecientes de insulina tuvo un efecto po
sitivo sobre el peso corporal y el del tiroides, normalizando-
se el valor del primer pardmetro en los animales que recibian
3 U, vy el del tiroides incluso en las ratas con 2 U de la hor-
mona. La hipertrofia adrenal de los animales diabéticos presen-
té una disminucidén progresiva en las ratas tratadas con dosis
crecientes de insulina, norializdndose el valor de este pardme-

tro en las ratas con 2 y 3 U de insulina.

Los cambios en el peso corporal de las ratas tratadas con
dosis crecientes de insulina estd justificada por los cambios
en el contenido de GH encontrado en cada uno de los grupos. Co-
mo era de esperar, tanto el contenido de GH en hipéfisis como
su concentracién en glidndula estdn intensamente disminuido en
el animal diab&tico respecto al valor de los controles, detec-

tdndose un aumento progresivo de este pardmetro en las ratas
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tratadas corr dosis crecientes de insulina. Sin embargo, a pe-
sar de la gran diferencia en el contenido de GH en hipbfisis

de las ratas controles y el de cada uno de los otros grupos,
la concentracidén de GH en plasma es muy semejante en cada uno
de ellos como lo demuestra la falta de significatividad entre
los valores medios de este paré@metro entre los distintos gru-
pos (Fig. 15).

E. DETERMINACION DEL PARALELISMO EXISTENTE ENTRE DILUCIONES
SUCESIVAS DEL PLASMA DE RATA CONTROL Y DIABETICA Y DE UNA SO-
LUCION DE r-GH PURIFICADA DE RATA.

El hecho de que las ratas diabéticas con un contenido tan
bajo de GH en hipdéfisis mantuviesen una concentracidn de GH en
plasma dentro de los limites normales era un hecho aparentemente
anormal, y nos planted la cuestién de si existiria en el plasma
de estos animales algin factor(s) que pudiese modificar la unidn
de la GH a su anticuerpo, por lo que las determinaciones de GH
en plasma por RIA darian valores falsamente altos. Una primera
aproximacidén al estudio de este problema fue observar la simili-
tud immunoldgica entre la GH purificada y la de la sustancia ‘
que estamos analizando en el plasma de dichos animales. Esto se
realizd observando si existia o no paralelismo entre los puntos
de la curva "standard" y las curvas formadas por diluciones su-
cesivas del plasma de ratas controles y diabé&ticas. El1 plasma

diabético procedia de un animal inyectado 15 dias antes con STZ.

Los resultados presentados en la Fig. 16 indican que el

desplazamiento de 1la GH-I125

unida a su anticuerpo por el plas-
ma del animal diabético es idéntico al efectuado por el plasma
de la rata control o de la GH purifizada. Una comprobacidn mis

objetiva del paralelismo existente entre cada una de las curvas
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incluidas en la Fig. 16 se realizd mediante el cdlculo de las
ecuaciones de regresidn lineal de las relaciones dosis-respues
ta en su forma "logit", seguido de un andlisis de regresidn que
nos permitid® el cdlculo de las pendientes y su desviacidn
standard (b + s,) de cada una de las tres relaciones dosis-res
puesta. El valor de este pardmetro para la curva standard fue
de -2. 9113 + 0.1501, mientras que el correspondiente a las di-
luciones del plasma control y diabético fueron -2. 9151 + 0.2310
y -2. 9172 + 0.0811, respectivamente. La falta de significati-
vidad de las diferencias entre cada una de las tres pendientes
pone de manifiesto la existencia de paralelismo entre las tres

curvas en estudio.

Ante estos resultados, el siguiente punto que nos plantea-
mos estudiar fue ver si existian diferencias entre la velocidad
de aclaramiento metabdlico (MCR) de la GH en el plasma de ratas
controles y diabéticas. La velocidad de aclaramiento metabdlico
de una hormona en plasma se define como el volumen de plasma que
en la unidad de tiempo queda limpio de dicha hormona. Si el va-
lor de este pardmetro es mds bajo en las ratas diabéticas que
en las controles ello justificaria la falta de significatividad
en los niveles circulantes de GH en plasma entre ambos grupos

de animales.

Los primeros trabajos realizados con hormona de crecimien-
to humana (hGH) radioiodada pusieron de manifiesto que la
hGH-112°

unia a las proteinas séricas. Esto se interpretd que se debia

al ser inyectada tanto en humanos como en ratas se

a posibles alteraciones inducidas en la molécula de hGH por el
proceso de radioiodacidn (Yalow, 13974). Sin embargo, posterior-
mente se ha demostrado que la hGH—I125 al ser inyectada tanto

en humanos (Beitins y cols. 1977) como en ratas (Antoniades
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1975), da lugar a la formacién de una forma de hGH de peso mo

lecular méds alto que el de la molécula de hGH administrada.

Estas observaciones bioquimicas han de tenerse en cuenta
en situaciones como es la determinacién del MCR de una hormona
péptica. Existen dos métodos de amplio uso para la determina-
cidn del valor de este pardmetro, administrando la hormona mar
cada por una fGnica inyeccidén i.v. o por infusidén continua (Ca-

meron y cols. 1969, Macgillivray vy cols. 1970, Taylor y cols.

1972). En ambos casos, los cdlculos se basan en la radicactivi
dad inmunoprecipitable, y estos cdlculos son vdlidos sblo si
la hormona marcada es transportada y metabolizada exactamente
como la hormona segregada enddgenamente (Tait y Burstein 196u4).

Por lo tanto, fue necesario estudiar si el usar la r—GH—I125 pa-

ra la determinacidn del MCR es una técnica vélida. Esto se rea-
125
al

fraccionarse en una columna de Sephadex G-100 el plasma de ra-

1izd observando: 1) el patrdn de elucibn de la r-GH-I

tas controles y diabéticas a distintos tiempos después de la
administracidén iv. de la hormona marcada y 2) el patrdén de elu-
cidén en Sephadex G-100 de la GH endbégena en ambos grupos de ani

males.

F. FRACCIONAMIENTO EN SEPHADEX G-100 DE LA GH EN PLASMA DE RA-
TAS CONTROLES Y DIABETICAS

c
1. Administracidn intravenosa de r-GH-112°

En la figura 7 de Materiales y Métodos, se representa el
patrdn de elucidn en Sephadex G-100 de 1la r-GH-T 125 que se
usd en este estudio. La mayoria de la radiocactividad eluida se
recoge entre las fracciones 21-31, lo cual representa la forma

monomera de la hormona (Beitins y cols 1977). Junto a este pico

mayoritario, aparecen dos zonas de menor radioactividad, la pri-
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mera entre las fracciones 13-16, debida probablemente a la
formacidén de agregados moleculares de la molécula de GH forma-
dos en el proceso de congelacidn y descongelacidén de la prepa-
racidn, y la segunda entre las fracciones 41-48 y que corres-
ponde a la zona en que eluye el I_125. En todos los casos para
inyectar a los animales sblo se usaron las fracciones corres-
pondientes a la parte descendente del pico mayoritario, prefe-
rentemente las fracciones 27-30. El1 porcentaje de inmunopreci-

pitacidn en estas fracciones fue alrededor del 87 %.

Las Figs. 17, 18, 19,20, 21 y 22 representan el patrdn
cromatogridfico de ratas controles y diabéticas a los 2, 5, 10,
20, 40 y 60 minutos después de la administracidn iv. de
r-GH-I1%°,
presenta como por ciento de la radiocactividad en las 50 fraccio

La radioactividad de cada uno de los eluidos se re-

nes. A cada uno de los tiempos, se representa el patrdn de elu-
cidén de dos animales controles y diabéticos y dentro de un mis-
mo grupo existen diferencias en la distribucidn de la radioacti

vidad a lo largo del patrdn de elucidn.

A un tiempo tan corto como 2 minutos después de la adminis
tracidén de GH*, la radioactividad aparece localizada principal-
mente en dos zonas, una que eluye entre las fracciones 22-31,

125 inyectada,

que coincide con la zona de elucidn de la r-GH-I
y la otra que eluye entre las fracciones 11-19 y que correspon-
de a una forma de GH*de peso molecular superior que la r-GH-

125
I

dad en las ratas controles es cualitativamente similar al de

administrada. E1 patrdn de distribucidn de la radiocactivi-

las diabéticas, observidndose entre ellos sbdlo diferencias cuan-
titativas. Asi, en el plasma de ratas controles el pico de ma-
yor radioactividad corresponde al de la forma de GH*de mayor
peso molecular, mientras que en las ratas diabéticas, el pico

mayoritario es el que eluye en la forma mds retrasada, entre
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Fig.22.-Patron cromatogrdfico en Sephadex G-100 del plasma de

ratas controles y diabéticas inyectadas con r-GH-I‘zs.
Cromatografia realizada con plasma extraido 60 minutos después
de la inyeccidn de GH™
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las fracciories 22-31.

El patrdén de elucidn a tiempos mls largos después de la

125

administracidén de la r-GH-I es andlogo al observado a los 2

minutos, un pico cuya posicidn corresponde al de elucidn de la

forma monomera de la r-GH-—I125

, ¥ otro que eluye antes y que co
rresponde a una forma de peso molecular mids alto. Asimismo, a
todos los tiempos estudiados se observa que en el plasma de ra
tas controles el pico mayoritario es el correspondiente a la
forma de GH de peso molecular méds alto, mientras que en el plas
ma de ratas diabéticas la fraccidn prodominante es la correspon
diente a la forma monomera de la hormona. Unicamente a los 60
minutos de la administracidn de la GH* se igualan los porcenta-

jes de la radioactividad correspondiente a ambos picos.

Por otra parte, la suma de los porcentajes de la radiocac-
tividad eluida en los dos picos a los 2 minutos de la adminis-
tracidén de la hormona marcada varid en las ratas controles entre

%. Con el

un 75 y 85 % y en las diabé&ticas entre el 85 y 90
tiempo existe un descenso progresivo,y a los 40 minutos el va-
lor de la suma de los % de los dos picos varid del 39 al 50 %
en los controles y del 55 al 74 % en las diabéticas, observan-
dose una caida méds intensa de este valor a los 60 minutos. Sin
embargo,--el descenso de la radioactividad en ambos picoscon el
tiempo parece mds acusada en las ratas controles que en las
diabéticas.

Junto con el descenso en la radioactividad correspondiente
a las dos zonas mayoritarias, al aumentar el tiempo, aumenta la
radioactividad que eluye en zonas mds retardadas que la corres-
pondiente a la forma monomera de la hormona, es decir la radio-

actividad que eluye en la zona del 17125,

En la Figura 23 se representa la relacidn existente entre



128.

Valor medio tD.S. del cociente 1125 le"'pic:oll125 2° pico

e

a distintos. tiempos después de la administracion de

r-GH-125 en ratas controles (e) y diabeéticas (o)

= 1125 fracciones 11-20/ = 1125 fracciones 22-30
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)

la radioactividad que eluye en las fracciones correspondientes
a la forma de GH de peso molecular alto y la radioactividad lo
calizada en las fracciones donde eluye la forma monomera de la

molécula de r—GH—I125

. A todos los tiempos estudiados, el valor
de esta razdn fue significativamente mds alto en las ratas con-
troles que en las diabéticas, a la vez que se evidencia que al
aumentar el tiempo transcurrido entre que se inyecta la r-GH-—
-1125 y se toma la muestra de sangre se produce un aumento pro
gresivo del valor de este cociente tanto en ratas controles co

mo en diabéticas.

Por otra parte, cuando las fracciones correspondientes a
cada uno de los picos se hicieron reaccionar con un anticuerpo
especifico para inmunoprecipitacidn (dilucidn inicial 1/500)
la radioactividad precipitada fue del mismo orden, no encontrin
dose diferencias significativas en los porcentajes de inmuno-
precipitacidén en funcidn de que su elucidn estuviese localizada

en uno u otro pico (Fig. 2u4).

2. GH enddgena

En un intento de ver la distribucidn cromatogrifica de la
GH que es segregada enddgenamente, y ante la posiblidad de que
si se fraccionaba un plasma en que la concentracidén de GH estu
viera dentro del rango de los valores basales, las cantidades
de GH eluidas en cada una de las fracciones se hallarian fuera
del limite de sensibilidad del radioinmunoensayo, es por- 1o
cual se usd el plasma de rata control y diabética cuya secre-
cidén hipofisaria de GH se estimuld con pentobarbital. Se usd
un grupo de ratas controles y diabéticas a los 16 dias de haber
inducido la enfermedad. Después de anestesiar ligeramente con
éter, ambos grupos de ratas fueron inyectados con 3 mg de pento

barbital/100 gramos de peso corporal en la vena femoral de una
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de las extremidades inferiores. A los 10 minutos se extrajo
sangre de la yugular mediante una jeringa heparinizada. El1 vo-
lumen de plasma puesto en la columna fue de 1.5 ml.

La Fig. 25 representa el contenido de GH en cada una de
las fracciones, valorado por RIA, al eluir en Sephadex G-100 el
plasma de rata control o diabética. En ambos tipos de plasmas,
el patrdn de elucidn presenta dos zonas en las que se detecta
una mayor cantidad de GH; una de ellas comprendida entre las
fracciones 11-18 y la otra que eluye mis lentamente entre las
fracciones 21-30. Tanto en plasma procedente de rata control
como en el de diabética, la cantidad de GH que eluye en lo que
seria la forma de GH de peso molecular mids alto es superior que
la correspondiente a lo que seria la forma mondmera de la hor-
mona. Es evidente que el contenido de GH en cada una de estas
formas es mas alto en el plasma diabético que en el control.

Estos datos sugieren que la GH enddgena se distribuye en

125. Aunque los

plasma de una forma similar & la de la r-GH-I
resultados de estos estudios no son completamente comparables,
ya que en el caso de la GH enddgena solamente hemos observado
el patrdn de elucidn a un solo tiempo, mientras que en el estu-
dio realizado con la hormona marcada hemos podido seguir los .
cambios cinéticos de cada una de las formas de la molécula de

GH en plasma.

No obstante, parece claro que el patrdn de distribucidn en
plasma de la GH* es andlogo al de la endbgena, lo cual sugiere
que la r—GH-—I125 es transportada en plasma de una forma similar
a la dizéa GH enddgena, lo cual nos indica que se puede usar la
r-GH-I

metabdlico de la hormona en plasma.

para la determinacidn de la velocidad de aclaramiento
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G. CINETICA DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO EN PLASMA

En resultados previos hemos podido observar que en el
animal diabético a pesar de su reducido contenido hipofisario
en hormona de crecimiento, sin embargo, en plasma no existe co-
mo seria de esperar una reduccidn significativa en los niveles
circulantes. Dichos niveles, o bien no difieren de un control o
incluso son superiores, aunque las diferencias no llegan a ser
significativas dada la gran dispersién de valores obtenidos en
la valoracidn de la GH en plasma. Con estos antecedentes nos
propusimos estudiar la cinética de la hormona de crecimiento en
plasma procedente de un control y de un diabético. Los niveles
en plasma de una hormona cualquiera son el resultado de dos efec
tos contrapuestos, velocidad de degradacidn y velocidad de se-
crecidn por parte de su glidndula productora, en nuestro caso a-
denohipéfisis. Una secrecidn aumentada o una reduccidn en la ve
locidad de aclaramiento conducirian a niveles anormalmente al-

tos dependiendo del grado de la alteracidn.

Protocolo experimental

Empleamos un total de 50 ratas macho, 20 se utilizaron co-
mo controles y las 30 restantes se hicieron diabéticas tras
inyeccidn de 6.5 mg/100 gramos de peso corporal, de streptozo-
tocin. El periodo de diabetes oscild de 13-15 dias, tiempo du-
rante el cual los animales controles y diabéticos comieron y

bebieron "ad libitum". La glucosa plasmdtica de los animales

diabéticos oscild de 350-450 mg/100 ml y tuvieron una pérdida
de peso corporal en el periodo en estudio de -2 gramos. La hor
mona r-GH marcada con 1125 y recién purificada se les inyectd
en 0.0 ml de buffer salino al 1 % de BSA, con el fin de evitar
que la hormona marcada pudiera adherirse a las paredes de la

jeringa. E1 hecho de usar hormona recién purificada es con



135.

objeto de aségurarnos que la radioactividad inyectada corres-
ponde a GH* y no es iodo inorgénico. El animal tras ser aneste
siado con éter,se le inyectd la hormona marcada en la vena fe-
moral de una de las extremidades inferiores y a partir de ese
momento se empezd a contabilizar el tiempo. Las extracciones
se hicieron mediante una jeringa heparinizada a los 2, 5, 10,15,
20 y 60 minutos. La sangre extraida era colocada en frio hasta
el momento de su centrifugacidn, la cual una vez finalizada y
separado el plasma, era almacenado en nevera hasta el dia del
contaje para la realizacidn de la inmunoprecipitacidn o del
TCA, los cuales se llevaron a cabo cuando finalizd el experi-
mento y se dispuso de la totalidad de los plasmas. El experi-
mento se realizd en tres dias, con lo cual desde la obtencidn
de los primeros plasmas hasta la realizacidn de la inmunopreci
pitacidn transcurrieron (nicamente tres dias, es por ello que
el "decay'" de la hormona marcada en las muestras puede consi-

125. Con

derarse minimo teniendo en cuenta la vida media del I
objeto de estudiar la degradacidn ejercida por el plasma sobre
la hormona inyectada con la consiguiente pérdida de inmunopre-
cipitacidn, un plasma control y otro diabético se incubaron

con GH*®* a 372 C, sacando muestras de 0.1 ml a todos los tiempos,
desde los 2 a los 60 minutos. A los 60' la precipitacidn obte-
nida fue practicamente del mismo orden que a los 2 minutos,
existiendo Gnicamente un descenso en la radioactividad inmuno-

precipitable del 2 %.

Resultados

Para la posterior determinacidn de parémetros cinéticos
como velocidad de aclaramiento (MCR) y secrecidn (SR) hay que
partir de dos supuestos fundamentales: 12) la hormona exdgena

es metabolizada de igual forma que la endbégena, es decir, que



J

136.

la iodacidn no imprime ningln carédcter diferencial a la hormo
na y ambas, exdgena y enddgena son indistinguibles por parte
del organismo y por tanto metabolizadas de igual forma. 29)
durante el periodo de experimentacidn existe un estado estacio
nario para la hormona enddgena. El primer condicionamiento es
cierto como anteriormente hemos visto en el estudio de las pa
trones cromatograficos de la r—GH-I125 en plasma o en los
correspondientes a la hormona enddgena. En cambio el segundo
requisito no es del todo cierto al menos para una hormona co-
mo la GH cuyo control de secrecidn tiene un componente neural
muy importante y presenta grandes oscilaciones con brotes incon
trolados de secrecidn a lo largo del dia. La elevacidn en los
niveles circulantes de GH existentes durante el periodo de ex-
perimentacidn parecen no influir en el MCR, el cual parece ser
independiente de la concentracidn plasmdtica. Este hecho no es
un fendmeno exclusivo para la hormona de crecimiento, ya que se

halla extendido a la mayoria de las hormonas proteicas.

En la Fig. 26 panel A se representa en coordenadas linea-
les la desaparicidn de la radiocactividad en plasma frente al
tiempo de extraccidn después de la inyeccidn. Como puede obser
varse el descenso es lineal hasta los 15 & 20 mihutos y a par-
tir de entonces sigue un perfil completamente diferente. El
perfil observado en el descenso de la radiocactividad en plasma
es idéntico en controles y en diabéticos, aunque la curva de
los animales insulinoprivos va por encima de la poblacidn con-
trol a pesar de que la radiocactividad inyectada fue del mismo
orden: 1.075.000 c.p.m./0.5 ml para controles y 1.027.000
c.p.m./0.5 ml para las diabéticas. La posible explicacidn, es
que al tener los controles un peso corporal final medio de
138 gramos, el cual es superior al de los animales insulinopri

vos (peso medio final 109 gramos), en igual cantidad de plasma
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¢1ml) las diabéticas tendrian una radioactividad ligeramente
superior. En la misma Fig. 26 panel B aparece la radicactivi-
dad inmunoprecipitable en 1 ml de plasma frente al tiempo des-
pués de la inyeccidn de la hormona marcada. De nuevo, aunque
las coordenadas son lineales, el perfil de la curva de desapari
cién sigue siendo el correspondiente a un sistema multiexponen-
cial. Dicho perfil como posteriormente veremos no varia a pesar
del uso de coordenadas semilogaritmicas. La radiocactividad ini-
cial en plasma previa a la inmunoprecipitacidn era también supe
rior que la de los controles, debido posiblemente al menor pe-
so corporal de los animales insulinoprivos. Sin embargo, el por
centaje de inmunoprecipitacidén fue del mismo orden en ambos gru
pos de animales como puede observarse en la Fig. 27, donde se
representa el porcentaje de inmunoprecipitacidén/ml de plasma re
ferido a la radicactividad existente en las alicuotas usadas pa
ra estudiar la desaparicidn de la radioactividad en plasma. E1l
porcentaje de inmunoprecipitacidn descendid progresivamente a
lo largo del tiempo y pasd de un valor a los 2' de 72.u45 +

+ 5.08 % para controles y 74.84 + 5.27 % para diabéticas, a un
valor de 23.41 + 3.59 % para controles y 27.57 + 9.09 % para
diabéticas a los 60' de la inyeccidn (los valores son x *+ D.S).
La inmunoprecipitacidn todavia existente en el intervalo de 20-
60 minutos podria atribuirse al retorno a la circulacidn de
fragmentos hormonales que alin conservan capacidad de inmunopre-
cipitacidn. Aunque la inmunoprecipitacidén no fue medida en la
inyeccidn administrada a los animales, puede considerarse que
es del mismo orden que la observada en las muestras obtenidas

a los 2 minutos.

A continuacidn pasaremos a estudiar cada uno de los paréa-
metros medidos:
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Controles o
Diabéticas o

100
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Tiempo (minutos) después inyecion (i.v.) r-GH-I‘ZS

Fig.27.- Variacion a lo largo del tiempo del porcentaje de radioactividad
inmunoprecipitable en ratas controles y diabéticas
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En gene%al la vida media de una hormona o de una sustan-
cia cualquiera se define como el tiempo "t" en que la radiocac
tividad del isdtopo usado para marcar la sustancia en estudio
ha quedado reducida a la mitad. Para dicho cilculo es necesa-
rio que la desaparicidn de la radioactividad con el tiempo
sea lineal. Como puede observarse en la Fig. 28 panel A donde
se representa la radiocactividad en plasma previa a la realiza

0,

cidn de la inmunoprecipitacidn y expresado como % de la dosis
inyectada, puede comprobarse que a pesar del uso de coordena-
das semilogaritmicas de nuevo el perfil de desaparicidn sigue
siendo el correspondiente a un sistema miltiexponencial con
un componente lineal que dura hasta los 15 & 20 minutos. Si
nos cefiimos a la porcidn lineal de la curva, podemos hacer un
cdlculo aproximado de la vida media, el valor obtenido fue
del orden de 7 minutos, no existiendo pricticamente diferen -
cias entre controles y diabéticas. Un valor del mismo orden
(7 minutos en controles y 8 minutos en diabéticas) se obtiene
si dicho calculo se realiza sobre el perfil obtenido al repre
sentar la radioactividad inmunoprecipitable como porcentaje
de la dosis inyectada (panel C Fig. 28). Resultados similares
se obtienen realizando el cidlculo de la vida media sobre i;V
curva obtenida al representar la radioactividad precipitable
con TCA (panel B Fig. 28). De nuevo se observa que el perfil
es multiexponencial a pesar de que el TCA es un método mucho
menos sensible que la inmunoprecipitacidn, ya que cualquier
fragmento hormonal procedente de la degradacidn de la GH¥* pue

de ser precipitado.

La velocidad de aclaramiento se define como la cantidad

de plasma que queda libre de hormona marcada en la unidad de
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tiempo. E1 cdlculo del MCR es diferente segiin la metddica em-
pleada para su determinacidn (infusidn continua o una Gnica
inyeccidn) y viene medido en ml/min. Nosotros hemos calculado

el MCR de acuerdo con la fdrmula de Kohler y cols (1968) apli

cable sdlo al caso en que se administra una Unica inyeccidn.

MCR (ml/min.) =

R es la dosis de hormona administrada (c.p.m.) y x es la con-
centracidn de hormona exdgena inmunoprecipitable. El pardmetro
I:}c dt puede calcularse hallando el area determinada por 1la
curva de desaparicidn de la radiocactividad inmunoprecipitable
frente al tiempo, usando un sistema de coordenadas lineales.
Siguiendo este criterio hallamos un MCR de 1.66 + 0.17 ml/min.
en controles y 1.24 + 0.14 ml/min. en diabéticas (los valores
son x + D.S). Las diferencias entre ambos grupos fueron signi-
ficativas p < 0.001. Con la finalidad de corregir el valor obtg '
nido para la velocidad de aclaramiento ante el diferente tama-
fio y peso corporal existente entre ambos grupos de animales,

el MCR fue referido a 100 gramos de peso corporal. Los valores
obtenidos fueron 1.20 ml/min/100 gr en controles y 1.13 ml/min/
100 gr en diabéticas, con lo cual desaparecieron las diferen-
cias existentes. Si el MCR era expresado por 100 cm2 de super-
ficie corporal dado que la relacidn peso-superficie es

Superficie = (Peso cor*por‘a].)z/3 x 10

Los valores hallados fueron: 0.62 + 0.06 en controles y

0.54 + 0.05 ml/min./100 cm? en diabéticas (p <0.05)
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Una vez conocido el parametro MCR, la velocidad de secre-

cidn se calcula segin la formula:
SR(ng/min) = MCR.1i

Donde i son los niveles plasmiticos de hormona endbgena
medidos por RIA. Los valores obtenidos para la secrecidn fueron
15.94 + 6.22 ng/min. en la poblacidn control y 33.89 + 4.23 pa
ra los diabéticos, las diferencias obtenidas fueron significa-
tivas (p < 0.001). En la tabla n® 3 se resumen los valores ha-
llados para la velocidad de aclaramiento y secrecidn en ambos
grupos de. animales junto con datos de la literatura sobre la
medida de los parémetros cinéticos en estudio en animales con-

troles.

H. CONCENTRACION PLASMATICA DE HORMONA DE CRECIMIENTO EN RES-
PUESTA A LA ESTIMULACION CON PENTOBARBITAL

De los estudios sobre vida media, velocidad de aclaramiento
y velocidad de secrecidn de la hormona de crecimiento en plas-
ma de animales controles y diabéticos, los dos primeros pardme-
tros fueron del mismo orden en ambos grupos de animales, por el
contrario, la secrecidén estaba aumentada en los animales insuli
noprivos en comparacidn con la poblacidn control. Ello fue 1lo
que nos llevd a estudiar la secrecidn hipofisaria de GH in vivo
en ambos grupos de animales, usando como sustancia estimulante
de la descarga hormonal el pentobarbital (PB), agente anestési-
co que origina la secrecidn de la hormona de crecimiento almace
nada en hipéfisis, incrementidndose por consiguiente los niveles

circulantes (Howard y Martin 1971).
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Protocslo experimental

Se dispuso de un total de 15 ratas macho procedentes del
mismo destete con un peso inicial al comienzo del experimento
de 100-150 gramos. Cinco animales se tomaron como controles a
los que se les inyectd 1 ml de salino, mientras que a los 10
restantes se hicieron diabéticos tras la inyeccidn de 6.5 mg/
100 gramos de peso corporal de streptozotocin, habiendo perma-
necido ambos grupos 24 horas en ayynas con objeto de someter a
todos los animales al mismo tipo de stress. Ambos grupos perma
necieron en condiciones idénticas de luz y temperatura, permi-
tiéndoles comer y beber "ad libitum". A los 16 dias de haber in
ducido la diabetes, se realizd el test de estimulacidn inyec-
tando 3 mg/100 gramos de peso corporal del agente anestésico
(Nembutal Sodium, Abbot) en 0.2 ml de salino, habiendo sufrido
los animales un ayuno previo de 12-18 horas.

Tras una ligera anestesia con éter, se obtuvo mediante
una jeringa heparinizada sangre de una de las yugulares, dicha
toma se considerd como muestra a tiempo cero o muestra basal
para la posterior determinacidn de la concentracidn plasmidtica
de GH. La solucidn de pentobarbital preparada en el momento de
su uso, se inyectd en la vena femoral de una de las extremidades
inferiores a la par que se empezd a contabilizar el tiempo. La
muestra obtenida a los 5 minutos se extrajo de la otra yugular,
y la correspondiente a los 10 minutos se obtuvo sangrando al

animal de la vena cava.

Los pardmetros estudiados en plasma fueron, hormona de cre
cimiento y glucosa. La concentracidn plasmética de glucosa fue:
134.88 + 5.57 en controles y 428.68 + 17.87 mg/100 ml en diabé-

ticas (los valores son x + D.S). En la Fig. 29 panel superior,



146,
Estimulo de la secrecion de GH con pentobarbital

(3 mgl100§) en ratas controles y diabéticas
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aparecen las concentraciones de GH en plasma (ng/ml) en con-
troles y diabé&ticas en las muestras basales asi como a los 5§

y 10 minutos de la inyeccidén del pentobarbital. Hay que sefia-
lar que para la elaboracidn de esta gridfica sblo se han utili-
zado aquellos animales que respondieron al agente anestésico.
La concentracidn plasmidtica de GH en las muestras basales,a los
5 y 10 minutos para los animales controles fueron 10.28 + 5.13,
29.93 + 1.02, y 64.13 + 21.88 respectivamente, estos mismos va
lores en la poblacién diabética fueron 21.35 + 11.70, 58.70 +
28.82 y 72.50 + u4.63. Puede observarse que en ambos grupos de
animales existe un aumento progresivo en los niveles circulan-
tes de GH a medida que transcurre el tiempo después de la in-
yeccidn del pentobarbital, sin embargo existieron diferencias
significativas entre ambos grupos a tiempo cero (muestra basal)
vy a los 5 minutos (p < 0.02 y p < 0.01) respectivamente. Con
objeto de subsanar la diferencia existente en los valores basa
les entre ambos grupos de animales, el incremento en los nive-
les circulantes de GH para cada uno de los tiempos (5 y 10 mi-
nutos) fue expresado como porcentaje de su respectivo valor ba
sal para lo cual hallamos la diferencia existente entre cada
concentracidn y su propio nivel basal y dicha diferencia se ex
presd como % del valor obtenido a tiempo cero (valor basal).
Los resultados obtenidos se reflejan en la figura 29 panel in-
ferior izquierdo, como puede observarse el aumento en la concen
tracidn plasmdtica de GH fue significativamente superior en los
animales diabé&ticos a los 5' pero no a los 10' aunque de nuevo
en los animales diabéticos habia un ligero incremento en com-
paracidn con la poblacidn control. Finalmente en el panel in-
ferior derecho de la misma figura se muestra el contenido hipo °
fisario de GH valorado por RIA, observando una reduccidn signi
ficativa en dicho contenido en los animales insulinoprivos, fe

némeno que se repite consistentemente en todos los experimentos
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realizados en la presente tesis.

Ante la posibilidad de haber empleado una dosis de pento
barbital excesivamente alta que pudiera haber enmascarado las
diferencias en la respuesta entre ambos grupos de animales,
se realizd un nuevo experimento siguiendo la metddica antes
descrita pero usando 1.5 mg/100 gramos de peso corporal de
pentobarbital en 0.2 ml de salino. Se usaron 20 ratas macho,
ocho animales se destinaron como controles y el resto se hicie
ron diabéticos tras la inyeccidn de 6.5 mg/100 gramos de peso
corporal de streptozotocin. Transcurridos los 16 dias de diabe
tes, controles e insulinoprivos fueron sometidos al test de es
timulacidén con el agente anestésico a la concentracidn antes
mencionada. Ademds de la glucosa plasmidtica (99 + 17.64 en con
troles y 350.31 + 61.09 mg/100 ml de diabé&ticos) se siguid la
curva de peso corporal como indicador del grado de diabetes,
observando que transcurridos los 16 dias, los controles gana-
ron 70.28 + 9.08 gr frente a -1.77 *+ 10.81 gramos para 1los
diabéticos (los valores son x + D.S). Como en el caso anterior
y para la posterior elaboracidn de los datos sblo se utiliza-
ronvaquellos animales que respondieron a la estimulacidn. En la
Fig. 30 panel superior se representa la concentracidén circulan
te de GH (ng/ml) en controles y diabéticos. Los valores obteni-
dos en las muestras basales asi como a los 5 y 10 minutos fue-
ron: 9.78 + 3.08, 12.11 + 1.23 y 19.23 *+ 6.90 para controles y
16.74 + 10.99, 61.59 + 31.62 y 30.80 + 9.03 para diabéticos,
las diferencias fueron (nicamente estadisticamente significati-
vas a los 5 minutos. Hay que sefialar el diferente comportamien-
to en la respuesta existente entre controles y diabéticas, ya
que en los primeros,la respuesta es mantenida hasta los 10 mi-
nutos y por el contrario en los insulinoprivos se observa un

brusco aumento en los 5' descendiendo a continuacidn el valor
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Estimulo de la secrecion de GH con pentobarbital

(1.5mg/100g) en ratas controles y diabéticas
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Relacion entre el contenido de GH en plasma e
hipofisis en ratas controles y diabéticas inyectadas

con pentobarbital
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en la concentracidn circulante de GH a los 10' aunque sin em-
bargo, dicho nivel sigue siendo superior al observado en la
muestra a tiempo cero. En la misma figura 30 panel inferior iz
quierdo se recoge el incremento en los niveles circulantes de
GH como porcentaje del valor basal siguiendo el mismo criterio
anteriormente descrito. De nuevo se confirma la mayor respues-
ta existente a los 5 minutos en los animales diabéticos, sien-
do de nuevo las diferencias estadisticamente significativas,
por el contrario y como en el caso anterior dichas diferencias
no se observaron a los 10 minutos. Valorado el contenido hipo-
fisario de GH de nuevo se confirmé la reduccidn existente en

la diabetes. Por Gltimo,en la figura 31 se resumen los resulta-
dos obtenidos en ambos experimentos, expresando los niveles
circulantes de GH en funcidn de su respectivo contenido hipofi-
sario. Puede observarse que en relacidn a dicho contenido el
aumento en la concentracidn circulante de GH fue en todos los
casos y para cada una de las dosis muy superior en los diabéti
cos dado su reducido contenido hipofisario, observidndose ademés
una estrecha relacidn entre dosis empleada y aumento en la con-

centracidén plasmltica de hormona de crecimiento.

I. SINTESIS DE GH EN HIPOFISIS INCUBADAS IN VITRO

En los experimentos anteriormente descritos hemos observa-
do consistentemente que las hipdfisis de las ratas diabéticas
presentan un contenido reducido de hormona de crecimiento en
comparacidn con el tejido procedente de animales controles. En
este experimento quisimos observar de una forma directa el efec
to de la diabetes sobre la sintesis hipofisaria de hormona de
crecimiento. Esto se realizd midiendo la incorporacidn de un
aminodcido marcado a la GH en hipdfisis precedentes de ratas
controles o de animales diabé&ticos tratados con insulina o con

salino.
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Protocdlo experimental

Se usbé un total de 15 animales cuyo peso inicial fue
aproximadamente de 98 gramos. Diez de ellos se hicieron diabé-
ticos tras la administracidn de 7 mg de STZ por 100 gramos de
peso corporal, después de un ayuno previo de 24 horas.

Dos dias después de haber sido provocada la enfermedad,
cinco de las ratas diabéticas recibieron una inyeccidn diaria
de 3 U de insulina, tratamiento que se prolongd durante 15
dias. Los restantes animales diabéticos asi como los controles
fueron inyectados a diario con salino durante el mismo periodo
de tiempo. Todos los animales estuvieron sometidos a las mismas
condiciones ambientales permitiéndoles comer y beber "ad libitum".
Al finalizar el periodo de experimentacidn, las ratas fueron
sacrificadas por decapitacidn con guillotina. Una vez extraida
la hipbfisis, ésta fue colocada en un medio salino. Posterior-
mente cada adenohipdfisis fue introducida en un vial que conte-
nia 0.5 ml de Krebs-Ringer-Bicarbonato (KRB) y 1.25 mg de glu-
cosa. En estas condiciones, los viales se colocaron en un bafio
Dubnoff en agitacidn donde permanecieron durante 1 hora a 372 C.
Durante el primer cuarto de hora se gasearon los viales con una
mezcla de 95 % 0, v 6§ % CO,. Este periodo se considerd de prein
cubacidn y tiene por objeto eliminar las células rotas durante
la manipulacidén del tejido. A continuacidn, tras descartar ese
medio, se agregd a cada vial 0.5 ml de KRB que contenian 0.2 uCi
de leucina -H®. Tras gasear durante 15 minutos con la misma mez
cla que anteriormente se menciond, los viales fueron incubados
por espacio de 3 horas a 37 2 C en idénticas condiciones a las
del periodo de preincubacidn. Finalizadas las 3 horas para eli-
minar el medio incluido en el tejido, las adenohipdfisis fueron

lavadas con salino y posteriormente homogenadas en 0.5 ml de
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agua destildda, midiéndose la radiocactividad en una alicuota
tanto del medio de incubacidn como del homogenado. Con objeto
de conocer la radiocactividad incorporada a la molécula de GH,
0.1 ml de cada medio o de cada homogenado hipofisario se hicie
ron reaccionar con un exceso de anticuerpo anti-rat-GH y de

22 anticuerpo para consegulr una mayor precipitacidn del comple
jo antigeno-anticuerpo. El primer anticuerpo se utilizd a una
dilucidn final 1/3000. Posteriormente los viales se centrifuga
ron a 2000 r.p.m. durante 60 minutos, determinindose la radioac
tividad del precipitado como % de la existente antes de reali-

zar la inmunoprecipitacidn.

Resultados

Al finalizar el periodo de experimentacidn, los animales
diabéticos presentaron una pérdida de peso corporal (x + D.S)
de -3.2 + 9.2 g, mientras que las ratas controles en este tiem-
po incrementaron su peso en 118. 3 + 5.6 g. El tratamiento con
insulina aunque no normalizd el peso de los animales diabéticos
tuvo sin embargo un efecto positivo sobre él, ya que el incre-
mento de peso en este grupo fue de 44.2 + 6.0 g. Ademés, las ra-
tas diabéticas + salino presentaron elevados niveles de glucosa
en plasma (510 + 78 mg/100 ml), mientras que los animales diabé
ticos + insulina, una hora despuds de la administracidn de-la

hormona, presentaron una glucosa plasmética de 152 + 20 mg/100ml.

Como puede observarse en la Fig. 32, panel superior izquier
do, la radioactividad total incorporada fue significativamente
mds alta en las adenohipdéfisis procedentes de los controles que
en cada uno de los otros dos grupos restantes (F = 22.48; d.f:
2.13; p < 0.001), siendo asimismo superior la radioactividad

existente en hipdfisis de animales diab&ticos + insulina compa-
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Sintesis hipofisaria de GH in vitro
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rada con la observada en hipéfisis procedentes de ratas diabé-
ticas + salino (p < 0.001). Como consecuencia de la diferente
incorporacidén de leucina -u% a la adenohipéfisis de cada uno

de los grupos, el medio de incubacidn correspondiente al tejido
de los animales diabéticos + salino tenia una radioactividad
superior (169813 + 5864 d.p.m./05 ml) que la contenida en el me
dio de cada uno de los otros dos grupos (154433 + 7018 y 153111+
+ 11008 d.p.m/0.5 ml) entre los cuales no hubo diferencias. En
el panel superior derecho de la misma figura, se representa

la radiocactividad inmunoprecipitable unida al anticuerpo especi
fico de la GH en cada uno de los grupos. Este valor fue més alto
en el tejido de las ratas controles que en cada uno de los dos
grupos (F = 73.92; d.f: 2, 13; p < 0.001) siendo a su vez dicha
radioactividad superior en las ratas diabéticas + insulina>que
la correspondiente al grupo de ratas diabéticas + salino (p

< 0.001), No obstante el porcentaje de radiocactividad inmunopre
cipitable (radiocactividad inmunoprecipitable en el tejido como

% de la radioactividad total incorporada a él1) fue de 21.6 + 1.6
en controles y 22.1 + 4.7 y 23.4 + 2.1 en hipéfisis procedentes
de ratas diabéticas + insulina y diabéticas + salino respectiva-
mente. Como era de esperar la radioactividad inmunoprecipitable
del medio fue muy pequefia y del orden de 3.77 + 0.53 % en contro
les, 4.28 + 0.07 para diabéticas + insulina y 4.87 + 0.14 % en
los animales diabéticos + salino. Este {ltimo valor fue signifi-
cativamente superior respecto a los dos grupos restantes

(F = 10.09; d4.f 2,13; p < 0.001). Este aumento de la radiocacti-
vidad inmunoprecipitable del medio correspondiente a las ratas
diabéticas + salino, no justifica la menor incorporacidn de

3

leucina -H” a la molécula de GH encontrada en este grupo respec

to a los controles o diabéticos + insulina.

Cuando la radioactividad inmunoprecipitable del tejido se
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calcula en relacidn al peso hipofisario de cada uno de los gru
pos (Fig. 32, panel inferior izquierdo), de nuevo se evidencia
una menor incorporacidn deleucina--H3 a GH en el tejido de los
animales diabéticos + salino en comparacidn con los otros gru-
pos, entre cuyos valores medios no hubo diferencia. Sin embar-
go, cuando la leucina-—H3 incorporada a GH se relaciona con el
contenido de GH en glédndula se halla una relacidn muy semejante
en los tres grupos experimentales. Ello queda justificado por
el diferente contenido de GH en gldndula de cada uno de los gru
pos, 352 + 14 para controles, 350 + 27 en diabéticas + insulina
y 189.9 + 32.6 pg/hipéfisis en diabéticas + salino (los valores
son medias + D.S).
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A. VARTACIONES DIURNAS DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO EN PLASMA
E HIPOFISIS EN RATAS

Los resultados del experimento en el que se determind
la concentracidén de GH en plasma, asi como el contenido de la
hormona en hip6fisis, en grupos de ratas sacrificados en dis-
tintos momentos de los periodos de luz y oscuridad del dia,
ponen de manifiesto la existencia de una gran fluctuacidn de
estas variables a lo largo de las 24 hr del dia en ratas machos
adultas. (Fig. 8).

El nivel de GH en plasma en muestras tomadas por decapita
cidén de los animales, tuvo valores bajos desde las 3:00 hasta
las 6:00 hr, y se elevd posteriormente presentando niveles préc
ticamente constantes entre las 9:00 y 12:00 hr. Posteriormente
sufre un descenso al cual corresponden los valores obtenidos
entre las 13:00 y las 18:00 hr, seguidamente se observa una
nueva elevacidn, detectdndose los valores mds altos de GH duran
te el dia a las 21:00 hr. Se observan por tanto dos tiempos de
méxima secrecidn de GH, uno durante el periodo de luz y el otro

durante el de oscuridad.

El patrdén de secrecidn de GH en ratas machos observado en
este estudio no es enteramente coincidente al obtenido por

Tannenbaum y cols (1976). Estos autores detectan 6 & 7 picos de

brotes de secrecidén a lo largo del dia, que presentan una perio
dicidad de 3:30 hr, los cuales alcanzan valores superiores a
200 ng/ml. La diferencia en el nlmero de picos observado en
nuestro estudio y en el de los citados autores, puede deberse a
la diferencia existente en la frecuencia con que se han tomado

las muestras en cada uno de los estudios. Tannesbaum y cols.

determinaron la concentracidn de GH en plasma en muestras toma-
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das cada 15 minutos, y nosotros con una periodicidad de 1:30-
3:00 hr, lo cual puede hacer que hallamos perdido determinados

impulsos de la secrecidn hormonal.

En cuanto a la diferencia en los valores de GH en plasma
entre ambos trabajos puede deberse principalmente a dos causas.
Primero a la diferencia de peso corporal de las ratas usadas
en cada uno de los estudios, mientras nuestros animales presen

taban un peso medio de alrededor de 200 gr, los de Tannenbaum y

cols eran mucho mds grandes, pesando entre 300 y 400 gr. Exis-
te un segundo factor que posiblemente explique la diferencia de
la concentracidn de GH en plasma entre ambos trabajos. En nues-
tro estudio cada una de las muestras de sangre se obtuvo por de
capitacidén de un animal, mientras que en el trabajo citado, rea
lizaron sucesivas tomas de sangre, por puncidn orbital, en un
mismo animal, o sea a cada animal se le sacd sangre cada 15 mi-
nutos a lo largo de las 24 hr del dia. Puesto que el volumen
sanguineo es alrededor del 8 % del peso corporal, no cabe duda
que la toma de repetidas muestras de sangre de un mismo animal
ha debido de inducir un cambio homostldtico, el cual puede haber
sido responsable de los valores tan altos de GH en plasma obser
vado por estos autores. Andlogas diferencias en la concentracidn

de GH en plasma se observa en el ratdén, las cuales,Sinha y cols.

(1977) concluyen que se deben a que la toma de sangre sea por
decapitacidn o en muestras seriadas procedentes del mismo animal.
Estos resultados enfatizan la necesidad de tomar suficientes pre
cauciones en el disefio experimental, en el que el procedimiento
mismo pueda alterar profundamente el patrdn natural de la secre-
cidén de una hormona. Los resultados sobre el perfil de secrecidn
de GH a lo largo del dia en ratas machos adultas son conflicti-

vos (Takahashi y cols. 1971, Dunn y cols. 1974, Tannenbaum y Mar-

tin 1976). Diferencias en edad, peso corporal, manejo de los

animales, procedimiento de la toma de muestra y otras variables
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podrian explicar las diferencias en el perfil natural de GH

a lo largo del dia, encontrada por los distintos autores.

En el contenido de GH en hipéfisis se evidencia asimismo
cambios a lo largo del dia. La diferencia de GH en hipéfisis
en ratas sacrificadas a distintos tiempos a lo largo del dia pa
rece que no puede estar justificada por los brotes de secrecidn
de la hormona, ya que la magnitud de las variaciones de la hor-
mona en plasma (ng/ml) son relativamente pequefias, y no deberia
alterar perceptiblemente el contenido de la hormona en la glan-
dula (ug/hipdfisis). Pero dado la estrecha correlacidn existen-
te entre la concentracidén de GH en plasma y su contenido en hi-
pbfisis, se sugiere que muy posiblemente cada periodo de médxima
secrecidn hormonal pueda ser coincidente con el de mixima capa-
cidad de sintesis de la hormona por las células somatotropas
adenohipofisarias.

La observacidn de los valores de GH en plasma nos decidid
a sacrificar a los animales de los experimentos posteriores en-
tre las 9:00 y las 11:00 hr. Este tiempo presentaba las siguien-
tes ventajas: primero, en este periodo la GH en plasma presenta
valores mds constantes; segundo, los valores de GH en este in-
tervalo son altos, situacidn en la que es méds facil detectar di
ferencias en este patrdn entre distintos grupos experimentales,
y por Gltimo, presenta la ventaja de disponer cdmodamente del
tiempo necesario para la toma de muestra de los distintos teji-

dos, asi como de su preparacidn y almacenamiento.

B. EFECTOS DE LA DIABETES EN RATAS MACHOS

Caracteristicas de la diabetes inducida por streptozotocin

El STZ es un derivado N-nitroso de la glucosamina cuyo efec
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to diabetdgeho se atribuyd en un principio a que producia de-

granulacidén en las células B del péncreas (Arison y cols.

1967, Rakieten y cols. 1963), y posteriormente se ha demostra

do que produce una necrosis selectiva en dichas células (Junod

y _cols. 1967, Chang y Schneider 1971). Karunanayake vy cols.

(1976) han estudiado el metabolismo del STZ, usando el compues

4 .. .
1 en tres posiciones diferentes, en ratas con

to marcado con C
cdnulas implantadas en la uretra y en el conducto biliar. La
orina recogida en la primera hora contenia la proporcidn més

9,

alta de radiocactividad, que varid entre un 34 y 40 % segln la

posicidn del ot

, ¥y en las primeras 6 h el porciento de radioac
tividad excretado en orina fue del 70 %, mientras que en bilis

fue sdlo del 3 %.

En nuestros experimentos, los animales inyectados con 7 mg
de STZ por 100 g de peso corporal presentaron todas las carac-
teristicas del sindrome diabético. Tanto el consumo de comida
como el de bebida de las ratas diabéticas fue muy superior al
de los controles (32 + 3 g vs 23 + 1.9 g, p < 0.01; 60 ml vs.
12 ml/24 h, p < 0.001). E1l volumen de orina en este mismo perio
do en las ratas diabéticas fue 6 veces superior al de los con-
troles, y la excrecidn de glucosa en orina en ellos presentd
una relacidn estrecha con el grado de poliuria, existiendo un
alto grado de correlacidn entre ambas variables (r = 0.883,

n = 23, p < 0.001). La gucosa plasmidtica presenta valores muy

elevados en todos los animales inyectados con STZ.

Sin embargo cuando intentamos establecer un diferente gra
do de diabetes por la administracidn de 6 & 7.5 mg de STZ por
100 g de peso corporal, encontramos que ni la glucosa en plasma
ni el crecimiento permiten establecer una diferencia en la in-
tensidad de la diabetes inducida, ya que los valores de los dos

pardmetros en cada uno de los grupos son muy parecidos. Esto
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quizd pueda explicarse por los resultados de Junod y cols.

(1969). Estos autores exploraron la interrelacidn de la dosis
de STZ administrada en ratas y la respuesta diabetogénica me-
dida por el volumen de orina, la excrecidn de glucosa por esta
via, hiperglucemia, crecimiento y la concentracidn de insulina
immunoreactiva en plasma y su contenido en péancreas. Encontra-
ron que las ratas inyectadas con 4.5, 5.5 y 6.5 mg de STZ/100 g
de peso presentaban una concentracidn de glucosa plasmitica y
niveles de insulina circulantes muy semejantes entre si, mien-
tras que el contenido de insulina en pancreas desciende progre
sivamente al aumentar la dosis de STZ administrada. El creci-
miento corporal estd igualmente inhibido en los animales que
recibian 5.5 & 6.5 mg de STZ, mientras que el de las ratas con
4.5 mg, aunque mds bajo que el de las ratas normales, era mis
alto que el de los otros grupos. Estos autores llegan a la con
clusidn que el mejor indice para medir el grado de diabetes es

el contenido de insulina en pancreas.

A pesar de que cada una de estas alteraciones se puede
evidenciar en cada animal diabético, sin embargo, la intensidad
de ellas en cada uno de los grupos experimentales, y alin en ca-
da uno de los individuos pertenecientes a un mismo grupo, aungque
muy similares no son cuantitativamente idénticas. Ello queda re
flejado en la gran variabilidad que presentan los valores de
glucosa en plasma, poliuria, glucosuria y crecimiento en un mis
mo grupo experimental. Pensamos que la gran variabilidad de los
distintos indices diabetogénos en los distintos animales que
componen un mismo grupo pueden estar originadas por varias cau-
sas. Primero, el estado de postabsorcidn puede haber sido dife
rente en cada uno de los animales que han tenido libre acceso a
la comida durante el periodo previo al tiempo de ayuno. En al-

gunos, el ayuno puede haber sido realmente el del tiempo fijado
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en cada experimento, pero en otros podria ser mucho mids prolon
gado, lo cual podria afectar y diferenciar la absorcidn del
agente diabetdgeno en cada uno de los animales. Pero ademis,
las diferencias cuantitativas en el grado de diabetes induci-
da, puede quizd explicarse en parte por el hecho de que el

STZ se administra con arreglo al peso corporal del animal. Es-
te criterio seria correcto en el caso de que el tamafio del pén
creas, y sobre todo el nimero de sus islotes creciera en pro-
porcidn directa al peso del animal. Es decir, que una rata de
300 g de peso tuviera un pancreas cuyo contenido en cé&lulas B
fuese 3 veces el existente en la gldndula de un animal de 100 g.
Nosotros no hemos encontrado en la literatura datos que nos
orienten en este sentido, pero por nuestra experiencia, hemos
observado que tras la administracidén de 7 mg 6 10.5 mg de STZ
a ratas de 100 & 150 g de peso, respectivamente, murieron el
20 & 25 % de las ratas durante un periodo de diabetes de 15 &
20 dias. Sin embargo, cuando siguiendo igual criterio hemos
querido hacer diabéticos a animales de 300 g por la administra
cidén de 21 mg de STZ, el 50 % de ellos murieron dentro de las
primeras 48 h, encontrdndose un alto contenido de grasa en hi-
gado y presentando el plasma un aspecto oleaginoso muy intenso.
Estos hechos parecen indicar que la diabetes inducida en los
animales de méds peso habia sido més intensa que la de los més
jbévenes, lo que sugiere que el tamafio del pancreas y sobre to-
do el contenido de sus islotes no sean enteramente paralelos
al peso corporal.

El tratamiento de las ratas diabéticas con insulina mejord
cada una de las alteraciones inducidas por la diabetes. Las ra
tas diabéticas tratadas con 1.0, 2.0 6 3.0 U de insulina presen
taron una disminucidn progresiva del volumen de orina, la excre
cidén de glucosa en orina y de los niveles plasmlticos de gluco-

sa, sin embargo ninguno de estos pardmetros se normalizaron ni
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aln en los animales tratados con la dosis m&s alta de la hor-
mona. Por el contrario, el incremento de peso corporal que fue
negativo en los animales diabéticos, el tratamiento con 1.0 U
de insulina por 100 g de peso y dia tuvo un efecto positivo
aunque no lo normalizd, hecho que se evidencid sblo en los ani

males tratados con 3 U de la hormona.

Efectos de la diabetes sobre el crecimiento y el contenido de

GH en plasma e hipdfisis.

Es sabido desde hace mucho tiempo de la diabetes induce
grandes alteraciones en otros componentes del sistema endocri-
no. En efecto, estd bien demostrado que la falta de niveles nor
males de insulina o las alteraciones metabdlicas que ello lle-
va consigo induce una hipofuncidén de los sistemas hipéfisis-gd

nadas (Houssay y Foglia, 1946) e hipbéfisis-tiroides (Jolin y

cols., 1978) mientras produce una hiperfuncién en el sistema
hip6fisis adrenal. La causa principal de la hipofuncidn de cada
uno de dos sistemas citados parece estar a nivel hipofisario,
aunque ello no descarta la existencia de alteraciones a nivel
hipotaldmico o de las gldndulas dianas de las gonadotrofinas y
de la hormona tirotropa. En efecto, las ratas diabéticas por
alloxan o STZ presentan una disminucién de la sintesis y secre-

cibén de las gonadotrofinas hipofisarias (Houssay y Foglia, 19u46)

y de la hormona tirotropa (Pericds y Jolin, 1977, Jolin y Gonza-

lez, 1978), habiéndose demostrado ademds que el contenido de
TRH hipotalé&mico es mds bajo en el animal con niveles deficien-

tes de insulina que en ratas normales (Montoya y cols., 1978).

En contraposicidn a estos efectos de la diabetes, el sistema
hipéfisis-adrenal esti estimulado en esta situacidén. L'Age y
cols. (1974) han demostrado que las ratas diabéticas por la admi

nistracidén de alloxan presentan una alteracidn del ritmo circa-



165.

diano de corticoides, lo que se evidencia por un aumento de los
niveles plasmiticos de coricosterona durante la mafiana, tiempo
en el que se observan los niveles mids bajos en situacidén normal,
y en respuesta a un stress de tipo medio o intenso o a la admi-
nistracidén de ACTH, los animales diabé&ticos presentan una secre-
cidn de corticosterona mucho mids alta de la de los animales con-
troles. Estos resultados,parecen indicar que las glandulas adre-
nales del animal diabético tienen una gran sensibilidad al esti-
mulo ejercido por su hormona trdfica. Pero del hecho que las ra-
tas diabéticas requieren dosis mids altas de dexametasona para
disminuir o normalizar la secrecidn de ACTH, medida por su efec-
to sobre la secrecidn de corticoides en respuesta al stress, ha-
ce pensar que la diabetes altera las caracteristicas de los com
ponentes ACTH-corticoides, elevando el '"set-point" del mecanismo
de feed-back de este sistema.

Ademis de estas alteraciones, la diabetes afecta profunda-
mente el crecimiento y desarrollo. Las ratas controles en fase
de crecimiento presentan un aumento progresivo del peso corporal
al aumentar la edad, existiendo una correlacidn positiva entre
ambos parémetros (p < 0.001). Sin embargo, las ratas diabéticas
por la administracidn de 7 mg de STZ por 100 g de peso, presen-
tan un peso corporal medio que se mantiene précticamente invaria
ble en los distintos intervales después de iniciarse la diabe-
tes, incluidos en este estudio (Fig. 9). Segin Steiner, (1966)
en ratas las variaciones de peso corporal constituyen un buen
indice del grado de diabetes inducida. Asi, mientras que el in-
cremento de peso en un animal normal es de alrededor de 3 gr por
dia, el de una rata con una diabetes de tipo medio es de 0.5 gr,’
produciéndose una inhibicidn del crecimiento progresivamente
mis profunda en los animales con una diabetes de tipo medio o

intensa.
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Paralelamente a las diferencias existentes entre el peso
corporal de las ratas diabéticas y controles en cada uno de los
periodos incluidos en este estudio, el contenido de GH en hipd-
fisis en las ratas diabéticas es significativamente mds bajo
que el de los respectivos grupos controles (Fig. 10). En los
animales controles se observa un aumento progresivo del conteni
do de GH en hip6fisis al aumentar la edad del animal, mientras

que las ratas diabéticas presentan una disminucidn progresiva
en dicho contenido al aumentar el tiempo de diabetes, de for-
ma que el contenido hipofisario en GH en las ratas sacrificadas
27 dias después de la administracidn del STZ fue aproximadamen-
te un 10 % del correspondiente a su grupo control. A un tiempo
tan corto como 2 dias después de iniciarse el estado diabético,
el contenido hipofisario en hormona de crecimiento de las ratas
diabéticas respecto al de los controles presenta un nivel de
significatividad del 5 %. Estos resultados concuerdan con los

obtenidos por Lawrence, Contopoulos y Simpson (1958). Estos

autores, valoraron la GH por bioensayo y encontraron que el con-
tenido de GH en hipéfisis en las ratas diabéticas 7 semanas des
pués de la administracidn de alloxan era 16 veces mds baja que

el valor encontrado en los controles.

Contrariamente a lo que cabria esperar de las diferencias
existentes en el peso corﬁbral y en el contenido de GH en hipd-
fisis entre los animales controles y diabéticos, estos Gltimos
presentan una concentracidén de GH en plasma muy similar a la de
los controles (Fig. 10), sin que en ninguno de los experimentos
realizados a lo largo de tres afios, se haya podido poner de ma-
nifiesto diferencias significativas en el valor de este parédme-
tro entre ratas diabéticas y controles. Nuestros resultados obte
nidos por radioimmunoensayo no concuerdan con los obtenidos por

bioensayo por Lawrence y cols. (1958). Estos autores encuentran

que la potencia del plasma para inducir un aumento del peso cor
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poral de ratas hipofisectomizadas es mucho més intensa cuando
el plasma de la rata donante procedia de animales normales que
cuando era de ratas diabéticas. Por otra parte, la anchura del
cartilago proximal de la tibia del animal hipofisectomizado
(170 + 3 u, media + es), presenta un aumento significativo en
aquellos animales inyectados con plasma procedente de ratas con
troles (210 + 9 u), mientras que el tratamiento de las ratas
hipofisectomizadas con plasma procedente de ratas diabéticas no
cambia significativamente el valor de este parémetro (176 + 4 u).
Estos autores llegan a la conclusidn de que la diabetes disminu
ye la actividad bioldgica del plasma para promover el crecimien
to en el animal hipofisectomizado, asi como para estimular la
anchura del cartilago de la tibia. De nuestros resultados y de
los obtenidos por Lawrence y cols. parece deducirse que los va-

lores de la concentracidén de GH en plasma obtenidos por RIA o
por bicensayoc no son coincidentes. No cabe duda que ambos ensa-
yos son diferentes, el bioensayo mide la actividad bioldgica

de la hormona mientras que el radioinmunocensayo mide su capaci-
dad inmunoldgica.

Ademds de la valoracidn por RIA de la hormona de crecimien
to en hipdfisis, se determind mediante geles de poliacrilamida
la banda correspondiente a la GH, para lo cual se corrid un pool de
homogenados hipofisarios de cada uno de los grupos experimenta-
les. Como puede observarse (Figs. 11 y 12) a los 5 dias de haber
inducido la enfermedad ya se observan diferencias entre contro-
les y diabéticos en la banda correspondiente a la hormona de
crecimiento, diferencias que se van acentuando a medida que trans
curre la enfermedad. Las diferencias entre ambos grupos no son
sbdlo cuantitativas sino también cualitativas, ya que en contro-
les el pico correspondiente a la GH estd bien definido, mientras
que en diabéticas posee una deformacidén debido a la aparicidn
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de un componente de mayor movilidad electroforética que se
acentlla a medida que transcurre el tiempo después de la inyec-
cidn del STZ siendo muy patente en los grupos diabéticos de

15 y 27 dias. Posiblemente dicho componente sea el reflejo de
una heterogeneidad hormonal existente a nivel hipofisario

(Frohman y cols., 1972)

C. EFECTOS COMPARATIVOS DEL HIPOTIROIDISMO INDUCIDO POR PERCLO-
RATO (ClOu_), PROPILTIOURACILO (PTU) O TIROIDECTOMIA Y LA DIA-
BETES SOBRE EL CRECIMIENTO

Las anomalias existentes entre los resultados del conteni
do de GH en hip6fisis y de la concentracidn de la hormona en
plasma, asi como entre los resultados de GH en plasma obtenidos
por biocensayo o por RIA, nos llevd a realizar un estudio compa-
rativo del efecto de la diabetes y del hipotiroidismo sobre la
secrecidn hipofisaria de GH. El hipotiroidismo es una situacidn
donde estd bien establecida que la falta intensa de hormonas
tiroideas circulantes disminuye el contenido de GH en hipdfisis
asi como los niveles plasmidticos de la hormona medidos por RIA
(Daughaday y cols., 1968, Peake y cols., 1973) '

Como era de esperar el hipotiroidismo inducido por tiroidec
tomia o por el tratamiento con PTU o ClOuK, indujo un retraso
del crecimiento, el cual fue muy similar en cada uno de los
tres grupos. Consecuentemente a la inhibicidén en la sintesis y
secrecidn de hormonas tiroideas inducida por cada uno de estos
tratamientos se observa un aumento en la secrecidn hipofisaria
de TSH en cada uno de los grupos de ratas hipotiroideas, cuyos
animales presentan una concentracidn plasmidtica de TSH signifi-
cativamente mds alta que la encontrada en las ratas controles

(p < 0.001), no existiendo diferencias significativas en el va-
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lor de este pardmetro entre los distintos grupos de animales
hipotiroideos, lo cual lleva a la conclusidn que el hipotiroi-
dismo desarrollado por cada uno de los tres tratamientos es
del mismo grado.

- La comparacidn del peso final, asi como de las variaciones
del peso correspondientes a los 17 dias del periodo de experi-
mentacidén de cada uno de los grupos de ratas hipotiroideas y de
los animales diabéticos con respecto a los valores de las ra-

tas controles alimentadas ad libitum, pone claramente de mani-

fiesto que tanto el hipotiroidismo como la diabetes afectan pro -
fundamente el crecimiento. Sin embargo, las ratas hipotiroideas
presentan un crecimiento lento pero positivo a lo largo del pe-
riodo de experimentacidn, en cambio, los animales diabéticos
sufren una disminucidén del peso corporal. Estos resultados nos
llevan a concluir que la diabetes afecta al crecimiento de una

forma més intensa que el hipotiroidismo (Fig. 13).

La falta de niveles normales de hormonas tiroideas circulan
tes asi como de insulina reduce intensamente el contenido de GH
en hipéfisis. Pero puesto que el valor de este pardmetro es sig
nificativamente mds bajo en las ratas diabé&ticas que en los ani
males tiroidectomizados o en los tratados con cada uno de los
antitiroideos (p < 0.05), ello nos lleva a conclulr que en nues
tras condiciones experimentales el grado de diabetes inducido
afecta el contenido de GH en hipéfisis de una forma mds intensa

que el hipotiroidismo.

Sin embargo, la comparacidn de la relacidén del contenido
de GH en hipbfisis y la concentracidn plasmética de la hormona
de los animales diabéticos y de los hipotiroideos,sugiere la

existencia de grandes diferencias entre estas dos situaciones
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(Fig. 13). En el hipotiroidismo, una reduccidn del contenido

de GH en hipdéfisis disminuye la secrecidn hipofisaria de la
hormona, lo que estd apoyado por el hecho de que las ratas hi-
potiroideas mantienen niveles bajos de GH circulantes (Eisen-
berg v cols., 1972, Hervds y cols., 1975, Montes y cols., 1977).

Sin embargo, en la diabetes la relacidn entre el contenido de
GH en hipéfisis y los niveles plasmiticos de la hormona presen-
tan una relacidn distinta a la observada en el hipotiroidismo.
Los animales diabéticos, con un pool bajo de GH en hipéfisis, son
capaces de mantener niveles aparentemente normales de GH en
.. . . .
plasma, lo que parece 1ndicar que el proceso de secrecidn esta

muy estimulado en este sindrome.

Por otra parte, puesto que la diabetes es una situacidn que
ha sido calificada por Claude Bernard (1849) como de hambre en'

medio de la abundancia, es por lo que en este experimento hemos
comparado los efectos de la diabetes sobre el contenido de GH
en hipéfisis y los niveles de la hormona en plasma con los de
las ratas sometidas a una alimentacidén reducida de forma que

su crecimiento fuese lo mds parecido posible al de las ratas
diabéticas. Esto no se consiguid completemente, puesto que si
bien estos animales mantenian un crecimiento mucho mds reducido

que el de los controles alimentados ad libitum, este era sin

embargo superior al de las ratas diabéticas. No obstante,la com
paracidn de los resultados de ambos grupos nos llevan a la con-
clusidn de que el mantener a un animal normal con una cantidad
de dieta que era aproximadamente 1/3 de la consumida por un con
trol, aunque disminuye de forma significativa el contenido de
GH en hipéfisis respecto al valor de los controles, lo hace de
una forma mucho menos intensa que la inducida por la faltz de
niveles normales de insulina. Por otra parte, no se detectan di

ferencias entre los niveles de GH en plasma de ambos grupos.
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D. EFECTOS DE LA INSULINA EN RATAS DIABETICAS

Los resultados presentados en los dos experimentos pre-
viamente descritos, demuestran claramente que la diabetes expe
rimental inducida por streptozotocin en ratas, cuando éstas es
tdn en fase de crecimiento, induce una parada intensa en el
crecimiento asi como del contenido hipofisario de GH. Como el
STZ, agente empleado para inducir la diabetes, parece tener

efectos tdxicos a nivel renal (Sadof, 1970; Loftus y cols.,

1974), y posiblemente a otros niveles, creimos de interés el
estudiar los efectos de la administracidén de insulina sobre el
crecimiento y el contenido de GH en hip8fisis de las ratas dia-
béticas. Si el tratamiento de estos animales con insulina no me
jora o corrige estas alteraciones, ello querria decir que ellas
eran irreversibles, y que podian estar causadas en parte por la
falta de niveles normales de insulina, pero no descartaria el
que puediesen estar inducidasdirectamente por el agente diabetd
geno. Si por el contrario, las alteraciones del crecimiento y
del contenido de GH en hipéfisis observadas en las ratas trata-
das con STZ, se mejoraban o normalizaban por el tratamiento con
insulina, ello querria decir que dichas alteraciones son el re-
sultado de la falta de niveles normales de la hormona, o de las

alteraciones metabdlicas o endocrinas que ello lleva consigo.

Los resultados presentados en la Fig. 14, demuestran clara
mente que los animales diabéticos con salino presentan una poliu
ria muy acusada lo que va acompafiado por una gran pérdida de
glucosa por esta via. La cantidad de glucosa excretada en 2Uu ho
ras por las ratas diabéticas fue 35 veces superior al valor de
esta pardmetro en los controles. El tratamiento con 1.0, 2.0 &
3.0 U de insulina por 100 g de peso corporal y dia durante 7
dias indujo una disminucidén progresiva del volumen de orina asi

como de su contenido de glucosa, sin embargo, ninguno de estos
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pardmetros se normaliza ni aln por el tratamiento con la dosis
mds alta de la hormona. De acuerdo con estos resultados la con
centracidn de glucosa desciende significativamente en cada uno
de los grupos de ratas diabéticas tratadas con dosis progresiva
mente mds altas de la hormona, sin que el valor de este parime-

tro llegue a normalizarse en ninguno de los grupos.

Por otra parte, los resultados presentados en la Tabla 2,
ponen de manifiesto que los efectos contrapuestos de la diabe-
tes sobre el peso del tiroides y de las adrenales se corrigen
por la administracidén diaria de 2 8 3 U de insulina, como 1lo
demuestra la falta de significatividad entre el peso de estas
gldndulas de los grupos tratados con las referidas dosis de in-

sulina y los de las ratas controles.

En este estudio, los animales diabéticos presentaron una
gran pérdida de peso corporal, lo cual puede explicarse por la
gran movilizacidén de grasas asi como del aumentado catabolismo
proteico que tiene lugar en ellos. El catabolismo de las protel
nas proporcionard al higado los aminodcidos necesarios para
que tenga lugar una gluconeogdnesis aumentada, lo cual contri-
buird a mantener los altos niveles de glucosa en plasma de es-
tos animales (Fig. 14). El tratamiento con 1 U de insulina indu
jo un aumento significativo del peso corporal frente al valor
del grupo de los animales diabé&ticos con salino (p < 0.001),
hecho que se intensifica al aumentar la dosis de insulina admi-
nistrada, presentando las ratas diabéticas con 3 U de insulina

una velocidad de crecimiento andloga a la del grupo control.

Paralelamente a los cambios inducidos por la diabetes y
por el tratamiento con insulina sobre el crecimiento, se obser-
va una intensa disminucidn del contenido de GH en hipéfisis en

las ratas diabéticas y una recuperacidn hacia la normalizacién
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del valor de este parédmetro por el tratamiento con insulina.
En efecto, las ratas diabéticas presentan una disminucidn sig-
nificativa del contenido de GH en hipdéfisis respecto al valor
del grupo control, tanto si la GH en hipdfisis se expresa en
ug por glidndula como si se hace en ug por mg de fejido. El
tratamiento con 1 U de insulina produjo un aumento significati
vo del contenido de GH en hipéfisis respecto al valor de las
ratas diabéticas con salino (p < 0.001), incrementéndose el va
lor de este parlmetro en los grupos de ratas diabéticas que re
cibian 2.0 y 3.0 U de la hormona. Sin embargo, ni ain con la
dosis miAs alta de la hormona se consigue una nérmalizacidn del
valor de este pardmetro (Fig. 15).

Nuevamente se evidencia en este experimento, que a pesar
de las diferencias entre el contenido de GH en hipdfisis de 1los
animales diabéticos y el de los controles, o el de cada uno de
los grupos de ratas diabéticas tratadas con distintas dosis de
insulina, los animales diabéticos mantienen unos niveles de GH
circulantes anidlogos al de las ratas controles o al de cada uno
de los grupos tratados con dosis crecientes de insulina (Fig.
15). Esta Qltima observacidn, sefiala el papel que posee la insu
lina sobre el crecimiento, ya que del hecho de que los animales
diab&ticos tratados con insulina y los no tratados mantengan
précticamente los mismos niveles circulantes de GH, existiendo
sin embargo grandes diferencias en el crecimiento a favor de los
que recibieron insulina, es indicativo del papel que esta hormo-
na juega sobre el crecimiento y sobre el anabolismo en general.

Hemos de tener en cuenta que la accidn {ltima de la GH so-
bre el crecimiento se halla mediada a través de la (s) somato-
medina (s) (el llamado primitivamente factor de sulfatacidn por

Salmon Daughaday), por lo tanto unos niveles normales o elevados

de GH en plasma no son siempre origen de un crecimiento normal
o acelerado. Existen situaciones como el enanismo tipo Laron,
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donde a pesar de los altos niveles circulantes de GH existe un

notable retraso en el crecimiento (Daughaday y cols., 1969),

posteriormente se ha sabido que dichos pacientes mantienen una
reducida actividad somatomedina en suero (Daughaday 19875,
Daughaday y cols., 1969, Kostrup y cols., 1975). Aunque en un

principio se postuld que el fallo residia en la falta de activi
dad bioldgica en la molécula de GH (Laron y cols., 1966), sin

embargo, pudo comprobarse que la actividad somatomedina medible
en plasma de dichos pacientes tampoco respondia a la administra

cién de GH exSgena (Laron y cols., 1971). Se concluyd que en di

chos pacientes el retraso en el crecimiento residiria en la ca-
rencia de receptores para hormona de crecimiento o en un defec-

to en la generacidn de somatomedina (Daughaday y cols., 1972).

El enanismo tipo Laron representa un caso tipico de correlacidn
negativa entre GH y crecimiento. Una situacidn semejante de ba-
ja actividad somatomedina a pesar de la elevada concentracidn
plasmética de GH, es la malnutricién infantil (Van den Brade
1975, Schimpff vy cols., 1974, Grant y cols., 1973, Pimstone vy

cols., 1966), sin embargo, en esta situacidén la causa reside en
la presencia en plasma de un inhibidor de la somatomedina que im
pide la incorporacidn de sulfato al cartilago. Con la realimenta
cidén aumenta la actividad somatomedina medible en plasma y des-

cienden los niveles circulantes de GH.

Aunque en un principio se creyd que la actividad somatomedi
na presente en suero se hallaba Gnicamente bajo el control de
GH, hoy se sabe que hormonas como la insulina ejercen su control
sobre el crecimiento directa e indirectamente a través de la ge-
neracidén de somatomedina, ya que en higado perfundido, la adi-
cidén al medio de insulina incrementa la actividad somatomedina

presente (Daughaday y cols., 1975). Unicamente ia insulina en do

sis farmacoldégicas es capaz de estimular de modo directo la incor
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poracidn de sulfato al cartilago (Salmon 1970).

Volviendo a nuestros datss, podemos postular que a pesar
de no existir diferencias en los niveles circulantes de GH entre
los animales diabéticos que recibieron insulina y los que reci-
bieron {inicamente salino, sin embargo, el hecho de que los pri-
meros mostraran un crecimiento proporcional a la dosis de insu-
lina empleada es atribuible a dos factores: primero, aumento de
todos los procesos anabdlicos y en concreto del anabolismo pro-
teico con el consiguiente incremento en la sintesis hipofisaria
de GH (Fig. 15) y segundo, como consecuencia del tratamiento
con insulina es posible por los datos presentes en la literatura
que la actividad somatomedina presente en plasma halla también

aumentado con su consiguiente accidn sobre el crecimiento.

E. DETERMINACION DEL PARALELISMO EXISTENTE ENTRE DILUCIONES SU-
CESIVAS DEL PLASMA DE RATA CONTROL Y DIABETICA Y DE UNA SOLUCION
DE r-GH PURIFICADA DE RATA.

Los resultados obtenidos en cada uno de los experimentos en
los que se estudid los efectos de la diabetes sobre la funcidn
hipofisaria, ponen claramente de manifiesto que las ratas diabé
ticas por STZ presentan una reduccidén del contenido de GH en hi
pSfisis, hecho que se intensifica al aumentar el periodo de dia
betes (Fig. 10). E1 descenso en el contenido de GH en la hipéfi
sis de las ratas diabéticas se evidencia tanto si el valor de
este pardmetro se determina por RIA como si su cuantificacién
se realiza por densitometria de los geles de poliacrilamida en
los que la separacidn de la GH se realizd por electroforesis de
los homogenados hipofisarios. Ademds, los resultados obtenidos
por ambas técnicas coinciden con los datos obtenidos por bioen-

sayo, ya que Lawrence y cols., (1958) encontraron que las ratas
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diabéticas ﬁér alloxan a las 7 semanas después de la adminis-
tracidén del agente diabetdgeno, presentaban un contenido de GH

biocensayable 16 veces mds bajo que el de los animales controles.

Por otra parte, las ratas diabéticas por STZ a pesar del
bajo contenido de GH en hipéfisis presentan una concentracidn
plasmdtica de GH radioimmunoensayable dentro del rango de los
valores normales. Incluso a los 27 dias después de la adminis-
tracidén del STZ, cuando el contenido de GH en hipdfisis de las
ratas diabéticas es aproximadamente 20 veces mds bajo que el de
los controles, no se encuentran diferencias significativas entre
los niveles de GH en plasma de ambos grupos de animales. De es-
tos hechos,se deduce que la diabetes experimental afecta inten-
samente el contenido de GH en hipdfisis sin alterar los niveles
circulantes de la hormona, a diferencia de lo que ocurre en el
hipotiroidismo, donde junto a un descenso del contenido hipofi-
sario de la hormona se evidencia una caida de su concentracidn
plasmética. Pero ademds, existe una segunda aparente anomalia.
Mientras que en nuestras condiciones experimentales, los niveles
circulantes de GH radioinmunoensayable de las ratas diabéticas
por STZ son aparentemente normales, los de los animales diabéti-
cos por alloxan determinados por biocensayo, son significativamen
te mads bajos que los de las ratas controles (Lawrence y cols.,
1958).

La falta de concordancia entre los niveles de GH en plasma
de las ratas diabéticas por STZ o alloxan, pudiera deberse a
la distinta forma de inducir la diabetes, aunque parece méds pro
bable que ello se deba a la forma en que se ha valorado la hor-
mona en cada uno de los grupos. En las ratas diabéticas por
alloxan se determind la actividad biolégica de la hormona, y en

las diabéticas por STZ la actividad inmunolégica, y es posible
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que ambas actividades no vayan en paralelo.

Ante estos hechos, el que las ratas diabéticas con un con
tenido bajo de GH en hipdfisis mantengan niveles aparentemente
normales de la hormona en plasma, junto con la falta de concor-
dancia en los valores de la hormona en plasma obtenidos por bio
ensayo o por RIA, nos planted la cuestidn de si existiria en el
plasma de las ratas diabéticas algin factor(s) que pudiese modi
ficar la unidn de la hormona a su anticuerpo, con lo cual las
determinaciones de GH en plasma por RIA daria valores falsamen-
te altos. Una primera aproximacidn al estudio de este problema
fue estudiar si existia o no similitud inmunoldgica entre la GH
purificada que constituye la curva standard y la de la sustan-
cia que estamos analizando en el plasma cuya concentracidn que-
remos determinar. La concentracidn de la hormona en plasma, hi-
p6fisis o en otros fluidos se determina comparando el desplaza-
miento producido por la GH contenida en las muestras con el que
produce la GH purificada de las standards sobre la unidn de la
hormona marcada a su anticuerpo especifico. Para establecer esta
comparacidn se requiere que la GH de las standard y la de las
muestras reaccionen idénticamente con el anticuerpo, y que bajo
las condiciones del ensayo ninguna otra sustancia presente en

la muestra pueda afectar la unidn de la GH-I125

al anticuerpo,
o su desplazamiento por la hormona enddgena. La existencia en
las muestras de algin factor(s) que de alguna forma influye en
cada una de estas reacciones, puede afectar los resultados dando

valores aparentemente altos o aparentemente bajos.

En la practica, la comparacidn inmunoldgica de la GH que

forma las standards y la de las muestras, se realiza observando
125

sl existe paralelismo en el desplazamiento de la GH-I unida

a su anticuerpo por diluciones seriadas de la GH purificada y
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en nuestro caso del plasma procedente de ratas controles y diabé
ticas. Los resultados presentados en la Fig. 16, ponen de mani-
fiesto que existe un claro paralelismo entre los puntos de 1la
curva standard y las diluciones seriadas del plasma de ambos ti-
pos de animales. Se obtuvo una comparacidn mas objetiva del para-
lelismo existente entre las tres curvas presentadas en la citada
figura mediante la comparacidn estadistica de las pendientes

(b + s,) de cada una de las curvas, después de transformar los da
tos en su forma "logit" y realizar un andlisis de regresidn con

los puntos de cada una de ellas. El valor de b + s, de la curva

standard fue de -2.91 + 0.15, mientras que el valog de este para-
metro para las curvas del plasma control o diabético fueron

-2.92 + 0.23 y -2.91 + 0.08, respectivamente. La falta de signifi
catividad entre las pendientes de cada una de las curvas (p>0.05)

pone de manifiesto que son paralelas entre si.

Por otra parte, puede observarse que mientras las diluciones
sucesivas del plasma procedente de la rata control presenta para-
lelismo con los puntos de la curva standard de GH de més baja con
centracidn, el plasma del animal diabético la presenta con los pun
tos de la curva patrdn que corresponden a soluciones méds concentra
das, lo que indica que el plasma de la rata diabética tiene una
concentracidén mids alta de GH que el control.

La existencia de paralelismo entre los puntos de la curva
standard y las diluciones seriadas de la muestra, es una condicidn
necesaria pero no suficiente para demostrar la similitud inmunold-
gica de la r-GH purificada de las standards y de la sustancia, con
capacidad para desplazar la r-GH-I12° de su unidn al anticuerpo,
en el plasma de las ratas diabéticas. Si en estos plasmas existie-
ra un factor(s) que por un mecanismo determinado interfiriera en

1256

la unidn r-GH-I -anticuerpo, y al diluir seriadamente las mues-

tras y consecuentemente la concentracidén del hipotético factor(s)
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éste quedara en un rango de concentraciones en las cuales la in
terferencia fuese proporcional a la concentracidn, entonces la
presencia de un factor de este tipo no cambiaria la forma de la
curva, por lo que mediante la prueba de paralelismo no se podria
poner de manifiesto su presencia. Solamente en el caso de que

al diluir las muestras, y por tanto la concentracidn del factor
de interferencia, éste quedara en un rango de concentraciones pa
ra las cuales la curva dosis-interferencia no fuese lineal, se
podria evidenciar su presencia por este método.

Los resultados de la Fig. 16 sdlo nos dice que existe para-
lelismo entre los puntos de la curva standard y las diluciones
seriadas del plasma del animal diabético, pero ello no descarta
la posible existencia en estas muestras de algin factor que esté
interfiriendo en la unidn de la hormona marcada al anticuerpo,
lo cual podria explicar el que el plasma de las ratas diabéti-
cas presenten valores aparentemente altos de GH circulante.

Puesto que el plasma de las ratas diabéticas tienen un alto
contenido de componentes grasos, pensamos que estos podrian in-
terferir en la valoracidn de GH por RIA. Sustancias como los
dcidos grasos libres interfieren en el RIA de triiodotironina
(T3) dando valores falsamente altos de la hormona, debido a que
3 (Liewendahl y
cols., 1976). Para verificar si la grasa del plasma de los anima

compiten con el anticuerpo por la unién a la T

les diabéticos interferia en el RIA de GH, intentamos ver si el
eliminar los componentes grasos de las muestras modificaba los
valores de la hormona en plasma determinados por RIA. Para ello
aplicamos dos métodos, bien liofilizar las muestras y tratarlas
seguidamente con solventes orgidnicos, o separar los componentes
grasos mediante la centrifugacidn de las muestras a 105.000 g
durante 18 horas. En ambos casos como control dinterno del método,
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agregamos a los plasmas un pequefio volumen de r-GH—IlZS, en-

contrando que en cada uno de los casos sblo era inmunoprecipita

ble un 50 & 60 % de la radiocactividad presente en las muestras.

Estos resultados, sugerian que en estos procesos la hormona
endégena al igual que la marcada podria sufrir ciertas trasfor
maciones que podian alterar su comportamiento en el RIA. De

acuerdo con estos resultados, Bala y cols. (1970) han encontra

do que el patrdn cromatogrifico en Sephadex G-100 de la GH
inmunoensayable de un plasma fresco es distinto del patrdn de
ese mismo plasma después de ser liofilizado. La liofilizacidn
de las muestras favorece tanto la formacidn de moléculas de GH
de peso molecular superior al de la forma monoméra como el de
otras formas de peso molecular mds bajos que eluyen en la co-
lumna de Sephadex en fracciones méds retrasadas que las corres-

pondientes a la forma mondmera de la hormona. Condliffe y Edel-

hoch (1968) encuentran que la GH bovina se inestabiliza durante
el proceso de liofilizacidn lo que le hace perder sus propieda-
des fluworescentes, lo cual va acompafiado de una pérdida de 1la
actividad hormonal.Al no disponer por el momento de un método
que permita separar los componentes grasos del plasma sin dafiar
a las proteinas, nos desvid del estudio de este problema, el

cual por su interés pensamos abordar en un futuro inmediato.

PATRON CROMATOGRAFICO DE LA GH EN PLASMA DE RATAS CONTROLES
DIABETICAS.

E.
Y

Son cada vez mis frecuentes los datos en la literatura que
demuestran la heterogenidad de las hormonas polipeptidicas, lo
cual se evidencia por el hecho de encontrar la presencia de més
de un pico de hormona inmunoreac*iva al fraccionar el plasma u
homogenados hipofisafios en gel de Sephadex. Tal heterogenidad

se ha descrito para la insulina (Roth y cols., 1968, Rubenstein
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y cols., 1968), la hormona paratiroidea (Berson y Yalow, 1971),

la gastrina (Yalow y Berson, 1971) el ACTH (Yalow y Berson,

1973) y la hormona de crecimiento humana (h-GH) (Bala y cols.,

1974). Actualmente se acepta que la GH existe en méds de una for
ma molecular en los extractos hipofisarios humanos, de rata y

otras especies (Yalow, 1974, Friesen y cols., 1970, Frohman y

cols., 1970), asi como en el suero de individuos normales, pa-
cientes acromegilicos, o en la hipoglucemia insulinica (Bala y
cols., 13974).

Los estudios con hormonas polipetidicas marcadas con un

isbtopo del iodo, en especial con h-GH-I125

pusieron de manifies
to que la radioactividad aparece distribuida en distintas frac-
ciones del plasma, lo que inicialmente se interpreté como el re
sultado de posibles alteraciones que podia sufrir la molécula

de h-GH durante el proceso de iodacién (Yalow, 1974). Sin embar
bo, posteriormente se ha demostrado claramente que la h-GH—I125
al ser inyectada tanto en humanos como en ratas da lugar a la
aparicidén de formas de la molécula de peso molecular méds alto

que el de la forma de la molécula inyectada (Beintins y cols.,

1977, Antoniades, 1975). Esto hace que el estudio del metabolis

mo periférico de las hormonas proteicas presente problemas me-
todoldgicos que dificultan la interpretacidn de los resultados.
Pero ademds, algunos autores extrapolan los resultados obteni-
dos con hormonas heterdlogas a situaciones fisioldgicas concre
tas. Asi, en los dos estudios que sobre el metabolismo periféri
co de la GH en ratas existen actualmente en la literatura, se

125. Peeters y cols.,(1977) usa la

han realizado con h-GH-I
h-GH-T125

el ratdn durante el embarazo, y Antoniades (1975) realiza un

para estudiar el metabolismo periférico de la GH en

estudio del metabolismo de la GH en ratas, en el que igualmente

usa h-GH marcada. Esto es llamativo, sobre todo con una hormona
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como la GH que presenta tan alta especificidad de especie.

Estas observaciones son de gran interés y hay que tenerlas
en cuenta sobre todo en situaciones como en las que se requiere
determinar la velocidad de aclaramiento metabdlico (MCR) de una
hormona proteica. La determinacién del MCR se realiza por la
administracién de una (nica inyeccidn intravenosa de la hormona
marcada o por infusién continua y posteriormente se determina
la radioactividad inmunoprecipitable en plasma a distintos tiem-
pos después de la administracidn de la hormona. Los cdlculos
basados en la radiocactividad inmunoprecipitable son validos sé-
lo si la hormona marcada es trasportadora y metabolizada exacta-

mente como la hormona que se segrega enddgenamente.

El objetivo de este estudio, fue examinar la validez del
uso de la hormona de crecimiento de rata radioiodada (r-GH-IlZS)
para determinar el MCR de la GH tanto en ratas controles como
en las diabéticas. Esto se realizd comparando el patrdn de elu-
cidén en Sephadex del plasma de ambos tipos de animales a distin-
tos tiempos después de ser inyectados con r'—GH—I125 con el pa-
trén de elucidn en la misma columna del plasma de ratas contro-
les y diabéticas cuya secrecidn enddgena de GH se habia estimu-
lado por la administracidn i.v. de pentobarbital. En el primer
caso, se determind la radiocactividad total e inmunoprecipitable
en cada uno de los eluidos, y en el segundo caso se determind

por RIA el contenido de GH en cada fraccidn.

En primer lugar examinamos los cambios seguidos por la r-GH-
_1125
se empled las fracciones correspondientes a la parte descendente
125

con que se inyectd a las ratas. En todos los estudios sblo
del pico de la forma monomérica de r-GH-I la cual eluye entre
las fracciones 21 y 30, y en todos los casos la hormona marcada

se purificd immediatamente antes de ser inyectada. Esto tiene
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por objeto €l administrar exclusivamente dicha forma, de modo
que cualquier componente que posteriormente se detecte en el
plasma de los animales corresponda a transformaciones que dicha
forma pueda sufrir, y poder por tanto descartar el que sean de-
bidas acontaminaciones de la muestra administrada. Por otra par
te, hemos evitado el congelar, almacenar o descongelar las mues
tras, lo que posiblemente puede afectar la distribucidn de la
r-GH-I125 monomérica en otros componentes, realizando todos los
estudios cromatogridficos lo mds pronto posible después de cen-

trifugar las muestras de sangre en una centrifuga refrigerada.

Como puede verse por los resultados que aparecen en las
Figs. 17, 18, 19, 20, 21 y 22, a todos los tiempos y tanto en
ratas controles como en las diabéticas, la radioactividad apare
ce distribuida principalmente en dos zonas, una con igual 1loca

lizacidén que el de 1la r-GH-T12°

inyectada y otra que eluye entre
las fracciones 10 y 18. Como en las columnas de Sephadex las mo
léculas de peso superior eluyen antes que las de peso molecular
mds bajo, es por lo que se considera que la forma de r'—GH—I125
que eluye entre las fracciones 10-18 tiene un peso molecular ma
yor que el de la forma que eluye en las fracciones més retarda-
das.

Esta distribucidn de 1la r-GH-1125

se evidencia ya a los 2
minutos después de la administracidén de la hormona marcada, a
dicho tiempo la forma mayoritaria es la de peso molecular més
alto en los controles mientras que en las diabéticas la forma
que predomina es la monomérica. Andloga distribucidn se observa
en los patrones de elucidn de las muestras de plasma correspon-
dientes a tiempos mis largos después de la administracidn de la
hormona marcada. Tanto a los 5 como a los 10, 20, 40 y 60 minu-
tos no existen diferencias cualitativas entre los patrones de

elucidén de las ratas controles y diabéticas, ya que a cada uno
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de estos tiémpos y en los dos tipos de plasma, la radioactivi-
dad aparece distribuida preferentemente en dos regiones del pa-
trén de elucidn bien definidas, sin embargo,en cada uno de estos
tiempos en las ratas controles la forma mayoritaria es la de pe
so molecular mids alto, mientras que en las diabéticas es la for
ma monométrica.

Esto queda reflejado en los resultados presentados en la
Fig. 23. Es evidente que el valor del cociente entre la radio-
actividad del primer pico en relacidn con la del segundo es ma-
yor en las ratas controles que en las diabé&ticas. El valor de
dicho cociente en ambos tipos de animales aumenta con el tiempo.
Este 11timo hecho puede indicar que al aumentar el tiempo, den-
tro del intervalo estudiado, al menos, hay una tendencia a ir

125 de mayor peso molecular

incrementindose la forma de r-GH-I
a expensas de la forma monomérica, aunque ello podria ser asi-
mismo el resultado de que la vida media de la forma monomérica

fuese mé&s corta que la de la forma de peso molecular mds alto.

Por otro lado, existe una clara diferencia entre los patro
nes correspondientes a los 2 minutos y los obtenidos a tiempos
méds largos. En los primeros, ambos componenetes aparecen bien de
finidos y no aparece practicamente radiocactividad en otras zo-

- nas del patrdn cromatogrifico, salvo la correspondiente a la de

elucidn del 1_125.

Pero a medida que aumenta el tiempo, sobre
todo a los 40 y 60 minutos, va abareciendo radiocactividad en
las fracciones que eluyen mds retardadamente que el pico de 1la
forma monomérica. Este hecho puede deberse a la formacidn de

fragmentos proteicos procedentes de la degradacidn hormonal.

Los estudios de inmunoprecipitacidn (Fig. 24) indZcan que

la radioactividad correspondiente a la forma monomérica de la

r-GH—I125 tiene el mismo porcentaje de inmunoprecipitacidn que
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el de las fracciones donde eluye. la forma de la hormona de pe-
so molecular mis alto. Estos resultados,no concuerdan con los
obtenidos por Antoniades (1975), ya que este autor encuentra

que al inyectar h—GH—I125 a ratas, la radiocactividad de la for-

ma monomérica presenta un porcentaje de inmunoprecipitacidn al-
rededor del 85 %, mientras que la que eluye en las fracciones
mis adelantadas presentan una inmunoprecipitacidn sélo del 40 $%.
Estas diferencias pueden deberse a que en cada estudio se ha
usado hormona marcada de distinta procedencia, pero ello puede
deberse asimismo a que el anticuerpo que nosotros hemos emplea-
do tenga una capacidad de inmunoprecipitacidn mids alta, o que
hayamos empleado una concentracidn més alta, por lo cual no he-
mos podido detectar diferencias en el porcentaje de radiocactivi
dad inmunoprecipitable entre cada uno de los picos. La misma di
lucidn de anticuerpo se empled posteriormente en el experimento
en el que se midid la velocidad de aclaramiento metabdlico de
la hormona en ratas controles y diabéticas.

El hecho de que en nuestras condiciones experimentales la

125 tuviese

radiocactividad de cada una de las formas de r-GH-I
el mismo porcentaje de inmunoprecipitacidn fue una gran ventaja,
ya que ello nos permitid el cédlculo de la vida media, el MCR y
de la velocidad de secrecidn (SR) de la hormona, midiendo la
radicactividad inmunoprecipitable en plasma, de no ser asi, nos
hubiésemos visto obligados a determinar el valor de cada uno de
estos parametros cinéticos para cada uno de los componentes en

ratas controles y diabéticas.

Posteriormente estudiamos si la GH inmunoreactiva, determi-
nada por RIA, esti en mis de una forma molecular en el plasma
de ratas controles y diabéticas. Al fraccionar el plasma de am-
bos tipos de animales, cuya secrecidn enddgena de GH se habia
estimulado con pentobarbital, en columna de Sephadex G-100, se
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detectan dos zonas en las que se evidencia la presencia de GH
inmunoreactiva (Fig. 26). Existe una zona localizada entre las
fracciones 10-18, con un alto contenido de GH, y otra que elu-
ye entre las fracciones 22-30, de un contenido de GH mucho més
bajo que el de la anterior. Los resultados indican claramente
que no existen diferencias cualitativas en el patrdn cromato-
grafico de la GH inmunoreactiva del plasma de las ratas contro
les y diabéticas. La (nica diferenéia que se pone de manifiesto
es una cantidad mayor de GH en las fracciones que corresponden
a la forma de la hormona de peso molecular més alto en el plas-
ma de las ratas diabéticas que en el de las controles.

El establecer una comparacidn del patrdén cromatogrifico de
la hormona enddgena con el de la hormona radiocactiva es difi-

cil. En los estudios con r-GH-1125

, se ha podido seguir los cam
bios cinéticos que tienen lugar en plasma, después de la admi-
nistracidén de una Gnica dosis de la hormona, mientras que cuan-
do hemos determinado el patrdn cromatogrdfico de la hormona en
dégena, no cabe duda que la hormona que se detecta en plasma

« - - - »
corresponde a una secrecidn continuada de la misma por la hipdo-

fisis.

La comparacidn de los patrones cromatogrificos de la GH

I125, en ratas controles y diabéti-

enddgena con el de la r-GH-
cas, pone de manifiesto que no existen diferencias cualitativas
entre ellos, ya que en ambos tipos de animales, tanto la hormo
na enddgena como la radiocactiva se distribuyen en dos zonas,
una localizada entre las fracciones 10 y 18, y otra entre la
22 y 30. Sin embargo, existen grandes diferencias cuantitativas
entre ambos patrones, sobre todo en ratas diabéticas. Es eviden
te, Que en ambos tipos de ratas, casi toda la GH enddgena se

encuentra localizada en una zona que corresponde a la forma de



187.

la hormona de peso molecular més alto, aunque la cantidad de
GH detectada en esta forma es mayor en el plasma de las ratas
diabéticas que en el de las controles. Por el contrario, el pa

125, a los 5 minutos después

trdn cromatogrdfico de la r-GH-I
de la administracidén de la hormona (Fig. 18), tiempo que corres
ponde a cuando se determind la GH endbgena después del estimu-
lo con pentobarbital, pone de manifiesto que en el plasma de
las ratas controles, el porciento de radioactividad eluido en
las fracciones 10-18, es de alrededor del 52 %, un valor bastan
te aproximado al de la GH enddgena (45 %) cuando ésta se expre |
sa como porciento de la GH total de cada una de las fracciones
recogidas. Por el contrario, en el plasma de las ratas diabéti
cas, el porciento de radiocactividad eluido entre las fraccio-
nes 10-18 fue de alrededor del 17 %, un valor mucho mas peque-
fio que el porcentaje de GH enddgena recogido en estas mismas
fracciones (62 %). Estos resultados indican claramente que se
detectan grandes diferencias cuantitativas entre el patrdn cro
matogrédfico de la GH endbgena y el de la hormona marcada en el
plasma de las ratas diabéticas, mientras que en el de los con-

troles ambos patrones son.bastante parecidos.

En un intento de explicar estas diferencias entre el pa-
trdn cromatogridfico de la GH enddgena y el de la r-GH-I22% en
el plasma de las ratas diabéticas, podemos hacer las siguien-
tes consideraciones. Tanto en humanos como en ratas, la admi-
nistracidn de GH-I* da lugar a la aparicidn en plasma de dis-

tintas formas de GH marcadas (Beintins y cols., 1977, Antonia-

des, 1975), no existiendo acuerdo entre los distintos autores
si la forma de GH-I* de peso molecular alto representa un po-
limero de distintas moléculas de la forma monomérica, o si es
el resultado de la unidn de esta Gltima forma de la molécula de

GH a proteinas plasmiticas. Andlogas consideraciones se pueden
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hacer extensivas a la GH enddgena (Bala y cols., 1970). Si en

efecto, la forma de GH de peso molecular mis alto que el de la
forma monomérica de la hormona fuese el resultado de la unidn
de esta forma de GH a determinadas proteinas plasmaticas, la
formacidn de este tipo de moléculas deberd depender del conteni
do de dichas proteinas en plasma asi como de su capacidad de
saturacidn con la hormona. Por otra parte, diferencias en el con
tenido enddgeno de la hormona, entre distintas situaciones expe
rimentales, pueden dar lugar a una aparente disminucidn en la
formacidén de este compuesto de peso molecular alto en los estu-
dios sobre el metabolismo periférico de la hormona realizados
con la hormona marcada como {nica medida.

Aunque no existen datos en la literatura respecto a si la
diabetes por STZ en ratas, altera la concentracién o la capaci-
dad de 1ligazdn de las proteinas plasméticas que trasportan la
GH, se sabe que existen ciertos cambios en la alblmina sérica
en el ratdn genéticamente diabético. Kawaguchi y Matsushita,

(1975) estudiaron el patrdn electroforético de la alblmina séri
ca en el ratdn en ayunas y en estado postprandial, situaciones
que presentan patrones diferentes, asi como en el ratdn diabéti
co. E1 plasma de estos animales carece de las bandas 3-4, tanto
en ayunas como cuando estin alimentados. La aparicidn de estas
bandas tiene lugar por el tratamiento con insulina, lo que su-
giere el que ellas puedan estar relacionadas con la insulina,

o con algunas de las alteraciones metabdlicas o endocrinas que
ello lleva consigo.

Sin embargo, puesto que cuando hemos medido el contenido
de GH en los eluidos cromatogrificos, el plasma de las ratas
diabéticas, a los 15 dias después de la administracidn de STZ,
tiene una cantidad mayor de GH en las fracciones que correspon-

den a la forma de la hormona de peso molecular alto que en el
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plasma de los animales normales, ello parece indicar que 1la
diabetes, al menos a este tiempo, no parece inducir cambios en
la proteina trasportadora de GH en plasma. Mis bien estos resul
tados parecen sugerir que en las ratas diabéticas esta proteina
pueda estar précticamente saturada con lo cual disminuiria su
capacidad para ligar nuevas moléculas de la hormona, lo que da-
ria lugar a que en el patrdn cromatografico de la r-GH-112% se
encuentre la hormona marcada preferentemente en la forma monomé

rica.

Por otra parte, en los estudios de inmunoprecipitacidn, en
donde la dilucidn final del anticuerpo es de 1/3000, la radioac
tividad de cada uno de los dos picos presenta igual porcentaije
de inmunoprecipitacidn, lo que no descarta que en el RIA, donde
el anticuerpo ademis de ser mias puro se usa a una dilucidn fi-
nal mucho mayor (1/120000), exista la posibilidad de que la pro
teina al ligar a la GH tanto fria como a la marcada pueda afec- -
tar las determinaciones de la hormona por este método. Estas
consideraciones evidencian la necesidad de realizar estudios
mids profundos para establecer las caracteristicas de esta unidn,._
asi como 1la posibilidad de que estas proteinas plasmiticas com-
pitan con el anticuerpo por su unidn a la GH.

El significado fisioldgico de la existencia en plasma de
mas de una clase de molécula de GH depende de las propiedades
bioldgicas de cada uno de estos componentes, lo cual actualmen-
te no se conoce, ademds ello plantea la necesidad de investigar
algunos aspectos de la secrecidn y funcidn de la hormona de cre
cimiento. Una hipdtesis del posible papel fisioldgico de estas
proteinas plasmdticas pudiera ser el que actllen como control
extrahipofisario de los niveles de GH en plasma, haciendo el

papel de buffer para minimizar las frecuentes y grandes fluctua
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ciones de la concentracidn de GH en plasma ocasionadas por los
frecuentes brotes de la secrecidn hipofisaria de GH.

Este estudio no tuvo otro objetivo que el de ver si la
r-GH-I125

mona de crecimiento. E1 hecho de que tanto la hormona endbégena
125

se podia usar para la determinacidn del MCR de la hor
como la r-GH-I presenten patrones cromatogrificos en Sephadex
semejantes, asi como el que la radiocactividad de cada uno de es
tos picos presenten igual procentaje de inmunoprecipitacidn, in
dican que este método puede dar una valoracidn aceptable del MCR
de la hormona de crecimiento en ratas controles y diabéticas.

G. CINETICA DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO EN PLASMA

El estudio cinético de la GH en plasma se realizd con el
propdsito de comprobar si algunos paré&metros cinéticos como la
velocidad de aclaramiento metabdlico o la velocidad de secre-
cibén de la hormona se hallaban alterados en el animal diabético.
De ser asi, una reduccidn en el MCR o una velocidad de secrecidn
aumentada justificarian los niveles plasmlticos de GH hallados
en el animal insulinoprivo. En 1los experimentos realizados en
esta tesis hemos podido comprobar que la diabetes reduce de mo-
do significativo el contenido de GH en hipdfisis, y que este
descenso se acentQla al aumentar el tiempo de la enfermedad. Sin
embargo, la reduccidn del contenido de GH en hipdfisis no va
acompafiado del correspondiente descenso de los niveles circulan
tes de la hormona, los cuales son semejantes al de los animales
controles. En la diabetes humana, aunque no existen datos del
contenido de GH en hipdfisis, los niveles circulantes de la hor
mona son semejantes o superiores al de los sujetos normales, lo
cual no concuerda con el crecimiento retartado existente en ni-
flos diabéticos (Drash y cols., 1968, Lunbaek y cols., 1970). No
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existe concordancia en la literatura sobre cual de los paréme-
tros cinéticos de la GH se halla alterado, segin Lipman y cols.,

(1972) y Sperling y cols., (1973), los sujetos diabéticos pre-

sentan un MCR reducido comparado con el de la poblacidn control,
lo cual indicaria una mayor permanencia de la hormona en plasma.
Por el contrario, Navalesi y cols., (1975) encuentran que la ve

locidad de secrecidn hipofisaria de GH es mayor en los sujetos
diabéticos que en los normales.

Tras la inyeccidn de una sola dosis de GH-I* la desapari-
cidn de la radiocactividad en plasma, en un sistema de coordena-
das semilogaritmicas, no es lineal sino que sigue una curva de
tipo multiexponencial, lo cual indica que se trata de un siste-
ma compartimentado. Este fendmeno se ha descrito tanto para la
GH-I* humana (Cameron y cols., 1969), asi como para otras hor-
monas como el FSH (Coble y cols., 1969), LH (Kohler y cols.,
1968), insulina (Arnould y cols., 1967) y el lactdgeno placenta

rio (Kaplan y cols., 1968). Respecto a la forma de la curva que

representa la desaparicidn de la GH-I* en el plasma humano, exis
ten discrepancias entre los resultados obtenidos por distintos
autores. Asi, Parker y Utiger (1962) y Boucher (1$62) estudiaron

en humanos la velocidad de desaparicidn de la GH-I* administra-
da, tomando muestras de sangre entre los 10 y 100 minutos, y

describieron la existencia de una curva exponencial simple, con
una vida media para la GH de 17 a 34 minutos. Por el contrario,
Laron y cols., (1965) y Conti y cols., (1962) realizaron estu-

dios similares, tomando frecuentes muestras de sangre durante
un tiempo mds largo que el de los estudios anteriores, encontra
ron que la curva de desaparicidn de GH-I* presentaba dos fases
bien definidas. La primera caracterizada por una gran velocidad
de la desaparicidn de la radiocactividad en plasma, lo que atri-
buyeron al tiempo:de distribucidn de la hormona inyectada, y
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una segunda fase mucho mas lenta que interpretaron como la de
metabolizacidn de la hormona. Las discrepancias existentes entre
los resultados de estos autores parece deberse a que para defi-
nir un sistema multiexponencial deben tomarse frecuentes mues-
tras de sangre durante un periodo lo suficientemente largo que

. . T, ” g
permita conocer la curva de desaparicidn lo mas completa posi-
ble.

Los datos presentados en la Fig. 28 ponen de manifiesto que
tras la administracidn de una sola dosis de r-GH-I12% 4 ratas
controles o diabé&ticas, la curva de desaparicidn tanto de la
radiocactividad total, como de la precipitable por TCA o la inmu-
precipitable, representadas en un sistema de coordenadas semi-
logaritmicas, no el lineal, sino que andlogamente a los resulta-
dos obtenidos en humanos (Conti y cols., 1962) se evidencian

dos fases perfectamente diferenciadas. La primera comprendida

entre los 2 y 15 minutos después de la administracidn de la hor
mona marcada, y que se caracteriza por que en ella tiene lugar
una riapida desaparicidn de la radioactividad total, asi como de
la precipitable por TCA o la inmunoprecipitable; y una segunda
fase comprendida entre los 15 y 60 minutos, en donde la veloci-

dad de desaparicidn es mucho més lenta que en la primera.

Una posible explicacidn de la disminucidén de la velocidad
de desaparicidn de la radiocactividad en plasma durante la segun
da fase, es el que a estos tiempos estén presentes en el plasma

fragmentos de la molécula de r—GH-1125

,» los cuales aunque pue-

den conservar su capacidad inmunoldgica, pueden tener una velo-
cidad de desaparicidn en plasma mis lenta que la de la molécula
de r-GH-Iizs.

en los patrones cromatogriaficos en Sephadex G-100 de los plasmas

Esta idea estd apoyada por la observacidn de que

de ratas controles y diabéticas (Figs. 17, 18, 19, 20, 21 y
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22) se evidencia un aumento progresivo en el porcentaje de ra-
dioactividad correspondiente a las fracciones que eluyen més
I125 al

b

aumentar el tiempo comprendido entre la administracidn de la

retardadamente que la forma monomérica de la r-GH-

hormona marcada y el de la toma de la muestra de sangre. Asi,
en el patrdn de elucidn de los plasmas correspondientes a los
2 minutos, la radioactividad que se recoge en las dos formas ma

125 estd comprendida entre el

yoritarias de la molécula de GH-I
79 y 80 %, lo que significa que la radiocactividad que eluye mas
retardadamente es algo menor del 13-20 % (ya que parte de ella

-125). Mientras que a los 60 minutos, la radioacti-

eluye como I
vidad que eluye en las fracciones situadas después de la forma
monomérica de la GH es algo menor del 45-59 %, valores superio-

res a los encontrados a tiempos mas cortos.

Si para el cilculo de la vida media de la hormona sdlo nos
ajustamos a la parte lineal de la curva de desaparicidn de la
radiocactividad en plasma, se obtiene un valor de este parametro
para las ratas controles de 7.0 + 1.5 min. y de 8.0 + 1.1 para
las diabéticas+ Aunque el valor de la vida media de la p-GH-IT2°
en plasma es ligeramente mds larga en las ratas diabéticas que
en las controles, sin embargo la diferencia entre el valor de
cada uno de los grupos no fue significativa. El1 valor de la vi
da media de la GH encontrada en nuestros controles concuerda
con los datos obtenidos por Frohman y Bernardis (1970) los cua-

les hallaron un valor comprendido entre 5 y 7 minutos, cuando
lo determinaron tras la administracidén de una Gnica inyeccidn
de p-GH-1131
de 40 ug de r-GH. A su vez son concordantes con el valor dado
por Schalch y Reichlin (1966). Sin embargo, Peake y cols.(1968)
obtuvieron una vida media para la GH del orden de 15 minutos,

, o calculado tras la administracidén de una dosis

midiendo la velocidad de desaparicidn de la hormona tras la
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extirpacidn de un tumor hipofisario productor de GH. Estos auto
res, al igual que los anteriormente citados, sefialan la no 1li-
nearidad de la curva que representa la velocidad de desaparicidn
de la GH en plasma, lo que atribuyeron a que posiblemente la
extraccidn del tumor habia sido incompleta. E1l valor de la vida
media de la GH en ratas diabéticas no podemos compararla con la
obtenida por otros autores, ya que no existen datos en la lite-
ratura sobre ella.

Dado el cardcter multiexponencial de la curva de desapari-
cidn de la radioactividad en plasma, los datos de la vida media
de la GH calculados {nicamente sobre la primera parte lineal de
la curva pueden ser objeto de critica, y tiene mucho menos peso
que el valor de otros pardmetros cinéticos como el MCR y la ve-
locidad de secrecidn de la hormona.

La GH purificada, marcada con un isdtopo radioactivo del
iodo, se puede emplear como un marcador metabdlico in vivo, so-
lamente en el caso de que se demuestre que esta molécula se com
porta igual que la de la hormona no marcada en el sistema en es
tudio, en nuestro caso en la determinacién del MCR. Las premi-

125 es trasportada en el plasma y retirada

sas de que la r-GH-I
de €1 a la misma velocidad que la enddgena son criticas para la
validez de este estudio. Ambos supuestos parecen que se cumplen
para la GH, ya que por una parte segiin vimos en el apartado an-

25 como la hormona enddbgena presentan el

terior tanto la r-GH-I
mismo patrén cromatogridfico al fraccionar los plasmas en Sepha-

dex G-100. Este estudio indicd que una fraccidn tanto de la hor
mona marcada como de la endbégena aparece en el plasma con un ta
mafio molecular semejante al de la forma monomérica de la hormo-

125

na, mientras que otra fraccidn de la r-GH-I y de la enddgena

cuya naturaleza no estd bien definida, presenta un peso melecu-
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lar mids alto. Por otra parte, el supuesto de que la GH marcada
y enddgena desaparezcan del plasma a la misma velocidad, pare-
ce estar justificado por los resultados de Frohman y Bermardis,

(1970). Estos autores encontraron que el valor del MCR determi-

125 es semejante

nado después de una {nica inyeccién de r-GH-I
al valorado después de la administracidén de una dosis de 40 ug
de GH hipofisaria. Este fendmeno es extensible a otras hormonas

como la IH (Kohler y cols., 1968). Por otra parte, el valor del

MCR de la GH parece que es independiente del método empleado
para su determinacidn, es decir de que la hormona se administre
por una {nica inyeccidn o por infusidn continua (Frohman y Ber-
nardis, 1970).

En el caso de la GH, cuya secrecidn hipofisaria presenta
brotes incontrolados, lo que da lugar a que la concentracidn de
la hormona en plasma presente grandes fluctuaciones, es preciso
demostrar que la elevacién de los niveles plasmiticos de la hor
mona no afecta el valor del MCR. Es decir, que la velocidad de
aclaramiento de la hormona es independiente de los niveles cir-
culantes de ella. Este requisito estd ampliamente demostrado

tanto en ratas (Frohman y Bernardis, 1970) como en humanos

(Taylor y cols., 1969), especies en donde mé&s se ha estudiado

» . -, .
estos parametros cinéticos.

En ratas, ya hemos hecho referencia a que el valor del MCR

es independiente de que la medida de este pardmetro se realice

125

tras la administracidn de una dosis trazadora de r-GH-I o de

40 ug de GH hipofisaria. En humanos, Taylor y cols., (1969) de-

mostraron que el valor del MCR en sujetos acromegilicos o en
normales, cuyos niveles circulantes de GH se habfan elevado por
la administracidn de GH, no diferia del correspondiente a suje-

tos normales. Estos hechos sugieren por. una parte, que la velo-
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cidad de aclaramiento de la GH es independiente de los niveles
circulantes de la hormona, y el que los mecanismos implicados
en la retirada de la hormona del plasma no sean saturables a
concentraciones fisioldgicas de la hormona. Este hecho, puede
ser considerado como un sistema de control mediante el cual tie
ne lugar un rdpido ajuste de las concentraciones plasmidticas de
la hormona cuando ello sea necesario. Este hecho se ha descrito
para otras hormonas como la insulina (Stern y cols., 1968), FSH
(Coble y cols., 1969) y LH (Kohler y cols., 1968). Por otra
parte, puesto que los animales diabéticos presentan elevados ni

veles de glucosa en plasma, es de interés considerar que Lipman
y cols., (1972), al estudiar el MCR y la secrecidn hipofisaria
de GH en sujetos diabéticos, observaron que la elevacidn de la
glucosa plasmitica, mediante su infusidn continua, no alteraba
el valor del MCR de la hormona.

En nuestra situacidén experimental, encontramos que el valor
del MCR (ml/min) en las ratas diabéticas es de 1.2t + 0.14, mien
tras que en las controles el valor de este pardmetro es de 1.66 +
+ 0.17, cifra significativamente mayor que la de las ratas dia-

béticas (p < 0.001) (Tabla 3). En humanos, McGillivray y cols.,

(1969) han encontrado que existe una correlacidn positiva entre
el valor del MCR y el &rea (m2) de la superficie corporal, por
lo cual en humanos los datos de este pardmetro se expresan refe-
ridos a dicha superficie. Sin embargo, en ratas no existe ningfin
trabajo que demuestre que el MCR de la GH estd relacionado con
el peso o con la superficie corporal. Strosser y Mialhe (1975)

determinaron el MCR de la GH en ratas de 4 y 15 dias de edad,
asi como en animales adultos, cuyo peso corporal era de 10 g,

25 g y 200 g, respectivamente. El valor del MCR referido a 100 g
de peso (ml/min/100 g) fue de 0.68 + 0.16 para las ratas de

4 dias, 0.64 + 0.09 para las de 15 dias y de 0.72 + 0.08 para
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las adultas. Estos autores concluyen que en ratas, el valor del
MCR de la GH es independiente de la edad y del peso del animal.
Pero si el MCR de estos grupos de animales se calcula en ml/min.,
se encuentra que a los 4 dias la velocidad de aclaramiento es
de 0.068 ml/min., a los 15 dias de 0.15 ml/min., y de 1.44% ml/min.
en las ratas adultas. Es decir, que las ratas adultas presentan
una capacidad de retirar la GH del plasma 21 veces superior al

de las ratas de 4 dias, y 9 veces mayor que las ratas de 15 dias.

Si nuestros datos experimentales del MCR se refieren a la
superficie corporal, de nuevo se encuentra que las ratas contro-
les tienen una velocidad de aclaramiento de la GH en plasma més
alta que la de las ratas diabéticas (p < 0.05). Si los datos se
expresan referidos a 100 g de peso, aunque el valor de las con-
troles es algo superior al de las diabéticas, las diferencias
entre ambos grupos dejan de ser significativas. Es evidente que
la forma en la cual se exprese el valor del MCR de la GH puede
afectar la interpretacidn de los resultados. Teniendo esto en
cuenta junto con el hecho de que la vida media de la GH en las
ratas diabéticas no es significativamente diferente de la exis-
tente en controles, nos inclinamos a creer que estos animales
con una diabetes de grado medio y a los 15 dias de padecer este
sindrome, no presentan grandes alteraciones en este pardmetro

cinético.

El cdlculo de la velocidad de secrecidn de una hormona vie-
ne dado por el producto de la velocidad de aclaramiento metabd-
lico de la hormona en estudio y su concentracidn en plasma. Un
requisito necesario para la validez de este estudio es que se
mantenga un estado estacionario en los niveles plasmidticos de
la hormona durante todo el tiempo que dura el experimento, es

decir, que exista una relacidn constante entre la velocidad de
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secrecidén y Ia velocidad de metabolizacidn y degradacidn de la

hormona enddgena durante este periodo.

Este condicionamiento es dificil de conseguir en el caso
de una hormona como la GH, cuya concentracidn en plasma presenta
grandes y frecuentes fluctuaciones. Para tratar de conseguir en
nuestras condiciones experimentales un "steady-state" de la con-
centracién de GH en plasma, tuvimos gran precaucidn de que los
animales de cada uno de los grupos estuviesen sometidos a las
mismas condiciones experimentales, como es el realizar esta prue
ba en cada uno de los animales a la misma hora del dia o el

administrar la GH marcada en el mismo volumen de salino.

En nuéstro estudio, la concentracidén plasmidtica de GH a ca
da uno de los tiempos se mantuvo constante tanto en las ratas
controles como en las diabéticas, pero se evidencid claramente
que a todos los tiempos las ratas diabéticas mantenian niveles
de GH en plasma mé&s altos que las controles. Asi, a los 2 minutos
las ratas controles mantenian unos niveles de GH en plasma de
13.2 + 7.1 ng/ml mientras que en diabéticas era de 30.4 + 14.8 ng/
/ml; a los 10 minutos el de las ratas controles era de 13.9 +
+ 5.0 ng/ml y el de las diabéticas 25.3 + 12.0. Detectlndose di-
ferencias andlogas entre los niveles de GH de ratas controles y

diabéticas a cada uno de los otros tiempos.

Estas diferencias en la concentracidn plasmitica de la GH
entre las ratas controles y diabéticas hicieron que a pesar de
que el MCR (ml/min) de las ratas diabéticas es mis bajo que el
de los controles, el producto resultante de multiplicar por la
concentracidén plasmdtica de la hormona, sea mlds alto en las ratas
diabéticas que en las controles (Tabla 3). El valor medio de la

velocidad de secrecidén de 15.9 + 6.2 ng/min. encontrado en nues-



199.

tros animales controles concuerda con el valor de este parime-

tro dado por Frohman y Bernardis y Strosser y Mialhe, quienes

encontraron un valor medio + es de 13.1 + 1.9 ng/min y 10.8 +
+ 2.1, respectivamente.

Partiendo de estos valores se puede calcular la secrecidn
hipofisaria de GH a lo largo del dia, la cual seria en nuestros
animales controles de 22.9 ug/24%4 h y de 18.9 ug/24% h y 15.6 ug/
/24 h en el caso de los animales antes citados. Posiblemente es
te valor de la secrecidn hipofisaria de GH a lo largo del dia
sea inferior al valor real, ya que en los tres estudios la medi
da de estos parametros cinéticos se ha realizado en ratas anes-
tesiadas, lo cual afecta la secrecidn hipofisaria de la hormona.
El valor de la secrecidn hipofisaria de GH en las ratas diabé-
ticas fue de 33.9 ng/min., dicho valor no podemos contrastarlo
con el de otros autores ya que no hemos encontrado datos en la
literatura sobre él. Partiendo de este valor, el cidlculo de la
secrecidén hipofisaria de GH fue de 48.8 ug/24 h en estos anima-
les. Estos resultados indican claramente que en nuestras condi-
ciones experimentales, las ratas diabéticas presentan una se-

crecidn hipofisaria de GH mis alta que la de los controles.

Sin embargo, es posible que el valor de este pardmetro no
refleje lo que realmente ocurre en condicionales basales. La
metddica seguida tanto por nosotros como por Frohman y Bernardis

y Strosser y Mialhe para la determinacidn de estos parimetros

cinéticos implica el tener que administrar la hormona radiocacti
va asi como el realizar tomas de muestras de sangre a interva-

los muy cortos por via intravenosa, lo que requiere que los ani
males tengan que estar bajo anestesia. Es sabido que la aneste-
sia afecta la secrecidn de GH, y que muy posiblemente este efec

to no tenga la misma intensidad en ratas controles y diabéticas,
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lo cual parece deducirse de la comparacidn de los valores de
GH dependiendo que el plasma proceda de animales sacrificados
por guillotina o bajo anestesia.

En efecto, en los experimentos B, C y D (Figs 10, 13, 15),
en los que las ratas se sacrificaron por el primer procedimien-
to mencionado, se encuentra que las ratas controles presentan
una concentracidn de GH en plasma de alrededor de 70 ng/ml, va-
lor muy parecido al de los animales diabéticos (68 ng/ml). Sin
embargo, en este experimento en el que la concentracidn de GH
corresponde al de un animal bajo anestesia, el valor de este pa
rametro en los controles es de alrededor de 10 ng/ml, mientras
que el de las diabéticas es de 30 ng/ml. Estos resultados indi-
can que en las ratas controles la anestesia induce una reduccidn
del nivel de GH en plasma del 80 %, en cambio en las diabéticas
la reduccidn fue sdlo del 50 %. Estas consideraciones parecen
indicar que no es conveniente extrapolar el valor de la veloci-
dad de secrecidn de la GH obtenido en ratas anestesiadas a una
situacidén como es la basal. Pero ademds, el hecho de que la anes
tesia disminuye la secrecidn de GH con distinta intensidad en
ratas controles y diabéticas, indica por una parte,que el &ter influ
ye sobre los mecanismos implicados en la secrecidn de GH, y que
la respuesta de estos mecanismos a la anestesia es distinta en

el animal control y diabético.

En un intento de realizar un cilculoc aproximado de lo que
puede ser el valor de la velocidad de secrecidn hipofisaria de
GH en condiciones basales, hemos usado para el cdlculo de este
pardmetro los valores de la concentracidn de GH en plasma de
ratas controles y diabéticas sacrificadas con guillotina. El va
lor asi obtenido es de 82 + 7.9 ng/ min., para los animales con
troles y de 73 + 10 ng/min. para los diabéticos. Partiendo de
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estos valores, el cllculo de la secrecidn hipofisaria de GH

a lo largo del dia en las ratas controles y diabéticas es de
118 ug/24% h y de 107 ug/24 h, respectivamente. El hecho de que
las ratas hipofisectomizadas requieran dosis de 100 ug de GH
por dia para mantener un crecimiento normal (datos de nuestro
laboratorio) hace pensar, que estos valores de la secrecidn de
GH en las ratas controles y diabéticas estdn muy prdéximos a lo
que debe ser el valor real de este parémetro.

El conjunto de estos resultados indican que en el animal
diabético, con una diabetes de tipo medio y a los 15 dias de
producir la enfermedad, bajo el efecto de la anestesia presen-
ta una secrecidn hipofisaria de GH mé&s alta que las ratas con-
troles, pero en condiciones basales la secrecidn de GH de las
ratas diabéticas, aunque no significativamente, es mids baja que
la de las controles. Por otra parte, el valor del MCR, tanto
si se expresa en valor absoluto como referido a la superficie
corporal es significativamente mds bajo en las ratas diabéticas
que en las controles. La conjuncién de estos resultados, nos
lleva a la creencia de que bajo nuestras condiciones experimen-
tales, un aumento de la secrecidn hipofisaria de GH y una dismi
nucidn significativa de la velocidad de aclaramiento metabdlico
(en valor absoluto o referido a superficie corporal) de la hor-
mona pueden ser responsables de que los animales diabéticos con
un contenido bajo de GH en hipdfisis mantengan no obstante va-
lores de GH en plasma dentro del rango de la normalidad.

H. CONCENTRACION PLASMATICA DE HORMONA DE CRECIMIENTO EN RES-
PUESTA A LA ESTIMULACION CON PENTOBARBITAL

En los experimentos anteriormente descritos, se han deter-

minado los niveles basales de GH en ratas controles y diabéti-
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cas. En esté estudio nos planteamos examinar la dindmica de la

secrecidn de GH en respuesta a un estimulo.

La respuesta en la secrecidn hipofisaria de GH frente a
determinados estimulos varia de una especie a otra. Asi, mien-
tras que la infusidén de arginina, la hipoglucemia inducida por
insulina, o la administracidén de vasopresina son de gran utili-
dad como pruebas funcionales de la secrecidn de GH en humanos,
en ratas, ninguno de estos estimulos es efectivo (Glick, 1969).
Actualmente, el {nico agente conocido capaz de descargar la se-
crecidn hipofisaria de GH es el pentobarbital. (Howard y Martin

1971). E1 PB estimula la secrecidn de GH tanto si se administra
in vivo, como en hipd8fisis incubadas in vitro, por lo cual se

cree que su efecto es a nivel hipofisario (Howard y Martin 1972),

sin embargo esto no descarta el que tenga un efecto a nivel hi-

potaldmico.

En este experimento, como en el que se midid los parémetros
cinéticos de la GH, en los que por razones metodoldgicas los
animales debian de estar bajo anestesia, de nuevo encontramos
que las ratas diabéticas, a tiempo 0, antes de la administra-
cidén i.v. del PB, mantienen niveles de GH en plasma significa-
tivamente mds altos que los animales controles (Fig. 29 y 30).
Es evidente que la administracidn intravenosa de 3 mg de PB por
100 g de peso, estimuld la secrecidn de GH tanto en ratas con-
troles como en diabéticas. Esta accidn del PB en ratas diabéti-
cas no habia sido observada anteriormente. La respuesta en la
secrecidn de GH a 3 mg de PB es cualitativamente la misma en
ratas controles que en diabéticas, aunque estas (ltimas a los 5§
minutos presentan niveles de GH en plasma significativamente
mids altos que los controles. Con objeto de corregir el hecho de
que ambos grupos presentan diferentes niveles basales de la hor

mona, el incremento de GH a cada uno de los tiempos se calculd
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como por ciénto del valor basal en los dos grupos. En este ca-
so, se sigue observando que a los 5 minutos las ratas ciabéti-
cas presentan una respuesta al pentobarbital mayor que los ani

males controles.

Ante la posibilidad de que 3 mg de PB fuese una dosis exce-
sivamente alta que pudiera haber enmascarado las posibles dife-
rencias en el patrdn de secrecidn entre ambos grupos de animales,
realizamos un segundo experimento en el que seguimos la misma
metddica que en el anterior, con la diferencia de que la canti-
dad inyectada de PB fue de 1.5 mg por 100 g de peso. Como puede
observarse en la Fig. 30 existen diferencias en el patrdn de la
secrecidn de GH, entre las ratas controles y diabéticas en res-
puesta a esta dosis de PB. En los animales controles, la secre-
cidn de GH aumentd progresivamente con el tiempo, de forma que
la concentracidén de la hormona en plasma que en nivel basal
fue de 9.8 + 3 ng/ml pasd a ser de 12.1 + 1.2 ng/ml y 19.2 +
+ 6.9 ng/ml a los 5 y 10 minutos después de la administracidn

del PB. Los animales diabéticos, por el contrario, presentaron
a los 5 minutos una intensa secrecién de GH (61.6 + 21.6 ng/ml),
para posteriormente descender a los 10 minutos a una concentra-
cibn plasmitica de GH de 30.8 + 9.0 ng/ml, este Gltimo valor es
significativamente mis alto que el de los controles (19.2 +

+ 6.9 ng/ml; p < 0.02). Cuando el incremento de la concentracidn
de GH a cada uno de los tiempos se expresa como por ciento del
valor basal, se encuentra que sblo son significativas las dife-

rencias entre ambos grupos a los 5 minutos.

Estos resultados indican que existen ciertas diferencias en-
tre el patrdn de la secrecidn de GH en ratas controles y diabé-
ticas en respuesta al pentobarbital. Asi, mientras las ratas

controles presentan un moderado pero progresivo aumento de la
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secrecidn de GH respecto al tiempo, tanto en respuesta a la
administracidén de 1.5 mg como de 3 mg de PB, la secrecidn de

GH de las ratas diabéticas a los 5 minutos presenta la misma in
tensidad de respuesta a la administracidén de 1.5 mg o de 3 mg
de este agente, con la diferencia que en las ratas inyectadas
con 3 mg esta respuesta a los 10 minutos es alin superior a la
observada a los 5 minutos, en cambio los animales inyectados
con 1.5 mg de PB no mantienen la misma intensidad en la respues
ta a tiempos més largos. Hay que hacer notar que la mayor res-
puesta de la secrecidn de GH al PB en el animal diabético tiene
lugar a pesar de que estos animales debido su menor peso cCorpo-
ral (98 + 14 en diabéticos vs. 139 + 9 en controles, p<0.001),

recibieron realmente una dosis m&s baja del pentobarbital.

El hecho de que las ratas diabéticas presenten una secrecidn
de GH en respuesta al PB mis intensa que los controles tiene lu
gar a pesar de que el contenido de GH en hipéfisis de los anima
les diabéticos es mds bajo que el de los controles. Por otra
parte, cuando la concentracidn de GH en plasma se expresd como
por ciento del contenido de la hormona en glédndula (Fig. 31),
se observa que las ratas controles presentan una secrecidn de
GH frente a 1.5 & 3 mg de PB, mds intensa a los 10 que a los
5 minutos,y a cada uno de estos tiempos existe una relacidén 1li-
neal entre la respuesta de la secrecidn hipofisaria de GH y la
dosis de PB administrada. Por el contrario, en las ratas diabé-
ticas inyectadas con 3 mg de PB, el porcentaje hallado es el
mismo a los 5 que a los 10 minutos, mientras que en los anima-
les que recibieron 1.5 mg de PB, la concentracién de GH en plas
ma en relacidn con el contenido hipofisario de la hormona es més
alto a los 5 que a los 10 minutos, aunque a cada uno de estos

tiempos existe una relacidn lineal dosis-respuesta.
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El conjlnto de estos resultados indica que los mecanismos
implicados en la secrecidn hipofisaria de GH en las ratas dia-
béticas son ma$§ sensibles a un estimulo como el pentobarbital
que los animales controles. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en humanos. En efecto, los enfermos con diabetes juve
nil presentan una secrecidn de GH significativamente mis alta
que los sujetos normales en respuesta a estimulos como la infu-

sidén de arginina o glucagdn (Taylor y cols., 1969, Boden y cols.,

1968) o al ejercicio fisico (Hansen, 1970). El patrdn de se-
crecidén de GH a lo largo del dia en los sujetos diabéticos mues
tra brotes de secrecidn més intensosy frecuentes que el de los
individuos normales (Johansen y cols., 1969). Por otra parte,

nuestros resultados indican que el "test" del pentobarbital que

Howard y Martin describieron como un modo de medir la reserva

hipofisaria de GH no siempre es prueba de ello, ya que las ra-
tas diabéticas con un contenido de GH en hipéfisis inferior al
de los controles, presentan sin embargo una secrecidn de GH

en respuesta al pentobarbital md&s intensa.

I. SINTESIS DE GH EN HIPOFISIS INCUBADAS IN VITRO

Son numerosos los trabajos en la literatura encaminados a
estudiar la sintesis hipofisaria de GH midiendo la incorpora-
cibén de un aminodcido marcado a la hormona. Sin embargo, se han
empleado distintas metddicas para aislar y cuantificar la canti
dad de GH sintetizada de novo. Asi, MacLeod y cols., (1968) en

un estudio sobre la sintesis hipofisaria de GH y prolactina
aislaron cada una de las hormonas recién sintetizadas por elec-

troforesis en gel de poliacrilamida. Sin embargo, Burek y cols,,

(1970) han encontrado que la hormona asi aislada no aparece co-
mo una sola banda, lo que atribuyeron a que en hipéfisis existe

una poblacidn heterogenea de moléculas de GH, ya que si la hor-
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mona era eluida del gel, tratada con sodio dodecil sulfato y
vuelta a someter a electroforesis existia una reduccidn del

30 % en la banda correspondiente a la hormona de crecimiento
(Meldolesi y cols., 1972). Otros autores como Burek y Frohman,

(1970) aislaron y cuantificaron la hormona sintetizada de novo
haciendo reaccionar la GH* con un anticuerpo especifico. Noso-
tros pudimos utilizar este método ya que disponiamos del anti-
cuerpo especifico anti-GH para realizar los estudios de inmuno-

precipitacidn.

Por otra parte, la sintesis de GH* in vitro presenta una
relacidn lineal frente al tiempo, dicha relacidn se mantiene por

espacio de 6 horas (Burek y Frohman, 1970, Meldolesi y cols.,

1968) aunque a un tiempo tan corto como 30 minutos se puede evi
denciar ya la formacidén de GH*. Sin embargo, ante la posibili-
dad de que este proceso estuviese alterado en la hipdfisis de
los animales diabéticos, elegimos 3 horas para realizar nuestros
experimentos. |

Nuestros resultados indican que el tejido hipofisario de
las ratas controles incorporan mas leucina-H3 que el de las ra-
tas diabéticas tratadas con salino o con insulina, aunque la in
sulina tuvo un efecto positivo sobre este proceso. Indudable-
mente sélo parte del aminodcido marcado se incorporaria a la
molécula de GH y parte iria a formar parte de otras proteinas
adenohipofisarias. En nuestras condiciones experimentales, la
radiocactividad precipitable con el anticuerpo anti-GH fue supe-
rior en el tejido hipofisario de los animales controles que en
el procedente de ratas diabéticas tratadas con salino, en es-
tos Gltimos animales,dicha radiocactividad era a su vez inferior
respecto al grupo de ratas diabéticas que recibieron insulina.

Estos resultados parecen indicar que la sintesis de novo de GH
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es independ{ente del contenido enddgeno de la hormona en glén-
dula, ya que las ratas controles con un contenido de GH doble
al existente en ratas diabéticas presentaron sin embargo una
capacidad de sintesis de GH mds alta. Es dificil decidir sobre
la forma de presentar estos resultados. Indudablemente si la
GH—leucina—H3 se refiere al peso del tejido se observa que el
valor de esta relacidn es mis bajo en el caso de las ratas dia
béticas que en cada uno de los otros dos grupos. Sin embargo,
debido al hecho de que las hipéfisis procedentes de las ratas
diabéticas presentan un contenido més bajo de GH que el de los
restantes grupos, al relacionar la radiocactividad inmunoprecipi
table del tejido con dicho contenido hormonal, desaparecen las

diferencias entre cada uno de los grupos en estudio. (Fig. 32).

Nuestros resultados no nos permiten discernir si el fallo
del tejido hipofisario de las ratas diabéticas reside a nivel
de captacidn del aminodcido por el tejido o a nivel de sintesis
proteica, aunque es posible que ambos mecanismos puedan estar
involucrados. Para aclarar este punto pensamos estudiar en un
futuro el proceso de captacidn utilizando un aminodcido marcado
no metabolizable como el &cido aminoisobutirico. Consideramos
también que seria de gran interés el estudio de la sintesis de
GH en glédndulas procedentes de ratas controles y diabéticds a
distintosf%iempos, lo cual nos permitiria conocer la cinética
de la sintesis de GH en el tejido de ambos grupos experimenta-
les. Hay que sefialar que este sistema in vitro permite a su vez
estudiar el proceso de secrecidén de la hormona, el cual puede
estar alterado en un sentido o en otro en el estado diabético,
lo que parece estar apoyado por el hecho de que la radicactivi-
dad inmunoprecipitable hallada en el medio donde permanecid el
tejido procedente de ratas diabéticas sea superior a la observa

da en los otros grupos experimentales, dicha observacidn podria
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indicar que~el proceso de secrecidn estid aumentado en el esta-
do diabé&tico. Sin embargo, estos datos son preliminares y es ne
cesario proseguir en su estudio con objeto de confirmarlos de

nuevo y tratar de averiguar sus causas.



V. CONCLUSIONES
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12) En los(organismos pluricelulares constituidos por célu-
las altamente especializadas existen dos sitemas, nervioso

y endocrino, los cuales por medio de impulsos nerviosos o de
sustancias especializadas (hormonas) ejercen su accidn sobre
los correspondientes drganos afectores. Ambos sistemas est@n
estrechamente relacionados, de forma que cada uno de ellos es
dependiente del otro,constituyendo en conjunto el sistema neu
roendocrino. La interrelacidn mis estrecha entre ambos siste-
mas tiene su sede principal en el complejo hipotdlamo-hipdfi-
sis. El comportamiento global del organismo estid por tanto in
tegrado por los estimulos nerviosos y hormonales que actian
sobre los diferentes drganos o tejidos, los cuales ejercen sus
funciones peculiares en funcidn de la informacidn que reciben.

En situacidn de reposo, los componentes de ambos sitemas
trabajan conjuntamente para mantener la estabilidad del orga-
nismo. Las alteraciones en el medio externo o en el propic me
dio interno del organismo desencadenan una serie de procesos
que tienden a restablecer el equilibrio general o a instaurar
lo a otro nivel. Dentro del propio sistema endocrino existe
una coordinacidn funcional entre los distintos componentes que
lo constituyen. Las hormonas hipotal&micas transportadas por
los vasos porta-hipofisarios regulan la secrecidn de las hormo
nas adenohipofisarias, que a su vez controlan el funcionamien-
to de las glandulas periféricas. La integracidn entre las hor-
monas adenohipofisarias y las segregadas por las gléndulas
periféricas tiene lugar a través de mecanismos homeostidticos,
entre los cuales los de retroaccidn negativa ocupan un lugar
importante. En este tipo de mecanismo, el control se consigue
por medio de una ordenacidén jerdrquica: hipoti&lamo —» hipdfi-
sis anterior -» glindula endocrina periférica —» célula afec

tora, pudiéndose ejercer el mecanismo de retroaccidn a nivel

e 1 e e e
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de hipdfisis, de hipotdlamo o en ambos niveles.
El grado de actividad de un eje endocrino, tal como se ha
definido, puede alterarse al cambiar la actividad funcional de

una gléncula endocrina ajena a él. Asi, en situacidn de stress

inhibicidén del 60-70 % en la secrecidn de TSH como respuesta

donde estd muy estimulada la secrecidn de ACTH se produce una ‘
a la tiroidectomia (Fortier y cols. 1970). En ausencia de nive |

les normales de insulina se produce una disminucidn en el "set-
-point" del mecanismo de feed-back" existente entre las hormo-

nas tiroideas y la hormona tirotropa (Gonzidlez y cols., en pren

sa). Esto nos lleva a considerar que en un mismo proceso endo-
crino pueden estar involucradas mds de una hormona, y que en to
do estudio de accidn hormonal hay que considerar el balance e
interaccidn de las posibles hormonas que pueden estar implica-
das en un mismo proceso fisioldgico. El definir cualitativa y
cuantitativamente esta participacidn es sin duda uno de los
aspectos mis dificiles e importantes de la endocrinologia.

En este contexto, la finalidad principal de la presente
tesis fue llegar a conocer lo mds ampliamente posible cdmo la :
insulina influye sobre el sistema hipot&lamo-hipdfisis en cuan-
to a secrecidn de hormona de crecimiento, para tratar de compren
der el mecanismo por el cual la insulina resulta indispensable 1
para el crecimiento normal del animal en desarrollo. Un mejor
conocimiento de esta interrelacidn puede ser importante para
comprender en qué modo la hormona de crecimiento y la insulina

actllan sobre el crecimiento.

Una forma de aproximarnos a la resolucidn de estos proble-
mas, fue estudiar los cambios que la falta de niveles normales

de insulina inducen sobre crecimiento, asi como sobre el conte-
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nido de GH en plasma e hipdfisis. Para poder llevar a cabo la
investigacidn propuesta, fue esencial poder medir las variacio-
nes cuantitativas de GH tanto en plasma e hipdfisis de los ani-
males experimentales. Para ello, dispusimos de todo el material
necesario para el desarrollo del radioinmunocensayo de GH en ra-
ta, que nos fue suministrado gratuitamente por el Instituto de
la Salud P@iblica de los Estados Unidos.

Una vez montado el RIA de GH en rata, realizamos un estu-
dio preliminar para conocer las variaciones de hormona de cre-
cimiento en plasma e hipbfisis a lo largo del dia, lo cual nos
permitiria escoger el tiempo mids conveniente para el sacrificio
de los animales, asi como el determinar las caracteristicas de
una poblacidn de datos de GH, como eran valor medio y grado de
dispersidén de los mismos. Los resultados de este experimento
pusieron de manifiesto que la secrecidén hipofisaria de GH en ra
tas macho no es constante a lo largo del dia. E1l estudio de
los niveles de GH en plasma indica que existen dos fases secre-
toras de la hormona, la primera comprendida entre las 9 y las
12 del mediodia, y otra mucho mids intensa que tiene lugar entre
las 19:30 y las 21 horas, mientras que entre la medianoche y las
6 hrs y entre las 13:30 y las 16:30 se observan los niveles
mis bajos. El contenido de GH en hipdfisis presenta asimismo va
lores més altos durante dos periodos del dia, los cuales coinci
den con la elevacidn de los niveles circulantes de la hormona
en plasma. E1 hecho de que entre las 9 y las 11 horas los nive-
les de GH se mantienen constantes, nos decididé a elegir este in
tervalo como el mds conveniente para realizar el sacrificio de
los animales. Por otra parte, estos resultados evidenciaron que
los datos de GH en plasma en un mismo grupo experimental, cuyos
animales habian estado sometidos a idénticas condiciones ambien

tales, se caracterizaban por presentar una gran dispersidn.
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A contihuacién, iniciamos el estudio propiamente dicho
de las alteraciones causadas por la falta de insulina, o de
las consecuencias metabdlicas que ello implica, sobre el creci
miento y la funcidn hipofisaria en cuanto a sintesis y secre-
cidn de GH, cuyas principales conclusiones se exponen a conti-

nuacidn.

22) La disminucidn en la disponibilidad de insulina en la ra-
ta, influye sobre el peso corporal asi como sobre el contenido
de hormona de crecimiento en hipdfisis. Los animales diabéticos
a las 48 horas de la administracidn del STZ presentan un conte-
nido de GH en hip&fisis menor que el existente en controles, in
tensificéndose las diferencias a medida que avanza la enferme-
dad. Junto con estas alteraciones se observa una atrofia de
los testiculos y del tiroides, por el contrario, las adrenales
de las ratas diabéticas son de mayor tamafio. Es flcil compren-
der la gran variedad de alteraciones fisioldgicas y metabdlicas

que la falta de insulina induce sobre el organismo.

32) E1 efecto de la diabetes sobre el contenido de GH en hipd-
fisis se puede explicar por los resultados del experimento en

que se estudid la incorporacidn de leucina-—H3 a hipdfisis incu-
badas in vitro, en el que la GH sintetizada de novo se cuantifi
cé por inmunoprecipitacién. Los resultados de este experimento,
demostraron que el tejido hipofisario procedente de la rata dia
bética tiene una capacidad reducida para sintetizar GH-H? res-

pecto al tejido del animal control.

42) E1 efecto de la administracidn de insulina sobre el conte-
nido de GH en hip&fisis de ratas diabéticas pone de manifiesto
el efecto positivo que sobre este parimetro ejerce la insulina,
siendo este efecto tanto mis intenso cuanto mds alta es la dosis
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de hormona éaministrada. Sin embargo, el conjunto de estos re-
sultados no permiten concluir si el efecto positivo de la insu
lina sobre el contenido hipofisario de GH es el resultado de un
aumento en la capacidad de las células somatotropas para sinte-
tizar GH, de un aumento en el nimero de dichas células, o bien

una combinacidn de ambos.

58) A pesar de la falta de disponibilidad de niveles normales

de insulina, las ratas diabdticas mantienen niveles circulantes
de GH medidos por RIA, al menos hasta los 27 dias después de

la administracidén del STZ, dentro del rango de la normalidad.

Por ello, se concluye que las alteraciones en el crecimiento
observadas en este sindrome, no estin causadas por una reduccidn
en los niveles circulantes de GH. No hemos de olvidar que el RIA |
mide la capacidad inmunoldgica de la hormona en estudio y no su |
actividad bioldgica y puede darse el caso de que ambas no vayan !

en el mismo sentido.

62) Dado que no existen diferencias significativas en los ni-
veles plasmiticos de GH en las ratas diabéticas tratadas con
salino o con dosis crecientes de insulina (1.2 & 3 U de insuli-
na/100 gramos de peso), y puesto que el tratamiento con insuli-
na produjo un aumento de peso en el animal diabético proporcio-
nal a la dosis de hormona administrada, se concluye que la hor
mona de crecimiento requiere la presencia de insulina para ejer
cer sus efectos bioldgicos sobre el crecimiento.

Estas dos dltimas conclusiones estidn de acuerdo con los
resultados de Phillips y Young (1976) y Daughaday y cols. (1975).
Los primeros autores hallaron que los niveles circulantes de so

matomedina en las ratas diabéticas a las 48 horas de la adminis
tracidén del STZ, no sdlo eran inferiores que los de la pobla-
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cidn controi, sino que incluso se hallaban por debajo de los
existentes en ratas hipofisectomizadas. Por otra parte,
Daughaday y cols. (1975) observaron que la GH requeria la pre

sencia de insulina para ejercer su accidén a nivel hepdtico so

bre la formacidn de somatomedina.

Tanto el hipotiroidismo como la diabetes son situaciones
en las que se produce una reduccidn en el contenido hipofisario
de GH. Sin embargo, mientras que el animal hipotiroideo mantie
ne niveles bajos de hormona circulante, los observados en ra-
tas diabéticas son semejantes a los existentes en el grupo con
trol. Tratando de comprender el mecanismo por el cual el ani-
mal diabético a pesar de su bajo contenido de GH en hipdfisis
mantiene sin embargo niveles normales en plasma, estudiamos
por una parte la capacidad inmunoldgica de la sustancia que es
tamos valorando por RIA, asi como ciertos pardmetros cinéticos
de la GH en plasma de ratas controles y diabéticas.

72) Los resultados del experimento en que se estudid la capa-
cidad inmgggiégipq_@gﬂla GH en plasma pusieron de manifiesto
que diluciones sucesivas del plasma de rata control y diabé&ti-

ca producian un desplazamiento de la eH-1125

unida al anticuer
pPo proporcional a la cantidad de plasma afiadido al medio, y

la relacidn dosis-respuesta de cada uno de los plasmas era pa-
ralela entre si y paralela a la curva patrdn. Lo que indica
que tanto en el plasma del animal control como en el del diabé
tico,hay una sustancia que tiene un comportamiento inmunoldgi-
co andlogo al de la GH purificada que constituye la curva

standard.

Teniendo en cuenta que los niveles de una hormona en plas

ma son el resultado de la velocidad con que la hormona pasa
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desde su gléﬁdula productora al plasma, asi como de la veloci
dad con que la hormona es retirada de la circulacidn a través
de los procesos de metabolizacidn y degradacidén de la misma,
realizamos un estudio para determinar tanto la velocidad de
secrecidn hipofisaria de GH como la de aclapamientqwmgtabéli—
co de la hormona, con la esperanza de que la alteracidn en al
guno de éstos pardmetros cinéticos pudiese justificar los ni-
veles normales de GH hallados en el animal insulinoprivo. La
técnica seguida en este estudio fue medir la cantidad de GH*¥
inmunoprecipitable en plasma a distintos tiempos después de
la administracidn de una Gnica inyeccidn intravenosa de GH¥*.
El empleo de los valores de la radioactividad inmunoprecipita
ble en plasma para el cdlculo del MCR, exigia que la GH¥* su-
friera en plasma las mismas transformaciones que la GH enddge
na. Para comprobar este punto, se estudid el patrdn cromato-
grifico en Sephadex G-100 de la GH enddgena y de la GH marca-
da. Estos resultados,indicarbn que tanto en ratas controles
como en diabéticas, la hormona enddgena y la radiocactiva apa-
recen distribuidas en dos zonas, una que coincide con el -lu-
gar donde eluye la GH* durante el proceso de purificacidn y
otra que corresponde a una forma de mayor peso molecular y
que eluye con anterioridad. Actualmente se desconoce si esta
forma es el resultado de una polimerizacidn de la forma mond-
mera de GH o si representa la unidn a una proteina plasmitica.
Esta distribucidn de la GH en plasma, tanto de la enddgena co
mo de la radiocactiva plantea serios problemas a los cuales
nos hemos referido en la discusidn y que sin duda serin obje-
to de una investigacidn futura. E1 hecho de que ambas formas
de GH al reaccionar con el anticuerpo a la dilucidn usada pa-
ra inmunoprecipitacidn presentaran el mismo porcentaje de
inmunoprecipitacidn, nos permitid usar esta técnica para el

cdlculo de los pardmetros cinéticos.
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82) Encontrémos que dependiendo del modo en que se expresase
la velocidad de aclaramiento de la GH en plasma, este paréme-
tro era inferior en las ratas diabéticas qus en los controles,
lo cual puede explicar al menos en parte que en condiciones
basales no se encuentren diferencias entre los niveles circu-
lantes de GH en ratas controles y diabéticas. Si la reduccidn
en el MCR hubiera sido suficiente para explicar la mayor per-
manencia de la hormona en el plasma del animal diabético,
ello deberia quedar reflejado en el cilculo de la vida media.
El valor hallado para dicho parametro fue de 7 minutos en con
troles y 8 minutos en diabéticas, diferencias que no fueron

significativas.

92) Los estudios en que por razones metodoldgicas las ratas
tenfian que estar bajo anestesia, se observd que en estas con-
diciones los niveles circulantes de GH en ratas diabéticas son
superiores a los observados en el grupo control. La anestesia
por éter, bien a través del stress que induce o por algin meca
nismo desconocido disminuye la secrecidn hipofisaria de GH y
este efecto es mas intenso en.los animales controles que en

los diabéticos.

102) El célculo de la velocidad de secrecidén hipofisaria de GH
viene dado por el producto del MCR y la concentracidn enddgena
de la hormona en plasma. El hecho de que bajo anestesia, las
_ratas diabéticas presenten niveles de GH en plasma mis altos
que en controles, hizo que el valor de este parémetro fuese su
perior en los animales insulinoprivos que en los controles. De
estos resultados se concluyd que bajo el stress de la anestesia
la falta de disponibilidad de insulina aumenta la secrecidn hi-
pofisaria de GH. Se desconoce el mecanismo por el que en esta
situacidn la secrecidn se halla aumentada, pero dado que la se-
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crecidn hipéfisaria de GH se halla bajo el control hipotalémi
co de dos factores de accidn contrapuesta, uno estimulador y
otro inhibidor (somatostatina), es posible que la carencia de
niveles normales de insulina altere el nivel al cual actlan
ambos factores, bien favoreciendo la actividad del factor es-
timulador, disminuyendo la del inhibidor o bien favoreciendo

ambas situaciones.

En un intento de obtener un valor aproximado de lo que
seria la secrecidn hipofisaria de GH en condiciones basales,
utilizamos los valores enddgenos de GH de un gran nimero de
ratas controles y diabéticas sacrificadas con guillotina, en
estas condiciones encontramos que la secrecidn hipofisaria de
GH en el animal diabético era ligeramente inferior a la del ani
mal control aunque las diferencias no eran significativas.

112) De acuerdo con la anterior conclusidn, observamos que ba-
jo anestesia, la respuesta en la secrecidn hipofisaria de GH
al pentobarbital es significativamente mayor en los animales
diabéticos que en los controles. Estos resultados,nos llevan a
concluir que el tejido hipofisario del animal diabético presen
ta una mayor sensibilidad a los estimulos que inducen la secre
cidén de GH que el de los animales controles. Hemos de tener en
cuenta que como de nuevo los animales se hallaban bajo aneste-
sia con éter, la mayor respuesta observada en el animal insuli
noprivo puede ser el resultado de dos efectos: el menor descen
so en los niveles circulantes ocasionado por el éter junto con
el aumento en dichos niveles originado por la inyeccidn de pen
tobarbital.

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que la fal

ta de niveles normales de insulina, o alguna de las alteracio-
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nes-metabélihas que ello conlleva, tiene serias repercusiones
sobre la sintesis hipofisaria de hormona de crecimiento y so-
bre algunos de los efectos periféricos de la hormona. Durante
su realizacidn,han surgido una serie de problemas que estimu-
lan a proseguir en este estudio y a profundizar en el campo
de la interrelacidn y coordinacidn entre hormona de crecimien
to e insulina sobre el crecimiento y desarrollo.
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