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; Introduccion

1. EJE SOMATOTROPO. !

La sintesis y secrecién de la hormona de crecimiento (GHj) por ias células
somatotropas hipofisarias esta bajo el control de dos péptidos hipotalémicos: la
hormona liberadora de la GH (GHRH) y la somatostatina (SS). :La GH una vez
secretada por las células somatotropas actua sobre los tejidos periféricos estimulando
la produccion de somatomedinas, también llamadas IGF-l y I (Fadbr de crecimiento
similar a la insulina-l y -ll}, mediadoras de muchos de los efectos'de la GH. Estas
hormonas actuan coordinadamente y constituyen lo que se llama ei eje somatotropo
(figura 1).

Este sistema estd regulado por diversos neurotransmisores, neuropéptidos,
hormonas y sefiales metabdlicas que actuan en la hipdfisis y en'el hipotalamo, y
ademas dispone de mecanismos de retroalimentacion en los que es%tan implicadas la

GH, las IGFs, la GHRH y la SS.

[ Neurotransmisores \ .

HIPOTALAMO .

1

|

<

// <—“j !

|

Neuropéptidos i
Hormonas

Factores metabdlicos

~

T

Figura 1. Componentes del eje somatotropo.
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Introduccion

2. GHRH.
2.1. BIOSINTESIS Y ESTRUCTURA QUIMICA.

La GHRH es la hormona hipotalamica que estimula la sintesis y secrecion de
GH. Fue aislada e identificada en 1982 por los grupos de W. Vale y R. Guillemin, a
partir de tumores pancreaticos. Desde el punto de vista bioquimico se trata de un
péptido perteneciente a la familia del glucagén y de la secretina.

Los genes que codifican la GHRH en la rata (rtGHRH) y en el hombre (hGHRH)
son similares. Constan de 5 exones, de los cuales el 2, el 3, el 4 y una parte del 5
codifican las secuencias de los respectivos precursores. El gen de la hGHRH se
encuentra en el cromosoma 20.

El precursor de la rtGHRH tiene 104 aminoacidos y tras su procesamiento da
lugar al péptido maduro de 43 aminoacidos, mientras que del gen de la hGHRH se
producen dos precursores, uno de 107 y otro de 108 aminoacidos, formados por
procesamiento alternativo del ARN mensajero (ARNm) primario. Estos dos
precursores de la hGHRH, tras sufrir modificaciones proteoliticas, dan lugar a las
formas de 40 y 44 aminoacidos presentes en el hipotdlamo humano.

La secuencia de aminoacidos de 1a GHRH se encuentra bastante conservada
en los mamiferos, difiriendo por ejemplo la forma molecular ovina tan sélo en 6
aminoacidos respecto de la humana. La rGHRH es una excepcién a esta homologia,
ya que solo tiene 43 aminoacidos y de ellos 14 son diferentes a los de la hGHRH
(figura 2). Sin embargo, las divergencias se encuentran sobre todo en el extremo
carboxilo-terminal, mientras que el extremo amino-terminal, en el que radica la
actividad bioldgica, conserva una alta homologia con la secuencia de la hGHRH
(cerca del 80 %).

En cualquier caso, se ha determinado que la actividad biolégica reside en los
primeros 29 aminoacidos. Por esta razon, se han desarrollado péptidos sintéticos

como el GHRH 1-29, que poseen la misma potencia que las formas naturales.

hombre YADAIFTNSYR KVLGKLSARKLLQDIMSRQQGESNQERGARARL-NH;
cordero YADAIFTNSYRKILGKLSARKLLG DIMNROQGERNQEQGAKVRL-NH;
rata HADAIFTSSYRRILGKLYARKLLHEIMNRQQGERNQEQRSRFN-NH;

Figura 2. Secuencia de aminodcidos de la GHRH del hombre, del cordero y de la rata. En negrita se indican
los aminodcidos diferentes respecto a la secuencia de la GHRH humana. Nomenclatura: A-Ala D-Asp E-Glu
F-Phe G-Gly H-His I-le K-lys L-leu M-Met N-Asn Q-Gln R-Arg S$-Ser T-Thr v-val Y-Tyr.



Introduccién

2.2. LOCALIZACION.

A diferencia de otros neuropéptidos, la GHRH tiene una distribucion cerebral
bastante localizada. La mayor concentracion de cuerpos neuronales productores de
GHRH (neuronas GHRH-érgicas) se encuentra en el hipotadlamo mediobasal, sobre
todo en los nucleos arcuato y ventromedial (Merchenthaler y cols 1984, Bloch y cols
1984). No obstante, se han encontrado neuronas productoras defGHRH dispersas
por casi todo el hipotalamo, el hipocampo y la amigdala. 1

De las neuronas GHRH-érgicas del nicleo arcuato, encargadas del control de
la actividad somatotropa, parte una densa trama de axones hafcia la eminencia
media, donde descargan en el plexo vascular del sistema porta—hipoltélamo-hipoﬁsario '
(figura 1). Las neuronas GHRH-érgicas del nucleo ventromedial pa:recen proyectar a
otras &reas hipotalamicas, en las que el péptido podria ;funcionar como
neuromodulador. Ademas, se han localizado fibras que transportan GHRH en
diversas areas hipotaldmicas (region periventricular, nucleo paraventricular, area
preéptica) y extrahipotalamicas (sistema limbico) en las que el péptido parece
intervenir en procesos conductuales y de ingesta de alimentos. Te;mbién dentro del
cerebro se ha detectado GHRH en concentraciones apreciables en el liquido
cefalorraquideo.

Fuera del cerebro se ha aislado y caracterizado la GHRH ,:en la placenta, el
estémago, el duodeno, el pancreas, la hipéfisis, el ovario, el testicmo y los linfocitos
(Cuttler 1996). ?

En muchos cuerpos neuronales y terminales con GHRH se ;ha demostrado la
coexistencia de este péptido con dopamina, galanina o neﬁrotensina. Estas
moléculas podrian ser las mediadoras de la interrelacién obsfervada entre las
neuronas GHRH-érgicas y las productoras de SS, interviniendo enila generacion del
ritmo de secrecién alternante entre ambos péptidos hipotalamicos. '
2.3. ACCIONES BIOLOGICAS Y MECANISMOS DE ACCION. i

La GHRH estimula la sintesis y secrecién de GH, e induce la proliferacién de
las células somatotropas (Barinaga y cols 1985, Billestrup y cols 1986). Como sucede
con otras muchas hormonas peptidicas, ia GHRH realiza sus acciones biolbgicas tras

unirse a receptores de membrana.
|
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2.3.1. Receptores de GHRH.

El receptor de la GHRH en el hombre y la rata es una proteina de 423
aminoacidos, con 7 dominios a-hélice transmembranares tipicos de los receptores
acoplados a proteinas G. Estos receptores se han localizado principalmente en las
células somatotropas, aunque también se ha encontrado ARNm del receptor de
GHRH en el hipotalamo y el tracto gastrointestinal (Matsubara y cols 1995). En estos
érganos, en los que también se sintetiza GHRH, el receptor mediaria las acciones
auto/paracrinas de éste péptido.

La unidn de la GHRH con su receptor estimula la adenilato ciclasa a través de
una proteina G activadora, resultando en ta produccién de AMP ciclico (AMPc). Este
segundo mensajero parece ser el mediador de los efectos de {a GHRH sobre los

procesos de sintesis y secrecién de GH, y proliferacion de las células somatotropas.

2.3.2. GHRH y sintesis de GH.

Tras la unién de la GHRH a su receptor se suceden toda una serie de
acontecimientos que van a llevar a la activacion de la sintesis hipofisaria de GH. Ei
mecanismo por el que la GHRH regula este proceso tiene lugar a nivel de la
transcripcién genomica.

Hay que destacar que la GHRH estimula la transcripcién del gen de la GH
independientemente de su accioén sobre la liberacién de la hormona, a pesar de que
ambos procesos estan mediados por AMPc (Barinaga y cols 1985).

El aumento de los niveles de AMPc, tras la unién de la GHRH a su receptor en
ta célula somatotropa, conduce a la estimulacion de una proteina quinasa A, que
fosforila varias proteinas citoplasmaticas y nucleares, entre las que se encuentra el
factor de transcripcidn CREB (c-AMP-Responsive Element Binding Protein), que se
une en el ADN a los elementos de respuesta a AMPc¢ denominados CRE (c-AMP-
Responsive Element) y cuya secuencia es TGACGTCA.

No se han podido localizar tales CREs en el promotor del gen de la GH de la
rata (rGH) perc si en el promotor del factor de transcripcion especifico de la
hipéfisis-1 (Pit-1), por lo que se ha propuesto un posible mecanismo de activaciéon de
la expresién de GH por GHRH a través de Pit-1 (Ruvkun 1992) (figura 3). También es
posible que la transcripcién del gen del Pit-1 sea activada por el caicio, de tal forma
que la proteina CREB seria fosforilada por una proteina quinasa dependiente del
complejo calcio-calmodulina (Sheng y cols 1991).

L.a misma secuencia de acontecimientos propuesta para la transcripcion de la
rGH podria ser perfectamente valida para el promotor de la GH humana (hGH),
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I

aunque en éste también se han detectado dos secuencias pérciales de CRE
(CGTCA) a las que podria unirse el factor de transcripciéon CREB cdoperando con el
Pit-1 en la regulacién positiva de la transcripcion del gen de la GH por GHRH en el
hombre (Sheppard y cols 1994). |
!
2.3.3. GHRH y liberacién de GH. ﬁ

La GHRH estimula la secrecion hipofisaria de GH. La respuesta es inmediata y
dependiente de la dosis dentro de un rango de concentraciones (Wehrenberg y cols
1984a). El proceso de secrecion de GH esta mediado por Ca 2y p¢r un aumento en
los niveles citosolicos de AMPc. ,

El incremento de la concentracién de AMPc en el citoplasma de las células
somatotropas que se observa fras la unidon de GHRH a su rec:eptor produce la
activacion de la proteina quinasa A que, tras actuar sobre canales de Ca % conduce
al aumento en la concentracién intracelular de dicho catién. Este aumento de los
niveles intracelulares de Ca " también esta mediado por la desporalizacién inicial que
se produce después de la union de la GHRH con su receptor, a través de la inhibicion
de canales de K'. En ltima instancia, el calcio intracelular formando complejo con la
calmodulina induciria la exocitosis de las vesiculas secretoras pbrtadoras de GH
(figura 3). Ademas, estudios recientes indican la posibilidad de que el complejo calcio-
calmodulina interaccione directamente con la adenilato ciclasa y la p?roteina quinasa A
aumentando su actividad {(Mougin y cols 1984). !

Diversos trabajos sugieren ademdas la participacién de las vias del
diacilglicerol-proteina quinasa C y de segundos mensajeros relacionados con el acido
araquidénico en el proceso de liberacién de GH estimulado por GHi?H (Cronin y cols
1985, Canonico y cols 1986). }

I
2.3.4. GHRH y proliferaciéon de Ias células somatotropas. l

Observaciones realizadas in vivo, en pacientes con tumores productores de
GHRH, indican que este péptido induce proliferacion de las céIuI:as somatotropas.
Este efecto se ha comprobado administrando GHRH a animales de: experimentacion,
en los que tras dicho tratamiento se incrementa tanto el nu.'lmer(:') total de células
somatotropas como su indice mitético. ;

Esta accién de la GHRH sobre la proliferacion celular esta rrglediada por AMPc
y por la proteina c-fos, cuyo contenido y el de su ARNm aumentan tras exponer

cultivos hipofisarios a GHRH (Billestrup y cols 1987) (figura 3). Existen trabajos en los
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que se propone también a! Pit-1 como posible elemento mediador del efecto
proliferativo de la GHRH (Castrillo y cols 1891) (figura 3).

3. SOMATOSTATINA.

3.1. BIOSINTESIS Y ESTRUCTURA QUIMICA.

Los primeros indicios acerca de la presencia de factores inhibidores de la
secrecion de GH en extractos hipotalamicos aparecieron accidentalmente en el
trabajo del grupo de Krulich y cols en 1968 mientras buscaban un factor liberador de
GH. Varios afios después, Brazeau y cols (1973) aislaron y caracterizaron este factor
inhibidor de la secrecién de GH, al que llamaron SRIF (Somatotropin Release-
Inhibiting Factor) y al que se conoce habitualmente como somatostatina (SS).

La SS caracterizada por el grupo de Brazeau resulté ser un péptido de 14
aminoacidos (SS-14), de estructura ciclica debido a la existencia de dos puentes
disulfuro intramoleculares entre dos cisteinas (figura 4a).

Aunque tanto la forma lineal como la ciclica tienen efecto in vitro, la reduccién
del puente disulfuro disminuye significativamente la actividad biolégica de la
molécula, por lo que dicho puente disulfuro parece ser necesario para la union con el
receptor (Rivier y cols 1975). La regién amino terminal no es necesaria para la total
actividad de la SS, mientras que los aminoacidos de las posiciones 7 a 10 parecen
ser esenciales, por lo que se han sintetizado diferentes analogos de la SS, en los que
se mantienen tanto los aminoacidos 7 a 10 como el puente disulfuro. Un ejemplo es
el Octreotide, que tiene mayor actividad bioldgica que la SS natural y su efecto es
mas prolongado gracias a una elevada resistencia a la degradacion (figura 4b).

Aunque inicialmente se hablaba de un Unico péptido con actividad inhibitoria
de la secrecidn de GH, Pradayrol y cols (1980) describieron una nueva forma de SS
con 28 aminoacidos (SS-28) que contiene la secuencia de la $S-14 y ademas otros
14 aminoacidos adicionales en el extremo N-terminal. Al principio se pens6 que la
55-28 constituia un precursor de la forma de 14 aminoacidos, pero el hecho de que
en ias areas hipotalamicas implicadas en el control somatotropo se produzcan los dos
péptidos y que ambas se liberen a la circulacion portal hace suponer que aunque la
58-28 pueda ser un precursor, también es capaz de actuar como una hormona en
sentido estricto. Asi, tanto la SS-14 como la $S-28 podrian intervenir en el control de
la secrecion de GH. No obstante, la SS-14 es la forma mas abundante en el sistema

nervioso central.
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La SS-14 y la SS-28 proceden de un mismo precursor generado por la
transcripciéon de un (nico gen. Este precursor, tras pasar por el aparato de Golgi, es
empaquetado en granulos de secrecién en los que se produce el procesamiento
protecilitico final para dar lugar a las formas maduras SS-14 y $§-28.

Las dos formas moleculares de la SS estan presentes en los mamiferos,
existiendo una gran homologia entre éstas. La secuencia de aminoacidos de la $S-14

en la rata y en el hombre es exactamente la misma (Reichlin 1883).

Ala - Gly - Cys - Lys - Asn - Phe - Phe D-Phe - Cys - Ph
I \ Iy
3 Trp I5 D-Trp
% LkJs s L)Izs
Cys - Ser - Thr - Phe - Thr Thr(ol) - Cys - Thr
A B

Figura #. Secuencia de aminodacidos de la 55-14 (A} y del octreotide (B).

3.2. LOCALIZACION.

La SS se encuentra ampliamente distribuida por todo el organismo pero sobre
todo a nivel neural, endocrino y digestivo actuando como neurohormona,
neurotransmisor y modulador paracrino.

lLa mayor concentracién de neuronas productoras de SS (neuronas S$S-
érgicas) se encuentra en el ndcleo periventricular hipotaldmico. Los axones
procedentes de este nucleo se dirigen a {a eminencia media en donde contactan con
el sistema porta-hipotalamo-hipofisario.

Como veiamos anteriormente, en el nlcleo arcuato se localizan las neuronas
GHRH-érgicas implicadas en el control somatotropo. En este mismo nucleo existen
también neuronas productoras de SS y ademas llegan a él prolongaciones
procedentes del nlcleo periventricular, por lo que ambas vias podrian intervenir en el
circuito de retroalimentacién de asa ultracorta que opera entre la GHRH y la SS.

Numerosos trabajos han demostrado la existencia de SS en otras zonas
cerebrales (ntcleos supraquiasmatico, ventromedial y caudado, la regién predptica),
en el liquido cefalorraquideo y en el tracto gastrointestinal (estbmago, pancreas,

intestino).
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3.3. ACCIONES BIOLOGICAS Y MECANISMOS DE ACCION.

En consonancia con su amplia distribucién por todo el organismo, ta SS actia
en regiones tan diversas como el aparato digestivo o el cerebro, en las que sus
acciones son mayoritariamente inhibitorias. No sélo es un potente inhibidor de la
secrecion de GH in vivo e in vitro, sino también de una serie de secreciones endo y
exocrinas como insulina, glucagén, hormona estimulante del tiroides (TSH), renina,
gastrina, CIH, a-amitasa etc. Lo que a nosostros nos ocupara en el presente apartado

s su accion a nivel hipofisario.

3.3.1. Receptores de SS.

Al igual que sucede con la GHRH y otras hormonas proteicas, la SS ejerce sus
acciones uniéndose a receptores de membrana especificos. Se han determinado 6
tipos de receptores para SS (SSTR), desde SSTR1 hasta SSTRS, con dos subtipos
de SSTR2 denominados A y B (Bell y Reisine 1993). |

Aunque se ha demostrado la expresion de todos los tipos de receptores en las
células somatotropas (O'Carroll y Krempeis 1995), los receptores SSTR2A y 2B
parecen ser los mediadores de las acciones de la SS. ’

Los receptores de SS se encuentran asociados a diferentes proteinas G
inhibitorias. El receptor SSTR2A aparece unido a la proteina Gis y Go, mientras que el
SSTR2B interacciona con la proteina G, (Reisine y cols 1993).

3.3.2. S8 y actividad somatotropa. A

La SS se opone, de forma dosis dependiente, a la practica totalidad de las
acciones estimuladoras de GHRH en las células somatotropas.

La SS inhibe tanto la secrecién de GH basal como la inducida por GHRH u
otros estimulos como ia arginina, hipoglucemia insulinica, ejercicio o estrés (Barinaga
y cols 1985). Asimismo, la SS atenla el efecto tréfico de la GHRH sobre las células
somatotropas (Billestrup y cols 1986). Respecto a la biosintesis de GH, aunque se
habia descrito que la SS no jugaba ningun pape! en este proceso {Barinaga y cols
1985, Fukata y cols 1985), datos recientes parecen indicar que si puede actuar
también como inhibidor del incremento de transcripcion gendmica dependiente de
GHRH (Devesa y Tresguerres 1996).

Tal y como proponen Chen y cols (1994), estos tres efectos que acabamos de
describir, comienzan con la unién de la SS al receptor de membrana SSTR2B. A
continuacién, y a través de la proteina Gy, se inhibe la actividad adenilato ciclasa,
produciéndose un descenso de los niveles de AMPc y de la gctividad proteina

11
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quinasa A. Como consecuencia de este (ltimo hecho, decrece la cascada de
fosforilaciones iniciadas por la quinasa A conduciendo en ultimo término al bloqueo
de la sintesis y secrecion de la GH y de la proliferacién de las células somatotropas
(figura 3).

La accién negativa de la SS sobre la secrecién de GH también esta mediada
por el receptor SSTR2A asociado a las proteinas G inhibitorias que antes
comentabamos. La via SSTR2A-Gj;, actuando directamente sobre canales de K,
estimula ia salida de este idn al exterior celular produciende la hiperpolarizacién de la
membrana y la disminucion de la permeabilidad de ésta al Ca®* . Simultaneamente, el
complejo SS-SSTR2A acoplado a la proteina Gy actuaria sobre canales de Ca®
inhibiendo la entrada de éste a la céiula. Como consecuencia de estas dos acciones
sobre los canales idnicos, disminuye la concentracién intracelular de Ca® con lo que

también desciende la intervencién de estos iones en la exocitosis de GH (figura 3).

4. HORMONA DE CRECIMIENTO.
4.1. BIOSINTESIS Y ESTRUCTURA QUIMICA.

La hormona de crecimiento se sintetiza en las células eosindfilas de la
hipéfisis anterior denominadas somatotropas, que representan el 40-50 % de las
células hipofisarias. En condiciones normales, estas células contienen entre 5§ y 10
mg de GH, lo que la convierte en la hormona mas abundante de esta glandula.

La GH esta codificada por el gen GH-N, localizado en el hombre en el brazo
targo del cromosoma 17 junto a ofros 4 genes (CS-L, CS-A, CS-B y GH-V)
relacionados por su homologia estructural y alineados a lo largo de un fragmento de
66.5 Kb formando lo que se llama el cluster de genes de la GH (Chen y cols 1989).
Todos estos genes proceden de un gen ancestral comin que divergié hace millones
de afios y del que también derivé el gen de la profactina.

El gen GH-N consta de cinco exones y cuatro intrones, es el Unico que se
expresa en la hipéfisis y codifica para las variantes de GH de 22 y 20 KDa, aunque
datos recientes sugieren que el gen GH-V u otro gen todavia sin identificar podrian
también ser expresados en la hipdfisis (Diaz y cols 1993). El procesamiento del
ARNmMm primario originado a partir de! gen GH-N da lugar al ARNm maduro gue a nivel
ribosdémico se traduce en la forma de 22 KDa en el 90 % de las moléculas de
transcrito primario. En el 10 % restante ocurre un procesamiento alternativo por el
que se origina la forma GH de 20 KDa.

12
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Una vez formado el producto GH de 22 KDa, puede sufrir modificaciones
postraduccionales, como la glicosilacion, formaciéon de dimeros mediante puentes
disulfuro, acetilacién y desaminacion.

La GH de 22 KDa es un polipéptido de 191 aminoacidos dispuestos en una
sbla cadena, en la que existen 2 puentes disulfuro: el primero entre las cisteinas 53 y

165 y el segundo entre la 182 y la 189 (figura 5).

Figura 5. Estructura de la GH de 22 KDa. Con trazo mis grueso aparecen el fragmento cuyo corte origina
Ia forma de 20 KDa y los dos puentes disulfuro intracatenarios.

4.2. PATRON DE SECRECION.

Como todas las hormonas adenohipofisarias, la GH se secreta de forma
pulsatii con periodos de secrecion rapida denominados picos, :interca[ados con
etapas no secretoras o valles. 1

E! trabajo de Wehrenberg en 1982, demostrando que el aporte de GHRH era
indispensable para la secrecion pulsatil de GH, y el estudio de Tannenbaum y Ling
(1984), que sugeria la presencia también de SS para la generacion de tal pulsatilidad,
probaba experimentalmente la intervencion de ambos péptidos hipotalamicos en la
secrecion ritmica de la GH. Mas tarde, Plotsky y Vale en (1985) demostraban en la
rata como la aparicién de cada pico de GH era precedido por el vertido de GHRH a la
circulacién portal, a la vez que disminuia la liberacion de SS. Asi, la secrecion
hipofisaria de GH depende de la actuacion coordinada, a nivel hipofisario, de la
GHRH y la SS que a través de la circulacion portal llegan a la hipdfisis, activandola en
el caso de la GHRH o inhibiéndola en el de fa SS. |

13
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Segun todo ésto, el ritmo secretor de GH se generaria por las secreciones de
GHRH y SS con un desfase de 180 ° (Tannenbaum y Martin 1976) (figura 6). Aunque
de manera hipotética, se piensa que la GHRH seria la responsable de la amplitud de
los episodios de GH, mientras que la SS, presumiblemente, determinaria la
frecuencia y ta duracién de los pulsos (Kraicer y cols 1988).

Sin embargo, también es posible desde el punto de vista tedrico, que una
secrecion mantenida de GHRH estimule o no la secrecién de GH en funcién de los
niveles de SS. Esta posibilidad ha sido verificada por trabajos de nuestro propio
grupo (Tresguerres y cols 1991), en los que la infusion continua de GHRH es capaz
de mantener un patrén de secrecién episddica de GH, por lo que bastaria con que la
secrecién de SS fuera pulsatil para explicar los picos de GH (figura 6).

Al igual que ocurre con otras hormonas, la modulacién de la frecuencia de
pulsos de GH es clave para la produccién de sus efectos bioldgicos (Gevers y cols
1996). En relacidon con ésto, la administracién pulsati de GH en ratas
hipofisectomizadas, capaz de generar un perfil plasmatico de GH similar al fisiotdgico
con picos cada 3 h, es mas eficaz en cuanto a estimular el crecimiento que la
administracién continua (Robinson y Clark 1987). También las acciones de la GH en
el tejido adiposo y la produccion hepatica de somatomedinas parecen depender de la
pulsatilidad. Por todo esto parece que [os tejidos diana de GH son mas sensibles al
patron con el que la hormona liega a ellos que a la cantidad total de GH que les
alcanza. La secrecidn pulsétil de GH podria estar en relacién con ta no induccién de
procesos de desensibilizacion de los receptores de GH en los tejidos diana.

Los niveles plasmaticos de GH varian considerablemente a lo largo del
desarrolio. Son muy altos durante las etapas fetal y neonatal y descienden de forma
gradual en la infancia. Desde este periodo hasta la pubertad en la que aumenta
drasticamente la GH, los niveles circulantes de esta hormona permanecen estables.

La secrecion de GH aumenta durante la pubertad como consecuencia del
incremento en la tasa de produccion hipofisaria de esta hormona, io que se traduce
en una mayor cantidad de GH liberada en cada pico. Luego los niveles plasmaticos
de la GH disminuyen progresivamente a partir de la adolescencia, al reducirse la

amplitud de los pulsos de GH.
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Figura 6. Ritmo secretor de los péptidos hipotaladmicos GHRH y SS y de la GH. En linea discontinua
aparece la tedrica secrecion continua de GHRH.

4.3, PROTEINAS TRANSPORTADORAS.

Hasta hace poco se pensaba que la GH circulaba en el plasma de forma libre,
pero recientemente se ha determinado que el 45-50 % de la GH de 22 KDa va unida
a dos tipos de proteinas ligantes de GH (GHBPY): de alta y de baja afinidad (Baumann
y cols 1986). ‘

La GHBP de alta afinidad une principalmente la forma de 22 KDa.
Molecularmente es idéntica al dominio extracelular del receptor de GH (GHR). En
ratas y ratones esta proteina se generaria por un procesamiento alternative del
ARNm del GHR, en el que los dominios transmembrana e intracelular estan
sustituidos por una cola hidrofilica (Baumbach y cols 1989, Smith y :cols 1989). Por el
contrario, en el conejo y en el hombre parece que esta proteina transportadora de GH
se produce por rotura proteolitica del receptor de GH, liberandose el dominio
extracelular de éste (Sotiropoulos y cols 1993). ‘

En lo que se refiere a la GHBP de baja afinidad, une preferentemente la GH
20 KDa y no guarda ninguna relacién con el receptor de GH.

Las GHBPs, cuyo origen parece ser el higado, constituyen un reservorio
circulante de GH, impiden su degradacién y aclaramiento renal y modulan la accién
de la GH en los tejidos periféricos (Baumann 1991}.
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4.4. RECEPTORES.

El receptor de GH es un miembro de la superfamilia de los receptores
hematopoyéticos, en la que también se incluyen los receptores de prolactina,
interleuquinas y eritropoyetina (Dusanter-Four y cols 1994).

La proteina GHR madura tiene 620 aminoacidos, 130 KDa de pesc molecular
y esta organizada en 3 dominios: extracelular, donde se une la hormona,
transmembrana e intracelular implicado en el mecanismo de transduccién de la sefial.
l.a GH presenta 2 sitios de unién al receptor, de tal forma que cada molécula de GH
se une a 2 moléculas de GHR con la consiguiente formacién de dimeros entre los
dominios extracelulares de las proteinas receptoras, circunstancia que es clave para
que la hormona pueda desarrollar la totalidad de su funcién biolégica (Cunninghan y
Well 1989, De Vos y cols 1992).

Se ha demostrado la existencia de sitios especificos de unién de ia GH en
multitud de 6rganos, sobre todo higado, rifién, corazén, intestino y musculo (Mathews
y cols 1989), localizados en su mayoria en la membrana plasmatica, aunque también
se han identificado en el citosol y el nicleo.

La regulacién de la expresion del GHR corre a cargo de diversas hormonas,
como la insulina, y factores nutricionales. La relacién entre los niveles circulantes de
GH y la concentracion tisular de GHR no esta clara ya que, en la rata, parece que la
exposicion prolongada a GH aumenta los niveles de estas proteinas receptoras en el
higade, mientras que en individuos acromegalicos con la GH plasmatica muy elevada

no se aprecian cambios similares en la concentracién de GHR.

4.5. MECANISMOS DE ACCION.

La unién de la GH a su receptor es el primer acontecimiento que ocurre en la
accion de esta hormona sobre las células diana. Sin embargo, los procesos que
siguen a la inicial activacién del receptor son variados y poco conocidos.

El mecanismo principal que se propone en ia transduccion de la sefial de GH
tras unirse a su receptor es la fosforilacién de varias proteinas en residuos de tirosina
(Silva y cols 1993), incluido el propio GHR (Foster y cols 1988).

El receptor de GH carece de la secuencia de aminoacidos para
autofosforilarse (Leung y cols 1987) por lo que inicialmente no se sabia como se
iniciaba la secuencia de fosforilaciones observada tras ia administracién de GH. En
1993, Argetsinger y cols identificaron una proteina con actividad tirosina quinasa

denominada Janus quinasa-2 (JAK-2), que se encuentra asociada al dominio
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citoplasmico del GHR y que, tras la union de la GH a su receptor, se activa,
fosforildndose a si misma y al GHR.

Una vez fosforilados la JAK-2 y el GHR, se produce la fosforilacién de varias
proteinas citoplasmaticas, entre las que se incluyen unas quinasas activadas por
mitbgenos (MAP quinasas), los proteinas STAT 1, 3 y 5 y una proteina que es
sustrato del receptor de insulina (IRS-1). Las MAP quinasas y las proteinas STAT van
a ser la intermediarias de los procesos de proliferacion y diferenciacion, en los que
también intervienen las proteinas ¢c-fos y c-jun (Moller y cols 1992, Sotiropoulos y cols
1996). La proteina IRS-1 parece mediar los efectos tipo insulina que tiene la GH
sobre el transporte de glucosa y fa lipogénesis. En estos dos uitimos procesos
también podria estar implicada una proteina quinasa dependiente de fosfatidilinositol
(Ridderstrale y Tornqvist 1994, Argetsinger y cols 1995).

Aunque el mecanismo que acabamos de ver parece ser el mas habitual para
las acciones de la GH, en determinadas ocasiones puede realizar sus efectos a
través de ofras vias, como la de la fosfolipasa C-proteina quinasa C, iones Ca™,
formacion de nucleétidos ciclicos e incluso la internalizacién del complejo hormona-
receptor (Arilla y cols 1988, Chou y cols 1990, Lobie y cols 1994).

4.6. ACCIONES BIOLOGICAS.
4.6.1. Accién anabolizante .

La GH actia de forma positiva sobre practicamente todos los procesos
implicados en la sintesis de proteinas (Devesa 1989), aumentando el transporte de
amino4cidos al interior celular y activando tanto la transcripcién como la traduccion.
Ademas, disminuye la degradacién de las proteinas celulares. Como consecuencia
de todas estas acciones se favorece el depésito de proteinas a nivel celular.

Esta accién anabolizante se da en tejidos tan variados como el hueso, el
cartilago, el pancreas, el masculo y sobre todo el higado en el que se producen las
somatomedinas.

4.6.2. Acciones sobre los metabolismos glucidico y lipidico.
Los efectos de la GH sobre el metabolismo de los glicidos y los lipidos
pueden clasificarse en acciones de tipo agudo, semejantes a las de la insulina, y

acciones de tipo crénico o antiinsulina.
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+ Acciones semejantes a las de la insulina.

Este tipo de efectos de la GH ocurren inmediatamente después de que el
tejido este expuesto a la hormona, y consisten en un aumento en la captacién y
utilizacién de la glucosa por las células y un efecto antilipolitico.

No obstante, estas acciones tipo insulina de la GH parecen no tener un papei
fisioldgico importante, puesto que sélo se manifiestan de forma aguda tras el
tratamiento con GH en individuos o animales carentes de ella.

* Acciones antiinsulina.

En un organismo normal, la GH endégena induce un estado refractario a los
efectos semejantes a los de la insulina que acabamos de comentar, por lo que de las
acciones de la GH resuita fundamentalmente un efecto antiinsulina. Estas acciones
van unidas a la presencia de unos niveles plasmaticos de GH elevados, tanto en
situaciones fisiologicas (pico nocturno de GH), como patoldgicos (acromegalia) o tras
la administracidon crénica de GH, e incluyen las conocidas clasicamente como
acciones diabetogena vy lipolitica.

La accién diabetégena de la GH consiste en la disminuciéon de la captacion y
utilizacién de glucosa por las células, lo que se traduce en un aumento de la
glucemia. La GH también produce un aumento del depésito de glucdgeno en el
higado. En lo que se refiere a su accién lipolitica, 1a GH produce la liberacion de
acidos grasos libres (FFA) del tejido adiposo aumentando asi éstos en el plasma y

también favorece su posterior oxidacion.

4.6.3. Acciones sobre el crecimiento.

Como acabamos de ver, la GH cumple importantes funciones en el control del
metabolismo intermediario. Sin embargo, su efecto mas obvio es promover el
crecimiento tanto somatico como visceral, mediante el aumento de tamafio de las
células, y estimulando los procesos de mitosis y diferenciacion especifica de ciertos
tipos celulares, como los condroblastos o las células musculares primarias.

La sintesis de proteinas es un fenémeno clave para el crecimiento. Ademas,
las acciones de la GH sobre los metabolismos glucidico y lipidico van encaminadas

en la obtencidon de la energia necesaria para el proceso de crecimiento.
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* Crecimiento somatico.

El crecimiento somatico ocurre principalmente a expensas del crecimiento
6seo que, tras el nacimiento, es directamente dependiente del sistema GH-
somatomedinas, aunque también otros factores como las hormonas tiroideas y los
esteroides sexuales intervienen modulando este proceso a nivel local.

El crecimiento del hueso puede producirse en longitud y, en espesor. El
aumento del espesor ocurre por aposiciéon peridstica, mientras que el crecimiento
longitudinal depende del desarrollo del cartilago de crecimiento, también flamado de
conjuncién. El cartilago de crecimiento posee un dnico tipo celular, los condrocitos,
que se encuentran en diferentes fases de maduracion.

Durante el crecimiento longitudinai del hueso, estos condrocitos sufren lo que
se llama osificacion endocondral, que engloba las siguientes fases: proliferacion
celular, diferenciacién celular, sintesis de la matriz extracelular, degeneracién de los
condrocitos y mineralizacién de la matriz credndose nuevo tejido dseo. En la etapa de
crecimiento siempre existe una parte del cartilago que no se osifica y que permite que
el hueso siga creciendo hasta alcanzar la pubertad, momento en ei cual el aumento
de las concentraciones plasmaticas de los esteroides sexuales osifica completamente
el cartilago, blogueando su proliferacién y poniendo fin al crecimiento longitudinal del
organismo.

La GH controla el crecimiento 6seo en longitud actuando tanto directa como
indirectamente a través de la IGF-l. Ambas hormonas actuan conjunta y
coordinadamente sobre distintas poblaciones de condrocitos y sus efectos no son
idénticos, sino aditivos e interdependientes (Lindahl y cols 1987, Bentham y cols
1983). '

La GH interviene en el proceso de crecimiento de dos formas distintas: una
mediante su efecto sobre el higado, y otra directamente en el cartilago de
crecimiento. A nivel hepatico estimula la produccién de IGF-I, de una proteina ligante
de IGF-l, denominadas IGFBP-3, y de una subunidad acido labil (ALS). En el cartilago
de crecimiento actua sobre condroblastos de la zona germinal, estimulando su
expansion clonal y diferenciacion hacia condrocitos, entrando asi éstos en la zona
proliferativa del cartilago de crecimiento. Ademas, ia GH induciria en estos
condrocitos la produccién de IGF-1 (Russell y Spencer 1985, Schiechter y cols 1986)
(figura 7). '
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La IGF-I procedente del higado alcanza el cartilago por el torrente sanguineo,
en el que se encuentra junto con la IGFBP-3 y la ALS formando un complejo de
150 KDa. Una vez en el cartilago, la hormona se libera mediante un proceso en el
que podrian intervenir unas proteasas que, tras actuar sobre el complejo de 150 KDa,
haria que disminuyera la afinidad de IGFBP-3 por IGF-l. Tanto la IGF-l local
ejerciendo su accién de forma auto y/o paracrina, como la de procedencia hepatica
haciéndolo de forma endocrina, actuan sobre los condrocitos ya diferenciados
estimulando su proliferacion clonal y maduracién, con lo que aumenta el volumen del
citoplasma de estas células y activando la sintesis de la matriz extracelular por los

condrocitos diferenciados (figura 7).
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Figura 7. Control del crecimiento dseo longitudinal por la GH y la IGF-I.
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+ Crecimiento visceral. ‘

La GH produce el crecimiento y desarrollo de ofros tejidos ademas del dseo,
como consecuencia de sus ya citadas acciones positivas sobre la sintesis de
proteinas y la proliferacion celular.

Asi, en la médula 6sea la GH activa la eritropoyesis y la Ilnfopoye5|s de forma
dosis dependiente. También el musculo liso y las células beta del pancreas
responden directamente in vitro a la GH, ya que a concentracibnes fisiologicas

aumentan la incorporacién de *H-timidina y el contenido de ADN.

4.6.4. La GH y el sistema inmunitario.

Ademas de las citadas acciones de la GH sobre el metabolismo intermediario,
esta hormona también participa positivamente en la respuesta inmunitaria del
organismo (Kelly 1990). En el timo existen receptores para la GH, vy en el ratén la
administracién de suero anti-GH atrofia tanto el timo como los ganglios linfaticos.
Ademas, en las células hematopoyéticas la GH es un potente mitégeno (isaksson y
cols 1985). Recientemente se ha demostrado la existencia de expresion de GH en
lineas celulares de leucemia humana (Devesa y cois 1996).

4.7. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE GH.

El gen de la GH tiene una extension aproximada de 2300 pb y en éi se
diferencian las siguientes regiones en sentido 5- 3" ‘

- regién 5’ no codificante, que contiene el promotor del gen ai que se unen los
elementos reguladores y en el que se localizan las secuencias consenso CATAAA Y
TATAAA (Caja TATA) caracteristicas de los promotores de los animaies eucariotas.

- region estructural del gen, codificante del pre-ARNm de GH y organizada en
intrones y exones. :

- regién 3’ no codificante, en la que se encuentra la secuencia de
poliadenilacién. '

En la figura 8 aparecen los factores que regulan ia transcnpmén del gen de la

rGH y de la hGH.
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Figura 8. Factores que controlan la expresion génica de los genes de la hGH y rGH. En blanco se
representan los factores que activan dicho proceso, en gris los que lo inhiben y en rayado los factores
ubicuos. Los niimeros indican la distancia al origen de la transcripcidn en pares de bases.

4.7.1. Pit-1.

De todos los factores de transcripcién que interaccionan con el gen de la GH
en la rata y en el hombre, el mas importante y el que le confiere especificidad tisular
es |a proteina Pit-1. Esta proteina se expresa en las células somatotropas, lactotropas
y tirotropas, en las que actia como factor de transcripcién estimulando la expresion
de los genes de la GH, la prolactina y la subunidad B de la TSH (Sharp y Cao 1990,
Karin y cols 1990).

Mediante estudios in vitro se ha determinado que la activacion del promotor
del gen de la GH por el Pit-1 requiere la union de éste, en forma de dimeros, a dos
sitios existentes en dicho promotor, uno proximal y otro distal (Bodner y Karin 1987)
(figura 8). El extremo carboxilo del Pit-1 es el encargado de la union de la proteina al
ADN mientras que la regi6n amino-terminal es la responsable de la activacién de la
transcripcion.

Como ya se ha comentado, el Pit-1 es el mediador tanto de la estimulacion de
la sintesis de GH por GHRH (Ruvkun 1992) como de la proliferacién de las células
somatotropas inducida por dicho péptido (Castrilio y cols 1991). Asimismo, también
parece que el Pit-1 desempefia una funcién determinante en la diferenciacion celular
durante el desarroilo de los tipos celulares de la hipdfisis anterior (Dolle y cols 1990) y
en la estimulacion de la expresién del gen del receptor de GHRH (Lin y cols 1992).

Recientemente se ha descrito una variante de Pit-1, denominada Pit-2,
producido por procesamiento alternativo del gen del Pit-1. Esta nueva proteina
también se une al ADN en los mismos sitios que el Pit-1, aunque parece tener distinta

actividad sobre la transcripcion del gen de la GH (Vila y cois 1993).
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4.7.2. Hormonas y oftras sustancias relacionadas.
* Hormonas tiroideas.

Gran parte de los efectos de las hormonas tiroideas (T; y T4) sobre el
crecimiento parecen realizarse controlando la produccién de GH en la hipdfisis
anterior.

En la rata, la Ta y la T inducen la expresion del gen de la rGH (Yaffe y
Samuels 1984) a través de la union del receptor de las hormonas tiroideas (TR) a un
elemento de respuesta a dichas hormonas (TRE) existente en el promotor (figura 8).
También se ha localizado un TRE adicional en el tercer intrén del gen de la GH (Sap
y cols 1990). Ademas, las hormonas tiroideas y el Pit-1 activan sinérgicamente el
promotor del gen de la rGH {Schaufele y cols 1992). '

Respecto a la intervencién de la Tay la T4 en la transcripcion del gen de la
hGH, los datos son confusos y contradictorios. Todavia no se ha localizado la
secuencia de ios TREs en el promotor del gen de ia GH humana (Iséacs y cols 1987,
Morin y cols 1990). "

* Glucocorticoides. L

Los glucocorticoides (GC) ejercen un control positivo sobre‘ la expresién del
gen de la GH tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional (Spindler y cols
1982). En estudios in vitro con células adenohipofisarias de rata y humanos se ha
visto que los GC incrementan los niveles de ARNm de rGH y hdH, a través de la
unién del complejo GC-receptor a los elementos de respuesta a dichos esteroides
(GCREs) presentes en el promotor. En el promotor de hGH se ha demostrado la
existencia de dos GCREs, uno en la zona de! promotor y otro en el primer intron,
mientras que en la rGH parece existir Gnicamente el del promotor (Slater y cols 1985,
Treacy y cols 1991) (figura 8). '

* Activina.

La activina producida en las células gonadotropas hipofisarias controla de
forma paracrina la sintesis de GH. Aunque los mecanismos de transduccion de la
sefal de la activina no estan todavia completamente definidos, parece que no actua
de forma directa uniéndose al promotor de rGH, sino que inhibe la actividad de la
adenilato ciclasa, provocando el descenso de la produccién somatotropa de Pit-1
(Struthers y cols 1992). La activina puede actuar sinérgicamente con la SS inhibiendo
la expresién de la rGH a nivel de la adenilato ciclasa (Tasaka y cols 1992).
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* |[GF e Insulina.

Tanto la IGF-l como la insulina disminuyen los niveles de ARNm tanto de la
hGH (Yamashita y cols 1986, Prager y Melmed 1988) como de la rGH (Melmed y cois
1985, Yamashita y Melmed 1987). Aunque hay datos que sugieren un efecto directo
de estas hormonas sobre la transcripcion del gen, también podrian actuar
indirectamente activando factores represores o disminuyendo la estabilidad del
ARNmM de la GH. Aln no se ha determinado la secuencia de nucleétidos implicada en

la accion de la IGF-l y la insulina a nivel transcripcional.

* Acido retinoico.

El acido retinoico, metabolito active de la vitamina A, interviene en el
crecimiento y desarrollo celulares. En la rata actua tanto de forma independiente
como sinérgica con la T, y los GC, aumentando la expresion del gen de la rGH, a
través de la union del receptor del acido retinoico (RAR) al TRE (Umesono y cols
1988) (figura 8). Recientemente, se ha identificado un sitio especifico de unién del
acido retinoico al promotor del Pit-1 en la rata (Rhodes y cols 1993).

Aungue se ha demostrado in vivo un papel facilitador del acido retinoico sohre
{a secrecién de GH en el hombre (Evain-Brion y cols 1994), su mecanismo todavia es
poco conocido. No obstante, datos recientes parecen indicar que actua junto con la
vitamina D (Alonso-Sampedro 1997) (figura 8).

* Vitamina D.

Aunque !a vitamina D no modifica la expresion del gen de la rGH, diferentes
estudios indican que inhibe la respuesta mediada por las hormonas tiroideas y el
acido retinoico. Esta accién parece estar mediada por la unién del receptor de la
vitamina D (VDR) al TRE, impidiendo la unién a éste del receptor de las hormonas
tiroideas y del receptor del acido retinoico (Garcia-Villalba y cols 1996) (figura 8).

Existen muy pocos datos en la literatura acerca de la accién que realiza la
vitamina D sobre la transcripcién del gen de la hGH. No obstante, trabajos muy
recientes indican la posibilidad de que el receptor de ia vitamina D se una al promotor
de la hGH en dos sitios: una primera zona muy cercana a la Caja TATA y en la que
actuaria en solitario inhibiendo la transcripcién de la hGH, y una segunda region en la
que el receptor de la vitamina D intervendria junto con el receptor del acido retinoico,
cooperando con el Pit-1 en la activacién de la transcripcion (Alonso-Sampedro 1997)
{figura 8).
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4.7.3. Factores ubicuos. :

Aparte de los elementos reguladores de la transcripcion del gen de la GH que
acabamos de ver, también se ha demostrado la intervencién en este proceso de otros
factores de transcripcion presentes en todas las células (figura 8). ‘

En la regién promotora del gen de la hGH existen también smos de unién para
el factor de transcripcion Sp1, el factor estimulador upstream (USF) el factor
nuclear-1 (NF-1) y la proteina activadora-2 (AP-2) ( Theill y Karin 1993).

En lo que respecta a la rGH, también se han localizado reg“iones dentro del
promotor a las que se une Sp1, ademas de! factor GHF-3 y la proteina Zn-15
(Schaufele y cols 1990, Lipkin y cols 1993). Ademas, en el promotor de la GH de la
rata existe un elemento silenciador que suprimiria la expresion del gen en aquelios
tipos celulares en los que no se produce sintesis de GH (Pan y cols 1990). Aunque e!
factor que se une a esta secuencia no ha sido todavia caracterizado, parece que se

trata de una proteina perteneciente a la familia del NF-1.

4.7.4. Modelo de control de la transcripcion del gen de la GH.

Una vez vistos los factores que intervienen en la transcripciéh de la GH, se ha
propuesto un modelo en el que todos los elementos reguladores actuarian de forma
secuencial y coordinada para dar lugar a los niveles de GH que existen normalmente
en las células somatotropas (Theill y Karin 1993). ;

En primer lugar, tanto los factores de transcripcion ubicuos NF-1, USF y Sp1
como las hormonas tiroideas, fos GC y el acido retinoico permmnan el acceso del
Pit-1 al ADN actuando sobre el reordenamiento de la cromatina. l;Jna vez unido el
Pit-1, se producirian toda una serie de cambios conformacionales en el ADN, lo que
haria posible la unién del complejo de transcripcion de la ARN polimerasa a la caja
TATA comenzando asi la transcripcion de la GH.

Segun esto parece que el Pit-1, mas que actuar como factor dominante de la
transcripcion de la GH, activa e interviene en ta especificidad de dicho proceso,
ademds de ser el responsable de la expresion basal de la GH. Aunque el Pit-1 es
necesario para la transcripcion eficaz del gen de la GH, para que se obtengan los
niveles normales de expresién de esta hormona en ia hipéfisis también se requiere la

intervencion del resto de los elementos reguladores (Schaufele y cols 1992).
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4.8. CONTROL DE LA SECRECION DE GH.

Aunque, como veremos a continuacién, hay toda una serie de factores que
pueden alterar y modular en cada momento la tasa de liberacion hipofisaria de GH, el
control primario de esta secrecibn parece establecerse en estructuras
extrahipotalamicas. De acuerdo con esto, existiia un marcapasos central
determinante de la puesta en marcha del ritmo basal de secrecidén alternante de
GHRH y S8, y que llevaria al patréon de secrecidén espontanea de la GH (Devesa y
cols 1989).

La GHRH y la SS son los principales reguladores de la liberacién de GH desde
las células somatotropas y constituyen la via a través de la cual actuan diversos
neurotransmisores, neuropéptidos, hormonas y factores metabdlicos implicados en el
control de la secrecion de GH. No obstante, estos elementos pueden actuar
directamente sobre la hipdfisis.

4.8.1. Neurotransmisores.
* Vias adrenérgicas.

Las vias adrenérgicas tienen un doble papel sobre la secrecion de GH, ya que
estimulan o inhiben dicho proceso actuando a través de diferentes receptores.

La secrecién de GH es estimulada por agonistas a.-adrenérgicos como la
clonidina, mediante la activacién de la secrecién de GHRH {Kabayama y cols 1986),
supresion de la liberacién de SS (Lima y cols 1993b), y posiblemente también a
través de la serotonina {Aulakh y cols 1992) (figura 9). Por otro lado, los agonista
adrenérgicos o y B; inhiben la secrecion de GH a través de su accion positiva sobre
la liberacidon de SS (Krieg y cols 1986, Bluet-Pajot y cols 1993) (figura 9).

En cualquier caso, en condiciones fisiologicas el predominio corresponde a la
via ar-adrenérgica, que parece no ser solamente el mediador de estimulos
liberadores de GH, sino que también esta implicada en la generacidn de la secrecion

episddica de la hormona.
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+ Dopamina. \

El papel de las vias dopaminérgicas en el control de la secrecion de GH es
muy complejo y contradictorio, ya que se han descrito acciones tanto estimuladoras
como inhibidoras de la actividad somatotropa.

En primer lugar, se ha postulado que la dopamina tiene un papel positivo
sobre la GH gracias a la inhibicion de la liberacién de SS, actuando sobre las
terminaciones SS-érgicas de la eminencia media (Vance y cols 1987) o directamente
en las regiones hipotalamicas productoras de este péptido (figura 9).

Por otro iado, diversos estudios indican que la dopamina activa la secrecién
de S8, lo que se traduciria en una disminucién de la liberacién de GH en la hipéfisis.
Aunque no puede descartarse que ésta sea una accién directa sobre las neuronas
SS-érgicas (Kitajima y cols 1989), los datos de Arce y cols (1 9915 sugieren que la
dopamina actua de forma indirecta sobre la secrecion de SS modulando
negativamente la disponibilidad de noradrenalina {figura 9).

Por lo tanto, la dopamina tendria un papel principalmente modulador de la
secrecion de GH y dependiente del estatus funcional de las vias implicadas en el

control primario de este proceso.

+ Vias colinérgicas.

La acetilcolina, actuando sobre receptores muscarinicos, estimula la secrecion
de GH. Se ha propuesto que este sistema sirva como via final comun para toda una
serie de estimulos que inducen secrecién de GH como el suefio, el ejercicio o la
arginina.

Esta accion de la acetilcolina parece realizarse modulando .positivamente las
vias ag-adrenérgicas, lo que conduciria a una disminucion de la liberacién de SS,
(Devesa y cols 1991a). Esta accion también podria ser llevada a cabo de forma
directa sobre las neuronas productoras de SS (figura 9).

* Serotonina.

Aungue el papel que cumple la serotonina en la regulacién de la secrecién de
GH esta muy poco claro, datos obtenides en ratas describen un papel activador de
dicho proceso a través de la estimulacién de la liberacion de GHRH (Murakami y cols
1986) (figura 9). '
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*+ GABA.

El mecanismo de accidon del 4cido gamma-aminobutirico (GABA) en el control
de GH esta poco claro. La administracion aguda de GABA en el hombre estimula la
secrecion de GH a expensas del bloqueo del vertido de SS a la circulacion portal. Sin
embargo, el tratamiento crénico con agonistas de este neurotransmisor suprime la
respuesta de GH a insulina o arginina (Llorens-Cortes y cols 1992). Como
consecuencia de estas discrepancias, se ha postulado que el efecto del GABA sobre
la GH no sea mas que una accién indirecta dependiente del tono dopaminérgico

central.

4.8.2. Neuropéptidos.
* PACAP.

El PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide) es un
polipéptido de 38 aminoacidos que se aisl6 inicialmente en el hipotalamo del cordero
y luego se demostré su presencia también en el del hombre (Vigh y cols 1991). Se
han localizado receptores especificos para este péptido en las células somatotropas,
en las que produce liberacién de GH por un mecanismo mediado por AMPc¢ (Goth y
cols 1992) (figura 9). A pesar de esto, todavia no se ha encontrado un papel

fisiolégico para este péptido en relacién con la secrecion de GH.

* Péptidos opioides.

La administracion de opioides o derivados produce una brusca liberacion de
GH. Este proceso es inhibido, en la rata, por anticuerpos anti-GHRH, lo que indica
que el mecanismo de accién puede ser a través de la liberacién de dicho péptido
hipotalamico (Wehrenberg y cols 1985). Por otro lado, los datos de Delitalia y cols
(1989) sugieren que, en el hombre, este efecto de los péptidos opioides podria estar
mediado por la inhibicién de la secrecidén de S§ (figura 9).

En cualquier caso, no parece que los opioides participen en los mecanismos
basicos de control de GH, aunque si es probable que sean los responsables de la

liberacion de la hormona asociada al estrés o al dolor.
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* Galanina. ‘

La galanina es un neuropéptido que se encuentra en altas concentraciones en
el hipotalamo y produce liberacion de GH en el hombre y en la rata. Las vias
mediadoras de esta accién podrian ser tanto la estimulacién der la secrecién de
GHRH (Merchenthaler y cols 1993) como la inhibicién de la liberacién de SS (Davis y
cols 1987) (figura 9).

* Citoquinas.

Diversas citoquinas parecen intervenir en la modulacion de la secrecion de
GH, actuando tanto en el hipotalamo como en la hipéfisis. '

La interleuquina-1p (iL-1B) aumenta los niveles de ARNm de SS y estimula la
liberacion de este péptido a la circulacién portal, produciendo asi la atenuacion de la
pulsatiidad de GH (Lumpkin y Hartmann 1989). El factor de n;acrosis tumoral-o
(TNF-a) tambien actua a nive! hipofisario influyendo de forma negativa tanto sobre la
secrecién basal de GH como sobre la estimulada por GHRH (Gaillard y cols 1990). La
interleuquina-6 (IL-6) estimula la secrecién de GH en cultivos de celulas hipofisarias,
por lo que podria funcionar como un factor liberador intrahipofisario de ésta hormona
(Spangelo y cols 1980). |

* Otros péptidos.

Varios péptidos presentes tanto en el aparato digestivo como en el cerebro
parecen estimular la secrecién de GH (Rivier y cols 1977). Entre estos se encuentra
la sustancia P, el péptido intestinal vasoactivo, la motilina, la heurotensina y la
colecistoquinina (Matsumura y cols 1984). No obstante, parece bastante improbiable
que estos péptidos jueguen un papel fisioldgico en el control de la liberacién de GH.

De la misma forma, aunque diferentes péptidos hipotaldmicos liberadores de
hormonas hipofisarias (TRH, CRH, LHRH) no intervienen en la seé:recién de GH en
condiciones normales, si parece que pueden influir sobre el ejé somatotropo en
situaciones patolgicas como la acromegalia, la depresién o la anorexia nerviosa
(Maeda y Frohman 1980, Harvey 1990).
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4.8.3. Hormonas.
* Hormonas tiroideas.

Aparte del ya comentado efecto de las hormonas tiroideas sobre la
transcripciéon del gen de la GH, estas hormonas intervienen en la liberacién de GH
actuando a nivel hipotalamico e hipofisario.

Las hormonas tiroideas parecen influir sobre la sintesis de GHRH puesto que
la carencia de éstas provoca un descenso de la sintesis del citado péptido
hipotalamico (Katakami y cols 1986b), lo que conduce a una disminucion en la
produccién somatotropa de GH. Ademas, también facilitan la unién de ia GHRH a sus

receptores y modulan positivamente el numero de éstos (figura 9).

* Glucocorticoides.

Estos esteroides aumentan la transcripcién tanto del gen de la GH como la del
gen del receptor de la GHRH (Seifert y cols 1985) (figura 9). Esta accion facilitadora
de los GC sobre la secrecién de GH ocurre tras ser administrados de forma aguda.
Sin embargo, tras el tratamiento de forma crénica se observa el efecto contrario, esto
es, un descenso de los niveles circulantes de GH, posiblemente como consecuencia
del aumento en la liberacién hipotalamica de SS a través de la estimulacion de las

vias B,-adrenérgicas (Lima y cols 1993a) (figura 9).

* Esteroides sexuales.

La secrecién espontanea de GH presenta un claro dimorfismo sexual tanto en
el hombre como en la rata, que se manifiesta a partir de la pubertad (Tannenbaum y
Martin 1976, Rose y cols 1991). Asi, en el varon y en la rata macho, la secrecion
ultradiana de GH muestra episodios de brusca liberacién entre 4 y 8 veces cada 24 h,
mientras que en las mujeres y en la rata hembra los picos secretores de GH aparecen
a intervalos mas frecuentes y presentan menor amplitud, aunque los niveles basales
entre dos picos consecutivos son mas aitos.

Este dimorfismo sexual parece ser el resultado de la accién de los esteroides
sexuales en los periodos neonatal y adulto (Chowen y cols 1993). El estradiol reduce
los niveles de GHRH en el hipotalamo y tiene una accién inhibitoria sobre la SS, que
puede estar mediada por las vias az;-adrenérgicas. Por su parte, la testosterona activa
la liberacién de SS e incrementa los niveles del ARNm de GHRH (Chowen y cols
1989, Devesa y cols 1991b) (figura 9). Asi, en el macho, un tono somatostatinérgico

elevado, unos niveles hipotaldmicos de GHRH altos y la presencia de testosterona
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que potencie la sintesis hipofisaria de GH se traducen en unos pulsos de GH de
elevada amplitud separados por peridos en los que la GH circulante esta muy baja.
Mientras tanto en la hembra, en la que la concentracién de GHRH en el hipotalamo
es menor que en el macho y donde la SS tiene también menor efecto que en éste, los
picos de GH son frecuentes pero de baja amplitud.

La existencia de este dimorfismo sexual en la secrecién de GH parece tener
implicaciones funcionales (Jansson y cols 1985b) que va desde el crecimiento
somatico hasta la induccion enzimatica en el higado o el metabolismo lipidico. En {a
rata macho, la aparicién de picos de GH de gran amplitud separados por valles,
consigue un mayor efecto sobre el crecimiento que la presencia mas continuada de
GH en los tejidos diana, tal y como ocurre en la rata hembra.

4.8.4. Factores metabdlicos.
+ Glucosa.

La hiperglucemia conduce a la inhibicién de la secrecién de GH, mientras que
el descenso de la glucemia produce la répida liberacién de esta hormona. Ambos
efectos parecen estar mediados por cambios en la secrecidén de SS de tal forma que
la hiperglucemia estimula y la hipoglucemia, a través de las vias oz-adrenérgicas,
inhibe la liberacion de dicho péptido hipotaldmico (Devesa y cols 1991a). No obstante
también se ha postulado la intervencién de la GHRH en los cambios en la secrecion
de GH inducidos por la glucosa (figura 9).

*+ Acidos grasos libres. .

~ De forma similar a lo ocurrido con la glucosa, el aumento de los niveles
plasmaticos de FFA inhibe la liberacién de GH y su disminucién la estimula. Aunque
inicialmente se aceptaba que estos efectos se realizaban Gnicamente a través de la
SS, también se ha sugerido un efecto negativo directo de estos metabolitos a nivei de
las céluias somafotropas, modificando las propiedades de la membrana plasmatica
(Casanueva y cols 1987) (figura 9).

* Aminoécidos.

Aunque no todos los aminoacidos intervienen en el control de GH, algunos
como la arginina o la omitina son estimuladores potentes de su secrecién. El
mecanismo implicado en esta accién parece ser la inhibicion de la liberacion
hipotalamica de SS (Alba-Roth y cols 1988) (figura 9).
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Figura 9. Control de la secrecién de GH por neurotransmisores, neuropéptidos, hormonas y sefiales
metabdlicas.

4.8.5. Mecanismos de retroalimentacién.

Ademas de los efectos propios de los neurctransmisores, los neuropéptidos,
las hormonas y las sefiales metabdlicas sobre la liberacion de GHRH y 8§, la
secrecion de GH se encuentra regulada por sistemas de retroalimentacion

denominados de “asa larga”, “asa corta” y “asa ultracorta” (figura 10).

* Retroalimentaciéon de asa larga.

La IGF-l circulante, actuando tanto sobre el hipotdlamo como sobre la
hipdfisis, es capaz de inhibir la secrecién de GH. En el hipotalamo, la IGF-l activa la
liberacién de SS (Berelowitz y cols 1981) e inhibe la de GHRH (Muller 1987). También
se ha descrito una accién negativa de IGF- sobre la sintesis de GHRH (Uchiyama y
cols 1994) (figura 10). Por otro lado, en la hipéfisis ademas de provocar la
disminucién de los niveles del ARNm de GH, la IGF-I disminuye la liberacion de GH
tanto basal como estimulada por GHRH (Ceda y cols 1987) (figura 10).

Datos recientes indican que la IGF-I regula negativamente la secrecién de GH

actuando principalmente en la hipéfisis (Minami y cols 1997).
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* Retroalimentacion de asa corta.

La administracién de GH inhibe el efecto estimulante de la GHRH sobre la
liberacién de GH en sujetos tanto normales como deficientes en esta hormona
(Hanew y cols 1988). En la rata macho consciente se ha observado que, tras
infusiones intravenosas de GH, los pulsos endégenos desaparecen durante un perido
aproximado de 3 h (Carlsson y Jansson 1990). Estos efectos podrian deberse a la
estimulacion de la liberacion de SS {Chihara y cols 1981, Minami y cols 1997) e
inhibicién de la secrecién de GHRH (Clark y cols 1988b) (figura 10). Ademas, la GH
estimula la expresién del gen de la SS (Pellegrini y cols 1997, Rogers y cols 1988) e
inhibe la del gen de la GHRH (Uchiyama y cols 1994).

No obstante, tal y como proponen diversos autores estas acciones de la GH a
nivel hipotaldmico podrian ser realizadas directamente por dicha hormona hipofisaria
y/o también mediante la IGF-l producida locaimente en el hipotalamo (Sato y
Frohman 1993, Becker y cols 1995) cuya sintesis estaria regulada’por la propia GH
tal y como sucede en otros tejidos (Hynes y cols 1987, Wood y cols 1 991).

Aunque se ha detectado ARNm para el receptor de GH en la hipdfisis (Fraser
y cols 1991, Hull y cols 1993), esta hormona no parece actuar directamente sobre las
células somatotropas (Richman y cols 1981, Goodyer y cols 1984). °

* Retroalimentacién de asa ultracorta.

Ademas de su mutuo antagonismo sobre la célula somatotropa, varias
evidencias morfolégicas y funcionales sugieren una estrecha interaccion entre GHRH
y SS a nivel hipotalamico para regular la secrecion episddica de GH (Liposits y cols
1988, Tannenbaum y cols 1990, Slama y cols 1993).

Mediante estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que la GHRH activa ia
secrecién de SS (Aguila y McCann 1988, Katakami y cols 1986a) (figura 10). Sin
embargo, el signo del efecto de la SS sobre la secrecién de GHRH no esta claro. La
secrecion de GH inducida por la administracién i.c.v. de SS parece estar mediada por
la GHRH ya que este efecto se anula con la inmunizacién pasiva contra GHRH
(Murakami y cols 1987), o que apoyaria una accion positiva de la SS sobre la GHRH.
‘Por el contrario, tanto el trabajo de Plotsky y Vale (1985) en el que se describe el
aumento de los niveles de GHRH en sangre portal hipoﬁsan‘é después de la
inmunizacién pasiva anti-SS por via i.c.v., como los de otros autores (Katakami y cols
1988, Miki y cols 1988) parecen indicar que la SS inhibe la secrecion de GHRH
(figura 10). '
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Por otro lado, existen evidencias neuroanatdémicas que demuestran la
existencia de axones neuronales de GHRH en contacto directo con dendritas de
neuronas GHRH-érgicas (Horvath y Palkovits 1988), lo que sugiere la existencia de
un mecanismo de autorregulacion de su propia liberacion (figura 10). En relacién con
esto, la inyeccidn i.c.v. de GHRH disminuye la secrecion de GH a través de la
inhibicion de su propia liberacién (Lumpkin y cols 1985). También podria existir un
mecanismo de autorregulacién negativa similar para la SS (Peterfreund y Vale 1984,
Richardson y Twente 1986) (figura 10).

Figura 10. Mecanismos de retroalimentacion de asa larga (wmmip-), asa corta€ = p ) y asa ultracorta
( *).
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5. SOMATOMEDINAS.

Los primeros datos acerca de la existencia de las somatomedinas
correspondieron a los estudios de Saimon y Daughaday en 1957. Estos autores veian
como el efecto positivo de la GH sobre el crecimiento del cartilago in vivo ocurria a
través de un factor presente en el plasma de animales normales, que denominaron
factor de suifataciéon puesto que en su experimento dicha molécula estimulaba la
incorporacién de sulfato radiactivo a la matriz extracelular 6sea. Mas tarde se vié que
estos factores también intervenian en diferentes actividades metabdlicas, y pasaron a
llamarse somatomedinas (Daughaday y cols 1972), haciendo referencia a su accidon
mediadora del crecimiento somatico. i

Actualmente, a estas somatomedinas se les conoce con el nombre de
Factores de crecimiento similares a la insulina o IGFs (Rinderknecht y Humbel 1978),

para resaltar sus similitudes con fa insulina y su papel en el crecimiento.

5.1. BOSINTESIS Y ESTRUCTURA QUIMICA.

Existen dos tipos de IGFs: la IGF-| y la IGF-Il, con una secuencia de
amino4cidos muy parecida a la de la proinsulina. La IGF-l humana es una cadena
polipeptidica de 70 aminoacidos, de caracter basico y de 7.6 KDa (figura 11). La
IGF-il tiene 67 amino4cidos, 7.4 KDa de peso molecular y es ligeramente 4cida.

Ambas IGFs estan presentes en practicamente todas las especies de
mamiferos y aves, con una secuencia muy conservada. La IGF-I también esta
presente en anfibios (Xenopus) y peces teleésteos (saimén) (Rotwein 1991).

Hombre GPEELCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPTGYGSSSRRAPQT
GIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA ‘

Rata GPEELCGAELVDALQFVCGPRGFYFNKPTGYGSS IRRAPQT
GIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPTKSA

Figura 11. Secuencia de amino4cidos de la IGF-I en el hombre y en la rata. En negrita estan sefialados los
aminoédcidos que son diferentes de la secuencia de la IGF-I humana. Nomenclatura: A-Ala C-Cys D-Asp
E-Glu F-Phe G-Gly H-His I-lle X-Lys L-Leu M-Met N-Asn P- Pro Q-Gln R-Arg S-Ser T-Thr V-Val Y-Tyr.

El gen de la IGF-I en la rata y en el hombre ocupa 90 Kb y consta de 5 exones
separados por 4 intrones, de los cuales sélo codifican la proteina madura los exones
2y 3. El gen de la IGF-l en humanos esta en el cromosoma 12, y su transcripcion y

posterior procesamiento origina dos tipos de ARNm como consecuencia de la
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transcripcién de diferentes excnes (Rotwein y cols 1986). En la rata, el procesamiento
del transcrito primario del gen de IGF-l es mas compiejo que en humanos, lo que
conduce a la aparicion de varias molécuias de ARNm distintas (Shimatsu y Rotwein
1987).

El gen de IGF-ll en humanos ocupa 30 Kb y esta situado en el cromosoma 11,
junto a los genes de la insulina y de la tirosina hidroxilasa (Bell y cols 1985). Consta
de 8 exones, de los que Unicamente el 6, el 7 y el 8 codifican para la proteina
madura; el resto forman parte del péptido sefal. En la rata, el gen de IGF-Il esta
formado por 6 exones de los que el 4, el 5 y el 6 codifican el péptido maduro.

5.2. LOCALIZACION.

Las IGFs se encuentran presentes en la mayoria de los fluidos corporales,
como el plasma, la linfa, la orina, la saliva y los liquidos cefalorraquideo, ovarico y
seminal. La principal fuente de estas IGFs es el higado (Hintz 1984), aunque también
se ha demostrado produccion de IGFs en otros tejidos como los o6rganos
reproductores y el cartilago y en diferentes zonas del sistema nervioso central, como
los plexos coroideos. En estos tejidos, las IGFs podrian regular localmente el
crecimiento, segun lo cual la GH coordinaria la respuesta de crecimiento en los
diferentes tejidos del organismo mediante el control de la produccién local de IGFs.

Las IGFs no se almacenan en las células en forma de granulos de secrecién,
sino que son sintetizadas “sobre demanda®. En estudios in vitro se ha observado
cémo estas hormonas son rapidamente sintetizadas en el higado e inmediatamente

secretadas al medio (Schwander y cols 1983).

5.3. PROTEINAS TRANSPORTADORAS.

Como deciamos anteriormente, las somatomedinas se encuentran en casi
todos los fluidos bioldgicos y en su mayoria van unidas a unas proteinas
transportadoras denominadas IGFBPs (insulin-Like Growth Factor Binding Proteins),
por fo que también éstas estan presentes sobre todo en plasma, aunque también se
han encontrado en los liquidos cefalorraquideo, amniético y en la orina (Westwood y
cols 1994). Su produccién corre a cargo de muy diversos érganos, como el higado,
rifién, ovario, hueso, placenta y masculo (Bach y cols 1995, Oh y cols 1996). También
son sintetizadas en el sistema nervioso central (Tseng y cols 1889).

Las {GFBPs constituyen una familia de 7 proteinas con la propiedad comun de
unir IGF-1 e IGF-ll. De todas ellas la mas importante, tanto cuantitativa como
cualitativamente, es la IGFBP-3 y ademas es la mas directamente relacionada con el
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eje somatotropo. Constituye ei 75 % del total de IGFBPs presentes en plasma y
transporta del 70 al 90 % de todas las IGFs circulantes. La cantidad de IGFs libres es
inferior al 1 % {Gourmelen y cols 1989). '

El transporte de las IGFs en plasma se hace mediante un complejo terario
de 150 KDa en el que se incluyen IGFBP-3, IGF-1 o ll y una proteina 4cido labil (ALS).
Este complejo es estable a pH neutro, mientras que a pH &cido las IGFs se liberan
del mismo. Una vez que IGFBP-3 se une a la IGF, sufre un cambio conformacional
que le permite reaccionar con la ALS. Cuando las IGFs se encuentran formando este
complejo, no pueden unirse a sus receptores, ya que la proteina transportadora
ocuita el dominio de unién de la IGF al receptor.

El proceso de liberacion de las IGFs de su proteinas transportadoras es
dependiente de la accién de proteasas (Lee y Rechler 1996) sobre las proteinas
transportadoras, produciéndose una disminucion de la afinidad de la proteina
transportadora por la IGF.

Las IGFBPs, ademas de transportar las IGFs en plasma, constituyen una
reserva circulante de éstas, regulan su tasa de aclaramiento renal aumentando su
vida media y modulan las acciones de las IGFs mediante el control de la accesibilidad
de estas hormonas a sus receptores en los 6rganos diana. También actuan de forma
directa e independiente de las IGFs sobre el proceso de proliferacion celular,
inhibiéndolo como en el caso de la IGFBP-3 {Kelley y cols 1996) o activandolo como
IGFBP-5 (Mohan y cols 1995). |

Los niveles circulantes de las IGFBPs dependen de numerosos factores como
la edad, el estado nutricional y diferentes hormonas como la GH, las IGFs, la insulina,
los esteroides sexuales y los GC (Powell y cols 1991, Crawford y Handelsman 1996).
El principal regulador de la IGFBP-3 es la GH. Sus niveles aumentan en la
acromegalia y disminuyen en los déficits de GH (Baxter y Martin 1986). Los niveles de
IGFBP-3 en ratas son dependientes de IGF- (Spagnoli y Rosenfeld 1996).

5.4. RECEPTORES Y MECANISMOS DE ACCION. |

Se han descrito 2 tipos de receptores para las somatomedinas que unen
IGF-I, IGF-Ii e insulina, aunque con distinta afinidad. El receptor de tipo | tiene alta
afinidad por IGF-, algo menos por IGF-Il e interacciona, aunque débilmente, con la
insulina. Por el contrario el principal ligando del receptor de tipo Il eé la IGF-Il, también

se une a IGF-I pero con mucha menos afinidad y no interacciona con la insulina.
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5.4.1. Receptor de tipo I.

El receptor de tipo | guarda gran homologia tanto estructural como en la
secuencia de aminoacidos con el receptor de ia insulina. Esta compuesto por cuatro
subunidades, dos subunidades a y dos subunidades B, formando dos heterodimeros
idénticos. Cada dimero esta constituido por una subunidad « unida a una subunidad
8 mediante puentes disulfuro. Este mismo tipo de interaccion es la que une a los dos
dimeros entre si, a través de las subunidades a.

La subunidad o es extracelular y contiene la zona de union del ligando. La
subunidad B esta compuesta por un dominio extraceiular, un segmento
transmembrana, y una larga regién intracitoplasmica en la que se encuentran el
dominio con actividad tirosina quinasa y las tirosinas para fosforilacion (Leroith y cols
1985).

La unién del ligando a la subunidad o produce un cambio conformacional en la
subunidad B, activindose el dominio tirosina quinasa lo que conduce a la
autofosforilacién del receptor y de otras muchas proteinas. La autofosforilacién del
receptor se lleva a cabo de tal forma que las subunidades P se fosforilan
reciprocamente (Frattali y Pessin 1993).

Entre las proteinas fosforiladas por el receptor de tipo | esta la proteina IRS-1,
también mediadora de la accién de la GH, como vimos anteriormente. La activacién
de la proteina IRS-1 conduce a la activacién de una proteina quinasa MAP, que
fosforila a determinados factores de transcripcion implicados en los procesos de
crecimiento y diferenciacion celulares, y a la fosforilacion de la fosfatidilinositol 3-
quinasa que interviene en el transporte de glucosa y en procesos mitogénicos
(Leroith y cols 1995).

5.4.2. Receptor de tipo Il.

El receptor de tipo 1l es una nica cadena polipeptidica. La regién extraceluiar
del receptor esta compuesta por la repeticion de 15 segmentos homologos, y
contiene las secuencias de unién de las IGFs y de proteinas con moléculas de
manosa 6-fosfato, como varias enzimas lisosomales, la tiroglobulina y el precursor del
factor de crecimiento transformante-p1.

El segmento intracitoplasmico del receptor de tipo Il contiene las secuencias
que regulan el movimiento de proteinas a través de la membrana celular, la

endocitosis del complejo hormona-receptor y el acoplamiento con proteinas G
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inhibitorias, que parecen intervenir en la transduccion de la sefial de la union de las
IGFs con el receptor (Nishimoto y cols 1989). ‘

El receptor de tipo 1l de las IGFs parecen ser mediador del efecto que tiene
IGF-Il sobre la sintesis hepatica de glucégeno y ia sintesis del ADN en fibroblastos de
ratén (Hari y cols 1987, Kojima y cols 1988).

5.5. ACCIONES BIOLOGICAS.

Los efectos que las IGFs tienen sobre las células diana se clasifican, segun su
latencia de accién, en agudos y crénicos. En cualquiera de los casos, realizan sus
acciones de forma endocrina, cuando quienes actuan son las IGFs{producidas en el
higado, o de forma autocrina/paracrina si las IGFs que intervienen son sintetizadas
localmente. Esta ultima circunstancia es especialmente notable a nivel del cartilago
de crecimiento.

5.5.1. Efectos agudos. ‘

Las acciones agudas o del tipo de la insulina de las somatomedinas consisten
en el estimulo de la captacion y uso de glucosa por los tejidos periféricos, la
activacién de los procesos de sintesis de lipidos, glucégeno y proteinas, y la
estimulacién de la glicolisis e inhibicion de la lipolisis. Estas acciones son
especialmente notorias en el hueso, en el musculo esquelético y en el cardiaco y
parece que podrian estar mediadas tanto por el propio receptor de IGFs como por el
de insulina (Zapf y cols 1981). !
5.5.2. Efectos cronicos.

* Acciones sobre el crecimiento somatico.

Entre los numerosos efectos cronicos de la IGF-I destaca éu accion positiva
sobre la proliferacién y diferenciacion de casi todos los tipos celulares entre los que
destacan los condrocitos, los osteoblastos, las células del musculo liso y del
esquelético, las células foliculares tiroideas y las células de la granulosa ovarica
(Jones y Clemmons 1995). La consecuencia de estas acciones es la estimulacion del
crecimiento somatico, aumentando el peso de ciertos 6rganos y también la fongitud
de los huesos.

En el cartilago de crecimiento, la IGF-1 actua sobre los condrocitos
estimulando su proliferacién y maduracion, ademas de inducir la sintesis de proteinas
de la matriz extracelular como el colageno de tipo | (Delany y cols 1994) y los
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proteoglicanos. El resultado de estas acciones es un incremento de la velocidad de
crecimiento y del espesor de la epifisis tibial.

En lo que respecta a la IGF-l, parece intervenir poco en el crecimiento
somatico postnatal (Glasscock y cols 1992), siendo sus acciones de muy importantes
durante el desarrollo fetal (Moses y cols 1980).

* Otras acciones.

Otra de las caracteristicas de las IGFs es su capacidad de inhibir la muerte
celular, accién que ademas es complementaria al estimulo de la proliferacién ceiular.
Este efecto esta muy bien caracterizade en la células hematopoyéticas, los
fibroblastos, y los oligodendrocitos (Rodriguez-Tarduchy y cols 1992, Sell y cols
1995).

Las somatomedinas también controlan {a secrecién de hormonas proteicas en
diferentes tejidos diana como las células de la granulosa ovarica, las células de
Leydig, las células epiteliales del timo y las células foliculares tiroideas (Penhoat y
cols 1989, Giudice 1992). Ademas, la IGF-lI inhibe directamente la secrecidn
hipofisaria de GH, como ya vimos.

Aparte de estas acciones sobre la sintesis proteica, la IGF-1 también interviene
en procesos de migracién quimiotactica de linfocitos T y de células endoteliales, y en

el reconocimiento celular por el sistema inmunitario (Grant y cols 1987).

5.6. CONTROL DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE LAS IGFs.
5.6.1. IGF-I.
* Hormonas.

El controlador principal de la produccién de IGF-I tanto en higado como en
otros tejidos es la GH. La administracidn de GH en animales de experimentacion
tanto normales como deficientes en GH aumenta los niveles del ARNm de la IGF-
(Mathews y cols 1989). En sujetos deficientes en GH existe una disminucién de los
niveles de IGF-l que rapidamente revierte al administrar GH exdégena, mientras que
individuos acromegalicos presentan unos niveles circulantes de 1GF-l1 sumamente
aumentados.

No obstante, otras hormonas como los esteroides sexuales, la insulina y las
hormonas tiroideas también estan implicadas en la regulacién de los niveles
circulantes de IGF-i. El cambio de los niveles circulantes de los esteroides gonadales

durante la pubertad puede ser la causa del incremento de los niveles circulantes de
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IGF-l asociado al estirén puberal. En la diabetes los niveles circulantes de esta
hormona estan disminuidos (Fagin y cols 1989).

* Estado nutricional.

El estado nutricional del organismo también juega un papel muy importante en
la fabricacién de IGF-1 en el higado, de tal forma que en situaciones de desnutricion,
pese a existir una secrecién normal de GH, los niveles circulantes de IGF-l estan
disminuidos. Esta situacion se debe a que es necesaria una entrada adecuada de
calorias y aminoacidos esenciales de la dieta para la biosintesis hepética de IGF-.

+ Edad.

La IGF-l también depende de la etapa del desarrollo en que se encuentre el
individuo. Los niveles plasmaticos de esta hormona son bajos en el perido fetal y van
aumentando tras el nacimiento hasta alcanzar el méaximo durante la pubertad,
momento a partir de la cudl los niveles circulantes de IGF-l van disminuyendo de
forma bastante paralela a o que ocurre con la secrecion de GH.

5.6.2. IGF-II.

La produccién de IGF-Il varia segun ta etapa del desarroilo en la que se
encuentre el individuo y ademés es dependiente de factores especificos del tejido en
el que se sintetiza. Los niveles circulantes y tisulares maximos de IGF-Il se alcanzan
durante la etapa fetal. Tras el nacimiento, los niveles plasmaticos de IGF-Il
descienden y no se producen cambios durante la etapa puberal (Widmer y cols
1983).

En cuanto a la regulacién de la IGF-Il por factores hormonales es muy
diferente a ta de IGF-l. La GH parece ser poco importante en este proceso (Hynes y
cols 1987) y los datos obtenidos al respecto son contradictorios. Asi, los valores de la
IGF-1l estan disminuidos en e! hipopituitarismo pero sin embargo no se aumentan en
la acromegalia (Widmer y cols 1983). Otras hormonas como los GC, la hormona
foliculoestimulante (FSH), la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y la gonadotropina
coriénica también parecen intervenir en la regulacién de los niveles de la IGF-l
(Daughaday y Rotwein 1989). |
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6. REGULACION DE LA SECRECION DE GH A LARGO PLAZO.

Numerosos trabajos han mostrado la eficacia de la GHRH administrada
exégenamente como estimulante de la liberaciéon de GH, por lo que dicha forma de
tratamiento se ha empleado como alternativa a la administracién de GH. La mayoria
de los estudios se centran en el control de la secrecién de GH por GHRH en periodos
inferiores a 24 h, mientras que la respuesta hipofisaria a la estimulacién prolongada
mas alla de este tiempo con dicho péptido hipotaldmico ha sido poco estudiada hasta
el momento.

Existen datos que describen la atenuacion de la respuesta de GH
(desensibilizacion) tras la estimulaciéon de la hipdfisis de forma continua con GHRH
durante 24 h, tanto en animales de experimentacién (Wehrenberg y cols 1984a y
1986b, Bilezikjian y cols 1986) como en el hombre {Losa y cols 1984, Vance y cols
1985, Robinson y cols 1992). Esta circunstancia parece deberse al descenso en el
namero de receptores para GHRH en la hipéfisis, alteraciones en los mecanismos de
transduccién de la sefial al interior de la célula somatotropa o al vaciamiento
hipofisario de GH (Wehrenberg y cols 1986, Bilezikjian y cols 19886, Richardson y
Twente 1988, Aleppo y cols 1997).

Se ha observado que la desensibilizacién de las células somatotropas por
accion de la GHRH puede ocurrir también tras la administracién de este péptido
durante largo tiempo (Hulse y cols 1986, Tresguerres y cols 1993, Devesa y
Tresguerres 1996). Sin embargo, hay datos en la bibliografia que no so6lo no
describen dicho fendmeno (Sartorio y cols 1986, Dubreuil y cols 1994) sino que
demuestran un aumento de la sensibilidad hipofisaria al tratamiento prolongado con
GHRH (Jansson y cols 1985a, Dubreuil y cols 1987). Esta discrepancia de resultados
depende de la forma de administracion del péptido, asi como de la dosis empleada
(Kovacs y cols 1994).

Teniendo en cuenta que el proceso de crecimiento dura varios meses en la
rata y varios afios en el hombre, es precisamente la regulacién a largo plazo la que
tiene verdadera importancia en este fenémeno para poder buscar formas de
tratamiento alternativas a la GH, en los retrasos de crecimiento (Tresguerres y cols
1993) y la posibilidad de utilizar GHRH seria muy importante si se conociera

reaimente su mecanismo de control a largo piazo.
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Objetivos

Es bien conocido que la GHRH estimula y la SS inhibe la secrecién de GH en
la hipofisis, pero esto es valido fundamentaimente a corto plazo. Siendo el
crecimiento un proceso que dura meses en el animal de experimentacion y afios en el
hombre, nos interesaba saber como es realmente la regulacion del"eje somatotropo,
responsable del control de dicho proceso, a largo plazo.

Segun esto, los objetivos que nos fuimos marcando a lo largo de la realizacion

de esta Tesis Doctoral fueron los siguientes:

@® Investigar el régimen de administracién de GHRH en la rata macho, tanto

normal como deficiente en GH, que fuera capaz de potenciar o mantener la secrecién

normai de GH hipofisaria sin disminuir el contenido glandular de esta hormona.
1

1

i

@ Al comprobar que la rata macho no parecia ser el modelo experimental

idéneo para nuestros estudios, nos planteamos estudiar si la rata hembra, normal o
deficitaria en GH, se comportaba de distinta forma ante la administrgcién de GHRH.

@ Una vez constatado que la rata hembra presenta una rﬁejor respuesta a
nuestros tratamientos con GHRH, y dado que en este animal la SS parece jugar un
papel preponderante sobre la GHRH en la regulacién de 1a GH, se ﬁlantea estudiar el
efecto de la administracién de SS en combinacién con GHRH en ratas hembras
normales y deficientes en GH.

@ con objeto de optimizar el modelo animal para nuestras investigaciones,

intentamos determinar fa respuesta al tratamiento con GHRH y iSS de un nuevo

animal de experimentacion: el cordero.

]
Por otro lado, basandonos en datos de nuestro grupo que mostraban cémo
diferentes tejidos glandulares son capaces de asumir parcialmente funciones

hipofisarias cuando estan sometidos a la influencia de hormonas hipotalamicas, nos

planteamos:

(® Estudiar la sintesis y secrecion de GH en tejidos extrahipofisarios

sometidos a altas concentraciones locales de GHRH.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
1.1. RATAS.

Las ratas que se utilizaron en los distintos experimentos qu;: componen esta
Tesis Doctoral eran de la cepa Wistar y sus progenitores procedian de Interfauna-
Harlan. Se mantuvieron en el animalario de la Universidad Complutense de Madrid,
con licencia n® 28079-15 ABC del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién,
adecuado a las normativas vigentes que rigen el uso de ,os animales de
experimentacién. El régimen luminoso fue de 12 h de luz (8:00-20:00) y 12 h de
oscuridad, la temperatura media de 22 + 2 °C y la humedad de 50 +'5 %.

En los experimentos en los que los animales fueron tratados neonatalmente,
la homogeneizacién inicial se hizo el primer o segundo dia de vida, dejando 8-10
animales por madre para que todos tuvieran simitares posibilidades de crecimiento y
desarrollo. Posteriormente las crias se destetaron a los 22 dias de vida,
homogeneizando de nuevo los animales segln el peso corporal con 7-8 animales
por jaula desde los 21 hasta los 30 dias de vida, a partir de los cuales se dejaron 4-5
animales en cada jaula. |

Las jaulas eran de policarbonato (Macrolon ®, Panlab, Barcelona); en el caso
de los animales adultos las dimensiones de éstas fueron 4655x21.5x14.5 cm,
mientras que en el caso de las hembras prefiadas o con crias recien nacidas fueron
de 22x20x14.5 cm.

La alimentacién de las ratas madres durante el periodo de cria y de las crias
hasta los 30 dias de vida consisti6 en pienso de cria A-03; a partir de ese momento
se les suministré pienso de mantenimiento A-04 (Panlab, Barcélona). En ambos

casos, tanto la dieta como el agua de bebida se administraron “ad Ifbitum" .

1.2. CORDEROS.

En los experimentos 6 y 7 se utilizaron corderos machos de raza Merina, de
dos meses de edad. Estos animales fueron mantenidos en condiciones de
semiestabulacion en las instalaciones de! Instituto Nacional de Investigaciones
Agrarias (CIT-INIA, Madrid), bajo condiciones naturales de luz y huhedad propias del
mes de abril y con libre acceso a la comida (Pienso compuésto Visan, Visan

Industrias Zootécnicas S.A., Madrid) y al agua de bebida.
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1.3. RATONES.

Para el estudio de la regulaciéon de la secrecibn de GH en tejidos
extrahipofisarios (experimento 8), se utilizaron ratones hembras normales de la cepa
Ames de 1.5-2 meses de vida, criados en el laboratorio del Dr. Bartke y mantenidos
en el animalario de la Facultad de Medicina de la Southemn lllinocis University en
Carbondale (lliinois).

El fotoperiodo en el que se mantuvieron dichos ratones fue de 12 h de luz y
12 de oscuridad (6:30-18:30), la temperatura de 22 + 1 °C y la humedad del 40 %. Se
colocaron 4-5 ratones por jaula. Las dimensiones de dichas jaulas eran 30x15x15
cm. Al igual que las ratas, estos animales tuvieron libre acceso al agua de bebida y la
comida (Tekland, Harlan Spragle-Dawley inc., Madison, Wisconsin).

Todos los experimentos se llevaron a cabo teniendo en cuenta las normativas

existentes sobre el manejo de animales de experimentacion.

2. METODOS DE SEGUIMIENTO DE LOS ANIMALES.
2.1. PESO CORPORAL.

Las ratas se pesaron con una balanza Schoehnle, con un error de 1 g en
pesos inferiores a 320 g y de 2 g desde 320 hasta 1000 g. En el caso de los corderos
el peso se controld utilizando una balanza Tru-Test AG 500-0.1, version 3.0.

2.2. MEDIDA DE LA LONGITUD TIBIAL POR MICROKNEMOMETRIA.

La microknemometria es una técnica no invasiva de reciente aplicacioén que
permite una medida muy exacta de la longitud de la tibia en ratas conscientes. Ei
aparato con el que se desarrollo la citada técnica se denomina Microknemometro, y
ha sido disefiado por el Dr. Hermanussen y fabricado por el Dr. Fahrentholz en Kiel
(Alemania). El error de la medida es de 100 um (Hermanussen y cols 1995). En

nuestros estudios se empled dicha técnica para controlar el crecimiento diario tibial.

2.2.1. Caracteristicas del Microknemémetro.

El microknemometro es un goniémetro digital conectado a una pantalla
electrénica y compuesto por dos brazos articulados, terminados en unos enganches
metdlicos. Estos enganches tienen forma de anillo, de manera que el superior abarca
la rodilla del animal y el inferior recoje el talén, produciendo una fijacion temporal de

la tibia durante el tiempo que dura la medida del hueso. Entre los dos brazos del
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goniémetro se encuentra un muelle que ejerce una presion constante sobre la pata
de la rata de aproximadamente 2.5 Newtons (figura 12).

Pantalla electrénica

Dedos del observador

| <-Lapiz

Brazos articulados

Figura 12. Esquema del microkKnemdmetro y la pantalla electrénica asociada a éste.

Durante la realizacion de la medida, en la pantalla electronica aparecen una
serie de nimeros o unidades arbitrarias segun el angulo de apert“ura entre los dos
brazos {(a), correspondiendo una unidad arbitraria (U) a 0.0033% lo que equivale a
12 um aproximadamente. Esta equivalencia se establecié tras ia calibracién del
aparato. |

Cuando los brazos del microknemémetro estan sin abrir la distancia entre
ambos es de 2.3 cm y en la pantalla aparece un valor de 10193 U (figura 12). Asi,
para el calculo real de la longitud tibial, al valor que se obtiene en éada medida se le
debe restar el valor inicial, multiplicando este resultado por 12 para que aparezca en

pm, y sumarie la distancia entre los enganches (2300 pm) (formuia 1)

Formula 1.
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2.2.2. Procedimiento de medida.

La medida de la distancia tibial puede verse influida por la posicién del animal
y el angulo que forman el tobillo, la tibia y el fémur, por lo que nuestro primer objetivo
fue estandarizar las condiciones de medida. Para esto se coloc6é una fuente de luz
que tras proyectarse sobre una estructura vertical (un lapiz) originaba una sombra en
una cuadricula milimetrada. Manteniendo constante esta sombra nos asegurdbamos
de que siempre mediamos el animal en las mismas condiciones.

La rata, no anestesiada y compietamente relajada, se coloca frente al
observador. Se situan los brazos del gonidmetro abrazando la tibia de la pata
posterior derecha, entre la rodilla y el taldén, permitiendo que el muelle fije la posicién.
La longitud tibial se determina realizando cuatro estimaciones de esta distancia,
consecutivas e independientes, y permitiendo que el animal se mueva entre cada
estimacidn. La primera medida se descarta ya que generalmente es la mas inexacta
de los cuatro, y se calcula la mediana de las otras tres restantes siendo éste el valor

que se toma como longitud tibial.

2.3. PRUEBAS DE ESTIMULO CON GHRH.

En tres de los estudios (experimentos 5, 6 y 7) se sometié a los animales a
una prueba de estimulo con GHRH. La droga que se administrdé como estimulo fue
el péptido sintético GHRH 1-29 (Geref ®) obtenido de Laboratorios Seronc S.A.
{Madrid). Cada una de estas pruebas de estimulo consisti6 en una toma basal de
sangre, administracion del estimulo y nuevas extracciones de sangre a diferentes
tiempos post-estimulo.

En el caso de las ratas el estimulo fue de 10 pg/animal inyectado de forma
i.p., y las tomas de sangre se llevaron a cabo basalmente antes de ser inyectada la
GHRH y a los 5 y 15 minutos después de la administracién de ésta. La sangre se
extrajo de la vena yugular extema con una jeringa previamente bafiada en la mezcla
EDTA (acido etilendiaminotetraacético)-salino (ver punto 5.1 de Material y Métodos),
segin el método que se viene utilizando en el Departamento de Fisiologia desde
hace mas de 20 afios. La rata estaba levemente anestesiada con éter.

Los corderos utilizados en los disefios experimentales 6 y 7 también fueron
sometidos a pruebas de estimulo, administrandoseles de forma iv.
125 pg GHRH/cordero. Se extrajo sangre de la yugular externa antes de la
administracién de GHRH y a los 10, 20 y 30 minutos tras la inyeccién del estimulo,

con una jeringa banada en EDTA-salino y con el animal consciente.
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3. TECNICAS QUIRURGICAS.

3.1. IMPLANTACION DE MINIBOMBAS OSMOTICAS. |

Las minibombas osméticas utilizadas para la administracién de GH en los
experimentos 1y 2, eran Alzet modelo 2001 (Alza Corporation, Palo Alto, California)
de 3 cm de longitud y 0.7 cm de didmetro. Se implantaron debajo de% la piel colocando
la rata, anestesiada con éter, boca abajo y haciendo una leve injcisic')n dorsal con
unas tijeras en la piel, entre el omoplato y la linea media. A continuacién y con ayuda
de unas pinzas se abrié el hueco suficiente para introducir la minibomba en el tejido
subcutaneo y finalmente se cosié la piel con seda. ‘

En el experimento 7 realizado en corderos, se emplearon minibombas
osméticas Alzet modelo 2ML4, de 5.1 cm de longitud y 1.4 cm de diametro. Se
colocaron de forma s.c. en el fomo del cordero, para lo cual en el animal previamente
anestesiado con xilocaina se realizdé una incisidn de unos 2 cm con unas tijeras a
nivel de! oméplato. Luego se abrié un pequefio hueco bajo la piel en el que se

depositd la minibomba, y a continuacion se cerré el tejido con grapas.

3.2. IMPLANTACION DE PELLETS. ‘

" Los pellets, fabricados por Innovative Research of America (Toledo, Ohio), y
del tamafio de una pastilla de 0.3 mm de didmetro, estaban compuestos de una
matriz biodegradable que proporciona una liberacién continua y eficaz del producto
activo, GHRH en nuestro caso.

En el experimento 5§, medio pellet se colocé subcutaneamente en la parte
dorsal del animal, procediendose de manera similar a la imﬁlantacién de las
minibombas. En la rata, previamente anestesida con éter, se realizé un pequefio
corte dorsolateral en ia piel, se abrié hueco con unas pinzas, se ir@trodujo el peliet y
se cerrd con seda la apertura originada.

En el caso de los corderos, utilizando un trocar se realizé un pequefio hueco
detras de la oreja derecha en el que se deposité un pellet entero con ayuda de unas
pinzas, cerrandose a continuacion la piel con grapas. Durante el tiempo que duré
esta operacién el animal permanecié despierto y consciente. ‘

Para la implantacion de un cuarto de pellet en el mter:or de la glandula
submaxilar en el experimento 8, en los ratones anestesiados con éter se hizo un corte
longitudinal en la piel y ! tejido conjuntivo subyacente para dejar accesibles ambas
glandulas. Sobre la glandula derecha se realizd una pequefia iﬁcisién rompiendo

interiormente el tejido glandular, y se depositd el trozo de pellet en el hueco

1

i
i
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producido, cerrandose a continuacién con catgut de tal forma que el pellet quedaba
embebido en la glandula. Finalmente se colocaron los tejidos en su posicién original y
se cosid la piel con seda.

En los tres casos, a los animales control se les implanté un pellet de placebo,
procediendo de la misma forma que con el pellet de GHRH.

4. TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS.

4.1. TRATAMIENTO NEONATAL CON GLUTAMATO MONOSODICO.

El tratamiento neonatal con Glutamato Monosédico (GMS) {Sigma Chemical
Co. St. Louis, Missouri) se realizé en dias alternos, durante los 10 primeros dias de
vida de la rata. La dosis diaria que se administré fue de 4 mg/g peso corporal, en una
sbla inyeccion s.c. Se prepard una solucién stock con una concentracién de
0.5 mg/pl, diluyendo 5 g de GMS en 10 mi de solucién salina e inyectandose el

volumen necesario hasta conseguir la dosis apropiada.

4.2. GHRH.

La GHRH utilizada en todos los experimentos fue fa misma que en las pruebas
de estimulo, esto es, el péptido sintético GHRH 1-29. La dosis, la pauta y la
frecuencia de administracion de dicho farmaco varié segun el disefic experimental.

Tanto para las inyecciones como para las minibombas osméticas, ia GHRH se
disolvié en solucién salina, hasta alcanzar la dosis necesaria.

En el caso de los experimentos 1 y 2, 5 mg de GHRH se disolvieron en 300 pl
de suero salino que se introdujeron dentro de cada una de las minibombas con ayuda
de una jeringa a través de un pequeno orificio existente en uno de los extremos, de
tal forma que con un flujo de liberacidén de 1 plh, la minibomba proporcionaba
400 ng de GHRH al dia. Para los corderos del disefio experimental 7, en cada
minibomba se introdujeron 30 mg de GHRH disueltos en 2 ml de solucién salina. El
fiujo de liberacion de estas bombas era de 2.3 pl/h, por lo que cada cordero recibia
900 pg/dia.

Los pellets que se colocaron en las ratas y los corderos contenian 25 mg de
GHRH liofilizado, dentro de una matriz biodegradable, cantidad a liberar en un total
de 21 dias. En el caso de los ratones los pellet eran de 5 mg para un total de dos

meses.
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4.3. SOMATOSTATINA. ;

La SS que se utilizé en los distintos estudios realizados dur:ante el desarrolio
de esta Tesis Doctoral fue de 2 tipos: de corta y de larga duracion. :

l.a 88 de larga duracion fue Sandostatin ® (Octreotide, DCIi, de Laboratorios
Sandoz (Barcelona). £n el caso de las ratas, cada animatl recibié una dosis diaria de
2 ug, mientras que en los corderos la dosis administrada fue 10 veces superior, esto
es, 20 pg/animal/dia. El producto activo venia ya en forma quuic{a, por lo que se
inyecté directamente desde el envase. }

Se utilizé Somiatén ®, de Laboratorios Serono, como SS de corta duracién.
Este fArmaco es un decapéptido de sintesis, idéntico a la hormona natural, que viene
presentado en viales de 250 pg en forma de liofilizado. Para su :utilizacién en las
ratas, se reconstituyé en 500 pl de suero salino y la dosis administrada fue de
100 nglinyeccién, mientras que en el caso de los corderos, se emple6 1 ml para

disolver cada vial, y la dosis fue de 250 pg/inyeccion.

5. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES. RECOGIDA Y
PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Al final de cada uno de los estudios, las ratas se sacriﬁcaroh por decapitacion
con una guillotina, sin anestesia previa, e inmediatamente después se recogieron el
hipotalamo, la hipéfisis y la sangre troncular.

Los ratones fueron primero anestesiados con éter para tomarseles sangre
directamente del corazén por puncién cardiada. A continuacién se procedié a la
diseccion de las glandulas submaxilares, y finalmente fueron decapitados.

Tras finalizar los estudios con los corderos, éstos fueron sacrificados en el
Matadero de GYPISA (Pozuelo de Alarcon, Madrid). Inmediatamente tras Ia

decapitacién se tomaron el hipotalamo y la hipofisis.

5.1. OBTENCION DE SANGRE.

La sangre troncular recogida tras la decapitacion de las ratas, la sangre de los
ratones obtenida por puncién cardiaca, y la sangre obtenida tra:s. las pruebas de
estimulo con GHRH en tas ratas y los corderos se deposité en tubos de propileno con
EDTA-salino (2% de EDTA (Sigma) en suero salino 0.15 M), enfriados en hielo. A
continuacién esta sangre se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C en una
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centrifuga Beckman, Modelo TJ-6. El sobrenadante se decanté y se mantuvo

congelado a —20°C hasta su analisis.

5.2. HIPOTALAMO.

Para la extraccion del hipotalamo medio basal tanto en la rata como en el
cordero, primeramente se abrié el cranec dejando expuesto el cerebro. Este se
levanté con unas pinzas, y tras reconocer el hipotadlamo, se tomé cortandolo
rostralmente al quiasma optico, caudalmente por detras de los cuerpos mamilares y
lateralmente al surco hipotalamico, hasta el nivel de la comisura anterior. Esta
diseccion incluyd la eminencia media y el nicleo arcuato. Una vez extraido el
hipotalamo, se congeld inmediatamente en nieve carboénica, para ser conservado a
—80°C hasta el momento de su estudio.

El hipotalamo se procesé homogeneizando el tejido por ultrasonidos (Branson
Sonifier 450) en 1 ml de una solucién de acido acético 2 M en el caso de las ratas o
en 20 ml del mismo compuesto en el caso de los corderos. Seguidamente se hirvié el
homogeneizado durante 5 minutos, y se centrifugd 30 minutos a 17000 rpm a 4°C, en
una centrifuga Beckman Modelo J2-MC. Tras esto se obtuvo un sobrenadante del
que se hicieron diferentes alicuotas que fueron liofilizadas (Liofilizador Benchtop 3 L.
Virtis. The Virtis Company Inc. Gardiner. Nueva York) y congeladas hasta el momento

de su utilizacion.

5.3. HIPOFISIS.

Tras la diseccién del hipotalamo, se pudo observar la hipéfisis cubierta por la
duramadre. Se retiré ésta y se extrajo la glandula hipofisaria.

Las hipdfisis de las ratas se depositaron en un tubo con 1 ml de solucién
salina, en el que se mantuvieron a -20°C hasta el momento de su procesamiento. El
tejido se homogeneizd con ultrasonidos, y se centrifugé a 3000 rpm durante 15
minutos a 4°C. El sobrenadante permanecié a —20°C hasta el momento de los
analisis hormonales y de proteinas.

En el caso de los corderos se procedié de la misma forma, pero

homogeneizando la hipéfisis en un volumen total de 10 ml de suero salino.
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5.4. GLANDULA SUBMAXILAR.

Tras tomar la muestra de sangre del corazén, el ahimal levemente
anestesiado se colocé boca arriba para abrir la pie! y el tejido conjuntivo en la zona
en la que habia sido implantado el pellet. Ambas glandulas .submaxilares se
extrajeron con ayuda de unas pinzas y unas tijeras.

El 16bulo de la glandula que contenia el peliet se dividié IonQitudinaImente en
dos partes con un bisturi estéril. Uno de los trozos se introdujo en un eppendorf
esterilizado y se congelé inmediatamente con N2 liquido para los estudios de
expresidén génica. La otra parte se congelé a —20°C hasta su Irposterior analisis
hormonal, para lo cual antes hubo de ser procesada como sigue. Primero la glandula
se troced con unas tijeras y se homogeneizé manualmente en 1.2 ml de tampéon
fosfato 0.01 M, pH=7.5; luego se sonicé y se centrifugd a 3000 rpm j5 minutos a 4°C.
El sobrenadante se almacené a —20°C. :

También se extrajo el I6bulo contralateral que no contenia el pellet, y se
procesé segun lo visto anteriormente utilizando 2.4 ml de tampén fosfato. Todo el

tejido se utilizé para estudios hormonales.

6. METODOS ANALITICOS.

6.1. RADIOINMUNOANALISIS: CARACTERISTICAS GENERALES.

Para determinar los niveles y contenidos hormonales en la sangre, la hipdfisis,
el hipotalamo y la glandula submaxilar se utilizé la técnica det Radioinmunoandlisis
(RIA). ;
El RIA consiste en una reaccién competitiva entre la hormona que tenemos en
la muestra (hormona fria u hormona sin marcar) y una cantidad f:onstante de esa
misma hormona marcada con **t (hormona radiactiva), para combinarse con un
anticuerpo especifico para ella. Como la afinidad que tienen ambas hormonas por el
anticuerpo es la misma, al ser afiadido éste en una cantidad constante a todos los
tubos, la proporcion de hormona radiactiva que puede unirse al énticuerpo vendra
dada por la cantidad de hormona presente en la muestra. Esto es, cuanto mayor sea
la concentracién de hormona en la muestra, menos posibilidades tendra ta hormona
radiactiva de unirse con el anticuerpo.

Para calcular las concentraciones de la hormona en las muestras problema se
utilizé una curva patrén preparada realizando diluciones sucesivas a partir de una
solucién stock de concentracién conocida. La unién correspondiente tanto a los
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puntos de ia curva patrén como a las muestras problema se calculé mediante la
férmula 2.

Férmula 2.

B son las cpm correspondientes al complejo hormona radiactiva-anticuerpo
cuando también hay muestra problema. B, representa la hormona radiactiva ligada al
anticuerpo en ausencia de hormona fria y N representa la unién inespecifica del
anticuerpo. Ademas de la curva patron y de los puntos B, y N, también se utilizé un
control de la radiactividad total afiadida (Ar).

La curva patrén se representdé en papel semilogaritmico. En el eje de
ordenadas representamos el porcentaje de unién y en el de abscisas cantidades
conocidas de hormona fria correspondientes a la curva patrén. Al unir todos los
puntos obtuvimos una curva de forma sinusoidal, e interpolando el % de unién
obtenido por las muestras mediante la aplicacién de la férmula 2, se calculd la

cantidad de hormona presente en cada una de ellas.

6.1.1. Radioyodacién de la hormona.
El marcaje o radioyodacién de las hormonas consiste en la introduccién del
125

isétopo "t en la estructura de las mismas, por medio de una reaccidén enzimatica.

Los marcadores mas corrientes utilizados en un RIA son el "', | y el °H. Nosotros

utilizamos el '®! porque su vida media es mas larga que !a de! ™'

I, y ademas tiene la
ventaja de proporcionar una mayor actividad especifica que el °H y un contaje de
emisidon mas sencillo que el de un emisor B que requiere liquido de centelleo.

L.a mezcla de todos los reactivos utilizados para el marcaje debe ser purificada
con el fin de separar la hormona marcada del yodo libre. Esta purificacion se hizo
mediante cromatografia en gel Sephadex G-50 Fine (Pharmacia, Uppsala, Suecia) en
una columna de vidrio.

Inmediatamente después de finalizar la reaccién de marcaje de la hormona, la
mezcla resultante se colocd en la parte superior de la columna y se eluyé en el medio
correspondiente, recogiéndose una serie de fracciones que tras ser contadas en un

contador de radiactividad se representaron graficamente. Se obtuvo un perfil con dos
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29 libre.

picos, el primero correspondiente a la hormona marcada y el segundo al
Esta situacion aparecid en el caso de la GH y la 88, pero tras el ‘marcaje de otras
hormonas como la GHRH o la IGF-I aparecié ademas otro pico ad!icional anterior al
de la hormona marcada, que correspondié a molécuias marcadas inéspecificamente.
En cualquiera de los casos las fracciones que contenian el pico de la hormona
marcada se mezclaron y se distribuyeron en alicuotas que fueron almacenadas a

—20°C hasta el momento de su utilizacion.

P

b

6.1.2. Evaluacién del marcaje.
Una vez finalizado el marcaje se procedid al calculo del rendimiento de la

radioyodacién, o porcentaje de '*°

I incorporado a la hormona, y de la actividad
especifica de la hormona marcada, utilizando para ello el método inespecifico de
precipitacién de proteinas con &cido tricloroacético (TCA). Se dildyé una pequefa
parte del producto de marcaje y se tomaron seis alicuotas de 50 pl, midiéndose en
tres de ellas inmediatamente su radiactividad (radiactividad total). Al resto se les
afiadieron 500 pt de tamp6n BSA (ver apartado 6.2.2) y 2 ml de TCA al 10% y se les
agité vigorosamente. Se incubaron 15 minutos a 4°C, posteriormente se centrifugaron
otros 15 minutos a 3000 rpm y a 4°C, se aspiré el sobrenadante y se cont6 el
precipitado en un contador de radiactividad.

El rendimiento del marcaje se calculo dividiendo la radiactividad del
precipitado entre la radiactividad total. La actividad especifica se obtuvo multiplicando
el rendimiento por la cantidad de yodo utilizado {en pCi) y dividiendo el resultado por

la cantidad de hormona (en pg) empleada en la radioyodacion.

6.1.3. Realizacion y cinética del analisis.

En todos los casos las muestras problema se pipetearon por duplicado y se
completaron con tampon hasta un volumen de reaccién determinado. Asimismo, y por
triplicado también se pipetearon cada unos de los puntos de la curva patrén, y los
tubos Ar, N y B,. Los tubos Ar sélo contenian hormona marcadé, los N hormona
marcada y la suspension utilizada en el proceso de separacion, y Ioé B, lo mismo que
los N pero ademas el anticuerpo especifico. '

Una vez pipeteadas las muestras y la curva patrén, se afadio el anticuerpo a
todos los tubos, salvo a los N y Ay. Esta mezcla se preincubd durapte un periodo de
tiempo variable segun el RIA en cuestién (etapa de preincubacién). .

b
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Transcurrida esta fase, se afadié a todos los tubos del ensayc la misma
cantidad de hormona marcada, disuelta en el tampén correpondiente. En algunos
casos, la hormona marcada hubo de ser purificada antes de su uso, para separarla
de la hormona degradada y del yodo libre. Esta segunda purificacién, llevada a cabo
inmediatamente antes de ser utilizada la hormona, se realizé por cromatografia en
Sephadex G-100 en una columna de vidrio de 25x2 cm, procediendose de la misma
forma que en la purificacién tras el marcaje. En este caso se cobtuvieron tres picos: un
primer pico u hormona deteriorada, un segundo pico u hormona marcada
inmunorreactiva que se utilizé para el ensayo y un tercer pico correspondiente al yodo
libre. Una vez afadida ia hormona marcada se mantuvieron todos los tubos en
incubacién.

A continuacién se procedié a la separacién del complejo hormona-anticuerpo
de {a hormona libre, para lo cual se utilizaron diferentes tipos de suspensiones segtin
el tipo de RIA. Esta suspensién se afiadié a todos los tubos, excepto a los tubos Ar .
Se incubd la nueva mezcla a 4°C y se centrifugé 15 minutos a 3000 rpm. En
cualquiera de los casos, y tras aspirar el sobrenadante, se obtuvo un precipitado que
se valoré en un contador de radiactividad dandonos las cpm correspondientes al
complejo hormona-anticuerpo, excepto en el RIA de SS que procedian de la hormona
libre. Con estas ¢cpm aplicadas en la férmula 2 se consiguié un valor de % de unién
que al interpolarse en la curva patrén nos daba la cantidad de hormona fria presente
en la muestra.

6.1.4. Validacién del RIA.

Todos los RiAs realizados se validaron determinandose la variacién intra e
interensayo, asl como |la menor cantidad de hormona fria detectable en el analisis
(sensibilidad del ensayo) y el grado de interferencia de sustancias distintas a la
hormona que se va a medir, pero que tienen un comporiamiento inmunolégico
parecido en el RIA. Para el calculo de las variaciones intra e interensayo se
compararon los valores hormonales obtenidos al medir una misma mezcla de
plasmas en los distintos RIAs realizados.

El Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina tiene gran
experiencia en la realizacién de este tipo de RIAs, puestos a punto y validados hace
muchos afios. En esta Facultad existe una instalacion Radiactiva Central que posee
laboratorios especiaimente disefiados para el uso de is6topos radiactivos y ademas
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tiene contadores de radiacion y (Contador Cobra Auto-Gamma. Packard. A Camberra
Company) para la lectura de las muestras. ‘

Aunque el esquema basico seguido en los diferentes RIAs especificos fue el
que acabamos de detallar, cada uno de éstos tuvo sus particutaridades y cambios

que vinieron dados principalmente por el tipo de hormona en estudio.

6.2. RIA DE GH.
6.2.1. Inmunorreactivos. ‘

Los reactivos empleados para los RIAs de la GH de rata (rGH), de ratén
(mMGH) y de cordero (0GH) fueron suministrados por el “National Hormone and
Pituitary Program” (NHPP) del “National Institute for Diabetes aﬁd Digestive and
Kidney Diseases” (NIDDK) (Baitimore, Maryland). Cada uno de e!loé fue reconstituido
y conservado segun las instrucciones que lo acompafaban. El nombre de estos
reactivos se recoge en la tabla 1.

rGH mGH oGH
hormona patrén rGH-RP-2 mGH-AFP 10783 B{ .= oGH-14
hormona para yodar rGH-I-6 mGH-AFP 10783 B| : oGH-l1-4
anticuerpo anti-rGH-S-5 anti-rGH-3-5 ~ anti-oGH-2
Tabla 1.

6.2.2. Soluciones tampén y suspensiones.

+« Tampdn fosfato 05 M, pH= 7.6. Se obtiene mezclando Na; HPO, x 2 H,O y
KH, PO, 0.5 M. Se utiliza para el marcaje y para preparar el resto d(_e los tampones.

+ Tampén fostato 0.01 M, pH= 7.6. Preparado diluyendo 50 veces @el tampon anterior
y afiadiendo NaCl 0.15 M. Se utiliza para preparar la suspenlsién de segundo
anticuerpo, como eluyente en la columna de cromatografia y como base de los
siguientes tampones. :

+ Tampdn BSA, pH=7.6. Se prepara afiadiendo un 1% de alblmina sérica bovina
fraccién V (BSA, Sigma) sobre el tampén fosfato 0.01 M. Se empléa para realizar las
diluciones de la curva estandar, completar ias muestras y diluir la hormona marcada.

+ Tampdn EDTA, pH= 7.6. Se obtiene utilizando como base el tampon fosfato 0.01 M,
al que se le afiade EDTA 0.025 M, NaCl 0.15 M y Tritriplex 0.025 M. Se usa para diluir

el primer anticuerpo.

0

!

61




Material y Métodos

* Suspension de Staphilococo aureus. La mezcla de Staphilococo aureus preparada
por el Dr. Pérez Silva (CSIC) se centrifuga 15 minutos a 3000 rpm y a 4°C, y el
sobrenadante obtenido se reemplaza por el mismo volumen de tampén EDTA con
triton al 0.5%. De esta nueva suspension, se pipeten 50 pl a los tubos. Esta
suspension se utilizé para separar la hormona ligada al anticuerpo de la hormona
libre, en los RIAs de rGH y mGH.

* Suspensién de sequndo anticuerpo. Se prepara a partir de tampon fosfato 0.01 M,
afadiéndole 10% de polietilenglicol y 10 pl de antigammaglobulina de conejo,
obtenida en ovejas en nuestro propio laboratorio por los Dres. Ariznavarreta y
Tresguerres, gracias a la colaboracion del CIT-INIA. La antigammagiobulina de
conejo se obtuvo previa inmunizacion de ovejas con una mezcla constituida por
gamma globulina de conejo (Sigma), Coadyuvante de Freund (Laboratorios Difco,
Detroit, Michigan) y agua destilada. Esta suspensién fue utilizada para separar la

hormona ligada en el RIA de oGH, pipeteando 500 ul a cada tubo.

6.2.3. Radioyodacién de la hormona.

Para el marcaje de rGH y mGH se siguié el método de la lactoperoxidasa y
para la radioyodacion de oGH empleamos el de la cloramina T.

El marcaje de hormonas con lactoperoxidasa, técnica descrita por Thorell y
Johansson (1971), se basa en una reaccidon enzimatica (oxidacién por H; Oz) que
consigue que el yoduro radiactivo pase a yodo atémico y este Gltimo sustituya a los
adtomos de hidrégeno presentes en la estructura molecular de las proteinas,
principalmente en el anillo fenélico de la tirosina.

Se afiadieron sucesivamente los siguientes reactivos sobre una alicuota de la
hormona a marcar (2.5 ng en 25 w de tampén fosfato 0.01 M): 10 pi de tampdn
fosfato 0.5 M, 5 ul (0.5 mCi) de "I (Nuclear Ibérica), 10 w de una dilucién de
lactoperoxidasa (25 pl de lactoperoxidasa (Sigma) en 500 pl de agua destilada) y 1 pt
de una dilucidén 1:10000 de H, O,. Se mantuvo la reaccidén durante 4 minutos a
temperatura ambiente, y se detuvo por adicién de 100 pl de tampén BSA.

La cloramina T (Merck, Darmstadt, Alemania) también se utiliz6 como agente
oxidante en |a radioyodacion (Hunter y Greenwood, 1962). Su accion es mas general,
y no esta dirigida exclusivamente al aminoacido tirosina. Sobre la alicuota de
hormona destinada a marcaje (4 pg / 40 pl) se fueron anadiendo de forma sucesiva
25 ut de tampén fosfato 0.5 M, 5 pi (0.5 mCi) de '®I (Nuclear Ibérica) y 1.5 pl de una

dilucién de cloramina T (20 mg de cloramina T (Merck) en 2 ml de tampoén fosfato
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0.05 M). La reacci6n duré 30 segundos y a continuacién se pard coh 1 ml de tampon
fosfato 0.01 M. _

Una vez realizado el marcaje, en ambos casos se purificé la mezcla de
radioyodacién en una columna de vidrio de 16x0.5 cm utilizando como eluyente
tampén fosfato 0.01 M. Finalmente, se deteminé para cada una de las hormonas la

actividad especifica y el rendimiento de la reaccién ( tabla 2).

rGH mGH ‘ oGH
Actividad especifica 61.4 uCi/ pg 119 pCi/ ug 57.3 uCi/ ug
Rendimiento 30.7% 59 % ‘ 46 %
Tabla 2.

6.2.4. Realizacién del analisis.

Los plasma se pipetearon directamente del tubo que contenia toda la muestra,
mientras que las hipdfisis de rata fueron diluidas previamente 1:100000 con tampén
BSA, las de cordero 1:5000 y la glandula submaxilar de los ‘ratones 1:10. El
anticuerpo se afiadié en tampén EDTA a la dilucion final correpondiénte.

Esta mezcla se preincubé a 4°C durante 24 h. Después se pfpeteé la hormona
marcada en tampon BSA, previamente purificada. Tras 72 h de incubacién, se separé
la fraccion de hormona libre de la ligada al anticuerpo, con la suspensién indicada en
cada caso. Después de ser centrifugados y de aspirar el sobrenadante se midi6 la
radiactividad del precipitado. El rango de la curva patrén, la dilucibn del anticuerpo
especifico y el n® de cpm de hormona radiactiva que se pusieron a cada tubo

aparecen en la tabla 3.

rGH mGH : oGH
Rango de la curva patron | 5 - 2500 pg/tubo | 2.5-5000 pg/tubo | 2-200 ng/tubo
Dilucién del anticuerpo 1:75000 1:75000 | 1:60000
nimero de cpm 20000 20000 . 15000
Tabla 3.
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6.2.5. Validacion del RIA.

La sensibilidad de cada uno de los RIAs, asi como los valores de variacion

intra e interensayo que se obtuvieron quedan recogidos en la tabla 4. En la figura 13

aparecen las curvas de rGH (a), mGH (b) y oGH (c) respectivamente, como media *

error estandar de la media (SEM).

rGH mGH oGH
Sensibilidad del RIA 5 pg / tubo 5 pg / tubo 5 pg / tubo
Variacion intraensayo 8.4 % 497 % 12.7 %
Variacion interensayo 7.5% 8.5%
Tabla 4.

64




1

.Material y Métodos

% unién

T T

1 10 100 1000 10000
pg [ tubo

%union

100 |—
80 |
60
40 |

20 +

1 10 100 1000 10000
pg ! tubo

100
80 -
60
40 }
20

% unién

1 10 100 1000 :

pg / tubo ;

Figura 13. Curvas de vGH (a), mGH (b) y oGH {c) (media £+ SEM).

65



Material y Métodos

6.3. RIA DE IGF-l.
Este RIA fue puesto a punto por nuestro grupo basandonos en el método que
describe el grupo de Daughaday {Daughaday y cols 1980, Daughaday y cols 1982) y

en nuestra propia experiencia en la realizacion de otros RIAs.

6.3.1. Inmunorreactivos.

La hormona utilizada como patrén y para marcaje fue la A52-EPD-186, cedida
por Eli Lilly and Company (Indianapolis, Indiana). Como anticuerpo se utilizd uno
policlonal por lo que pudo seguirse el mismo tipo de ensayo para determinar los
valores de IGF-l tanto en rata como en cordero, al ser capaz el anticuerpo de
reconocer ambos tipos de moléculas. Este anticuerpo fue iniciaimente el UB3-T89 y
posteriormente se usd el UB2-495, ambos suministrados por el NHPP del NIDDK y
reconstituidos segtn los consejos de dicha entidad.

6.3.2. Soluciones tampén y suspensiones.

Ademas de los tampones fosfato 0.5 M, fosfato 0.01 M, BSA y la suspension

de segundo anticuerpo, preparados tal y como vimos en el RIA de GH, en este
ensayo se utilizaron los siguientes:
« Tampén IGF-|, pH=7.5. Constituido por tampén fosfato 0.04 M, azida sédica
0.02%, Tween 20 0.05%, EDTA 0.01 M y protamina sulfato 20 % (Protamina Rovi ®).
Se afiadié protamina sulfato a este tampén siguiendo las recomendaciones de varios
autores que indicaban que el uso de ésta disminuia la unién inespecifica y la
variabilidad interensayo (Copeland y cols 1980, Chatelain y cols 1983). Este tampén
se utilizé para preparar la curva patrén, completar las muestras y diluir el anticuerpo y
la hormona radiactiva.

+« Tampdn Trizma Base 1 M. Preparado con Tris hidroximetil amino metano en agua
destilada. Se utilizé como base para tampones posteriores.

+ Tampon Trizma Base 0 855 M. Se obtuvo mediante dilucién 1:1.17 del anterior y se

utilizé en el proceso de extraccion de las proteinas ligantes de IGF-1.

+ Tampén Tris HCI, pH=7.4. Se prepard inicialmente Tampén Trizma Base 0.025 M,
ajustandose el pH hasta 7.4 con HCl y se le afiadié 0.25% de BSA. Se utilizé como
eluyente en el proceso de purificacion de la mezcla de marcaje.

*+ Mezcla de etanol 4cido, con 87.5% de etanol y 12.5% de HCIi 2N. Se empled

durante la extraccion de las proteinas ligantes de IGF-l.

+ Suspension de segundo anticuerpo, preparado segun aparece en el RIA de GH.
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6.3.3. Radioyodacién de la hormona.

Se hizo siguiendo el método de ia cloramina T, de forma séimilar a como se
realizé en el marcaje de oGH. Este procedimiento también ha sido empleado por
Daughaday y cols (1980) y Chatelain y cols (1983) para marcar la IG‘F-I.

Partiendo de 1 pg de IGF-l disuelta en 100 pl de tampéh IGF-l se fueron

afiadiendo de forma sucesiva 25 pl de tampén fosfato 0.5 M, 0.5 mCi de '**

l.y 2.5 ug
de cloramina T (2 mg de cloramina T en 2 ml de tampén fosfato 0.05 M). Esta mezcla
de marcaje se mantuvo 30 segundos y se pard con 1 ml de tampoén Tﬁs HCI.

La purificacion de la mezcla de marcaje se hizo por éromatrograﬁa en
Sephadex G-50 Fine, en una columna de vidrio de 56x1 cm. La actividad especifica

media fue de 208.8 uCi/ug y el rendimiento del 66.5 %.

6.3.4. Realizacién del anélisis. ;

Tantos los plasmas de las ratas como los de los corderos hu!ﬁieron de sufrir un
proceso de extraccion de las proteinas figantes y posterior dilucién 1[:100 antes de ser
pipeteados al RIA. El rango de la curva patron era desde 2 hasta 80(:) pg/tubo.

El método utilizado para separar la IGF-I de sus proteinas ligantes existentes
en el plasma fue la extraccion con etanol &cido (Daughaday y cols 1980). Esta
consistié inicialmente en la incubacién de 50 pl de muestra con 450 pl de fa mezcia
de etanol acido durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luégo los tubos se
centrifugaron a 3000 rpm durante 30 minutos a 4 °C, decant4ndose Unicamente
250 pl del sobrenadante que fueron neutralizados con 100 i de tarﬁpén Trizma base
0.855 M.

Mediante tratamiento de la mezcla de plasma ya extraida con carbon dextrano
(3% carbén y 0.25% de dextrano) se comprobé que la iGF-l quedaba libre de las
proteinas ligantes en un 98%, principaimente de la IGFBP-3. De todas las proteinas
ligantes, es ésta la que parece mostrar una afinidad parecida a la del anticuerpo por
la IGF-l. Asi, la realizacién de una separacion efectiva de esta pfoteina permite al
anticuerpo ser el lugar preferente de union para la iGF-1 (Crawford y cols 1992). El
porcentaje de IGF-{ libre en plasma no extraido fue del 43%. |

Tras completar los volimenes de muestra, se afadid el anticuerpo a una
dilucién final 1:20000. Se preincubaron los tubos 24 h a 4°C, para luego pipear
15000 cpm de hormona marcada sin purificar. Una vez completada esta etapa, y
después de 24 h de incubacién separamos la fraccién de IGF-I unida al anticuerpo

I
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utilizando la suspensién de segundo anticuerpo, procediéndose de la misma forma
que en el RIA de oGH.

6.3.5. Validacion del RIA.

La sensibilidad del RIA fue de 2 pgftubo y los coeficientes de variacién
interanalisis e intraanalisis del 12.9% y 7.8% respectivamente.

En esta ocasion, ademas de validar el método de radioinmunoanalisis,
también se valoré el proceso de extraccidn siguiendo las recomendaciones
aparecidas en el Tercer Simposium Internacional sobre IGFs (1995). Asi se comprobd
que las diluciones del plasma extraido eran paralelas a la curva patron (figura 14), lo
que indicaba que la IGF- libre tenia un comportamiento inmunolégico igual al de la
IGF-i nativa. Ademas, cuando a una muestra de plasma se le afiadié tanto hormona
marcada como hormona fria, tras ser extraida la mezcla, la recuperacién fue del
83.2% y 102% respectivamente. Segun indican Daughaday y cols (1980), una
recuperacion superior al 100% se debe al propio error intrinseco del ensayo.

La curva media del RIA de IGF-I se muestra en la figura 14.

100 - -

80
60
40

% unién

20

1 10 100 1000
pg { tubo

Figura 14. Curva de IGF-I {media + SEM). ¢ IGF-1, © plasma 1, ® plasma 2.
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6.4. RIA DE GHRH.
6.4.1. Inmunorreactivos.

La GHRH utilizada como patrén y para ia radioyodaciéon fue el GHRH 1-29
sintético (Geref ®), utilizado también en las pruebas de estimulo y el tratamiento
farmacolégico. El liofilizado fue reconstituido en acido acético 0.1 M

El anticuerpo utilizado se obtuvo en conejos inmunizados con Geref ® unido a
hemocianina con carbodiimida por los Dres. C. Ariznavarreta y J.A.F. Tresguerres. La
GHRH es un péptido muy pequefio que no tiene capacidad inmundégena por si
misma por lo que es necesario unirla a una molécula que le confiera esa cualidad,
para asi estimular la produccién de anticuerpos. La carbodiimida facilita la unién de la
GHRH a la hemocianina. Ademas el complejo GHRH-hemocianina-carbodiimida se
inyecta junto con Adyuvante Complete o incompleto de Freund para provocar un
mejor estimulo antigénico. Este anticuerpo anti-GHRH 1-29 no mostro reactividad
cruzada con glucagén, hormona paratiroidea, CRH, SS, LHRH, Colecistoquinina y
gastrina y reconoci¢ tanto a la GHRH de la rata como a ia del cordero, por lo que fue
posible utilizar el mismo radicinmunoandlisis para los dos tipos de rr;uestras.

:
6.4.2. Soluciones tampén y suspensiones.

Aparte de los tampones fosfato 0.5 M y 0.01 M, y de la suspension de
segundo anticuerpo, preparados siguiendo el protocolo detallado péra el RIA de GH,
en la realizacion del RIA de GHRH se emplearon los siguientes rea&ivos:

+ Acido Acético 0.1 M. utilizado como eluyente de la mezcla de maréaje.

* Tampén GHRH, pH=7.4. Contiene tampén fosfato 0.025 M, CIMb 0.015 M, azida
sbdica 0.1%, NaCl 0.1 M, Triton X-100 0.1%, y gelatina 0.1%. Se utilizé para
reconstituir ios homogeneizados, preparar la curva patrén, completa:tr las muestras, y

diluir el anticuerpo y la hormona marcada.

* Suspension de sequndo anticuerpo. preparado tal y como vimos en eI RIA de GH.

6.4.3. Radioyodacion de [a hormona.

El marcaje de la GHRH 1-29 se hizo siguiendo el método de la
factoperoxidasa. Partiendo de 2 pg de hormona en 20 ul de écido acético 0.1 M,
fuimos afladiendo los mismo reactivos y en la misma proporcion qué para el marcaje
de rGH y mGH, a excepcién del tampén fosfato 0.5 M del que se pusieron 25 pl, en
lugar de 10 pl. Tras 4 minutos de reaccién, ésta se pard con 1 ml de acido acético
0.1 M.
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El producto de marcaje se sometié a purificacién por cromatografia en
Sephadex G-50 Fine, en una columna de vidrio de 56x1 cm y con &cido acético 0.1 M
como eluyente. Los valores de actividad especifica y rendimiento fueron

respectivamente 121 pCifug y 56.3%.

6.4.4. Realizacién del anélisis.

En el caso de las ratas, las alicuotas de homogeneizado hipotalamico
liofilizado se reconstituyeron en 250 pl de tampén GHRH. Para los corderos, las
alicuotas fueron reconstituidas en 2 ml del mismo tampon. La curva patrén cubria un
rango de concentraciones desde 1 hasta 1000 pg/tubo.

A continuacidon se afiadi6 el anticuerpo diluido 1:42000 en tampén de GHRH,
con 0.25 % de suero de conejo y se dejd esta mezcla preincubando 24 h a 4 °C. Tras
este periodo se pipeted la hormona radiactiva (15000 cpm a cada tubo), sin purificar
previamente. Transcurridas 24 h de incubacién, se separd la GHRH unida al

anticuerpo mediante la técnica del segundo anticuerpo.

6.4.5. Validacién del RIA.

El RIA de GHRH presentd una sensibilidad de 5 pg/tubo. La variacién
intraensayo fue de un 14.4% y la interensayo de un 12.12%.

En la figura 15 aparece la curva media de GHRH.

% unién

Figura 15. Curva de GHRH (media + SEM),
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6.5. RIA DE SS. :

La determinacion del contenido hipotatamico de SS fue realiz;ado por las Dras.
Elena Vara y Cruz Garcia, en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina (UCM), segun el método puesto a puesto y validado por la Dr. Vara en su
Tesis Doctoral {1982).

6.5.1. Inmurreactivos.

La hormona utilizada para radioyodacion fue Tir-1-SS (UCB Bruselas),
mientras que como hormeona patrén se empleé SS ciclica (Sigma).. E!l anticuerpo se
obtuvo inmunizando conejos con el mismo tipo de SS ciclica usada para la curva
patrén, unida a hemocianina con carbodiimida mediante un proceso similar al descrito
anteriormente para la elaboracion del anticuerpo anti-GHRH. También en este caso
este anticuerpo anti-SS reconocié la SS de rata y la de cordero.

6.5.2. Soluciones tampén y suspensiones.

+ Tampén SS, pH=7.4. Se preparé6 con Na; HPO, 0.04 M NaCl 0.14 M,
EDTA 0.025 M y BSA 0.25%. Con este tampdn se prepard la curva patrén, se
reconstituyeron las alicuotas de hipotalamo, se completaron todas las muestras y se
diluyeron el anticuerpo y la hormona radiactiva.

+ Acetato amoénico 0.2 M, pH= 4.4. Fue utilizado para eluir la co;lumna durante la
purificacién de la mezcla de marcaje. f

+ Acetato aménico 0.002 M, pH= 4.4. Se obtuvo diluyendo 100 veces la solucién

anterior y al igual que éste también se emple6 para la elucién "de la mezcla de
marcaje. ,

+ Suspensién de carbén dextrano. Preparado partiendo de tampon fosfato 0.01 M, al
que se afiadi6 0.25% de carb6n y 0.025% de dextrano. Esta suspehsién se usd para
separar la hormona libre de tos complejos hormona-anticuerpo. |

6.5.3. Radioyodacién de la hormona. ;

La Tir-SS se marcd con lactoperoxidasa, utilizando 5 pg de hormona y 0.5 mCi
de 'I. La separacion de la fraccién de hormona marcada y el ' libre se realizé por
cromatografia en una columna de 5x0.9 cm de carboximetil celulosa CM-50 con la
ayuda de una bomba peristaltica. Esta bomba se conect6 a una disolucion de
acetato 0.002 M que a su vez también se encontraba unida a otro recipiente con
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acetato 0.2 M, con lo gque se establecia un gradiente de concentraciones lineal. La

bomba funcioné con un fiujo de 1 ml/minuto.

6.5.4. Realizacion del anélisis.

Las alicuotas liofilizadas del homogeneizado hipotalamico de rata se
reconstituyeron en 250 pl de tampdn SS, y antes de ser pipeteadas al RIA se
diluyeron 1:200 con el mismo tampén. Se procedié de forma similar con las muestras
de cordero, reconstituyendo las alicuotas en 2 ml de tampdn SS y diluyendo éstas
100 veces antes del ensayo. El rango de la curva patrdn cubrié desde 1.25 hasta
160 pgftubo.

Después se afadieron el anticuerpo a una dilucién final de 1:77000, y
5000 cpm/tubo de SS radiactiva. Toda esta mezcla se incubé 48 h a 4°C. Finalmente
se pipeted 1 ml de la suspensidn de carbéon dextrano para separar la fraccion de
hormona libre de ia hormona ligada. Se incubaron 45 minutos a 4°C, y tras |a

centrifugacion, el precipitado obtenido correspondié a la fraccién de hormona libre.

6.5.5. Validacion del RIA.
La sensibilidad de este radioinmunoanalisis fue de 0.032 pgftubo. La curva

media de SS es Ia que se representa en la figura 16.
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Figura 16. Curva de SS (media + SEM).
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6.6. DETERMINACION DE PROTEINAS. :

Se determiné el contenido proteico en los homogeneizados de la hipéfisis, del
hipotdlamo y de la glandula submaxilar. El método empleado fue el descrito por
Bradford (1976), que se basa en la unién del azul brillante a las proteinas, lo que
produce un desplazamiento de la absorcidn maxima del colorante dé 465 a 595 nm.

6.6.1. Reactivos.

« Azyl Brillante. Se prepard con 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma),
disueltos en 47.5 ml de etanol absoluto 0 en 50 ml de etanol al 95%. También se
afiadieron 100 ml de 4cido fosforico 85% y se llevé todo a 1 litro de  agua bidestilada.
Toda esta mezcla se filtrd y se mantuvo a temperatura ambiente no mas de dos
semanas.

* BSA fraccién V. Con ella se prepara la curva patrén disolviém_iola en el mismo

medio en gue esten preparadas las muestras problema.

6.6.2. Realizaciéon del anélisis. '

Las hipéfisis iban preparadas en solucic’:.n salina y la glandula submaxilar en
tampoén fosfato 0.5 M pH=3.4. Las alicuotas de hipotalamo se reconstituyeron en
HC! 0.1 N. Tanto las muestras como la curva patrén, con un rango de 2 a
50 pg/tubo, se pipetearon en cubetas esmeriladas para espectofotémetro.
Posteriormente se afiadieron 2 ml de! reactivo azul brillante y tras 15 minutos de
incubacién se leyd la Absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de
595 nm en un espectofotometro U-1100 Spectrophotometer (Hitachij.

A partir de la curva patrén, dibujada en papel semilogaritmitf:o. se obtuvo una
recta colocando en el eje de ordenadas la Absorbancia y en ei de abscisas las
cantidades de cada uno de los punto de la curva. En esta recta se interpolaron los
valores de Absorbancia de cada muestra problema vy se‘i obtuvieron las

correspondientes concentraciones de proteinas.

6.6.3. Validacion del método. :
La sensibilidad de este ensayo fue de 10 pg/mi. El coeficiente de variacion
intraanalisis fue 1.84% y el de variacién interandlisis de 5.05%.

La curva patrén de proteinas aparece reflejada en la figura 17.
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Figura 17. Curva de protefnas (media + SEM).

6.7. DETECCION DE ARNm DE GH.
6.7.1. Extraccion de ARN.

Para el aislamiento de ARN de la glandula submaxilar se siguié el método de
Chomczynski y Sacchi (1987), que puede dividirse en las siguientes fases:

- Extraccién del ARN del tejido mediante solucidn D, acetato, fenol y

cloroformo.

- Precipitacion del ARN ya extraido, gracias a la adicion de isopropanol.

- Reprecipitacién con solucion D e isopropanotl.

- Lavado del material precipitado con etanol.

- Solubilizacién del ARN en H.O destilada estéril.

Primeramente, el tejido que habia sido conservado a —80°C desde el momento
de su extraccién, se homogeneizé en 1.5 ml de solucién D (Guanidin tiocianato 4 M,
citrato de sodio 25 mM pH 7, N-lauril sacrosina 0.5% y mercaptoetanol 0.1 M)
utilizando un homogeneizador (Tissumizer, Tekmar). De cada uno de estos
homogeneizados se tomaron 2 alicuotas de 500 ul sobre las que se afadieron
sucesivamente 100 ul de acetato de sodio 2 M pH 4.1, 500 pl de fenol saturado con
H,O y 200 ul de una mezcla 49:1 de cloroformo-isoamiloalcohol. Toda esta mezcla se
mantuvo 15 minutos en hielo y a continuacién se centrifugé 20 minutos a 13000 rpm
y a 4°C en una centrifuga Fisher Modelo 235 C.

Tras esta centrifugacion se obtuvieron dos fases, estando el ARN en la fase
superior (acuosa), mientras que el ADN y las proteinas se encontraban en la interfase

y en la fase inferior (fendlica). Se tomaron 450 ul de la fase superior, con la que se
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continué trabajando, siendo descartado el resto. Sobre esta fase acuosa se
afiadieron 500 pl de isopropanol y 1a mezcla resultante se dejé incubando durante 24
h a —70°C, para que se produjera la precipitacién del ARN extraido. :

Transcurrido este tiempo, se centrifugaron las muestras 15 minutos en las
mismas condiciones que antes. Una vez descartado el sobrenadahte, el precipitado
se disolvié en 150 pl de solucion D, mediante pipeteo repetido. Se afadieron 400 pl
de isopropanol y se dejé precipitando todo esto 24 h a —70°C (réprecipitacién), al
término de las cuales el precipitado obtenido después de una nueva centrifugacion se
lavd con 250 ul de etanol. Se descartd de nuevo el sobrenadante y el precipitado se
dejé secar a temperatura ambiente. Una vez seco se reconstituyé 'en 40 pl de H;O
bidestilada estéril y se midi6 la Absorbancia a 260 y 280 nm en un espectofotdémetro
Shimadzu UV-1201 utilizando 5 ul de cada una de las muestras. El resto de ARN se
conservo a —80°C hasta el momento de su utilizacion. »

El cociente Ageo /A 280, denominado R, nos da el grado de pureza de nuestro
ARN, esto es, si existe 0 no contaminacién con proteinas, ADN o réstos de reactivos
empleados, de tal forma que valores de R entre 1.8-2 indican minima contaminacién.
En nuestro estudio, sélo se utilizaron muestras de valores compréndidos en dicho
rango.

La cantidad media de ARN obtenido fue de 6.29+1.2 pg/mg tejido.

6.7.2. Sintesis de cADN por RT. .

Una vez extraido el ARN de cada una de las muestras, se procedié a la
sintesis de una cadena de ADN mediante transcripcién inversa (RT) (Chelly y cols
1988), utilizando polidT como cebador y una enzima polimerasa denominada
transcriptasa inversa que forma ADN a partir ARN. Este ADN obtenido de denomina
cADN porque es copia directa de ARN. :

Se emplearon 3 pg de ARN de cada una de tas muestras a las que se
afiadieron 9.375 unidades de la enzima transcriptasa inversa: del virus de la
mieloblastosis aviar, MgCl; 5 mM, Tris-HCI 50 mM, KCI 50 mM, 0.01 unidades de
RNAsin, desoxinucledsidos trifosfato 1 mM y cebador oligodT 1.25 pM.

Toda esta mezcla se incubé 25 minutos a 42°C y posteriormente 5 minutos a
99 °C en un bafio de agua. Finalmente las muestras se conservaron a —20°C hasta su

utilizacion en la posterior etapa de amplificacion.
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6.7.3. Amplificacién del cADN mediante PCR.

A partir del cADN formado en la etapa anterior, se obtuvieron nuevas copias
de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y cols 1986,
Bloch 1991), utilizando la enzima polimerasa del microorganismo Thermus aquaticus,
que es resistente a los cambios bruscos de temperatura a los que son sometidas las
muestras durante este proceso (Eckert y Kunkel 1890).

Se utilizaron dos cebadores especificos para el gen de GH de raton, cuyas
secuencias, escritas en direccidn 5°-3°, fueron:

1819 ACTGCTTGGCAATGGCTAC 1837
2812 ATCTTCCAGCTCCTGCATC 3016.

El segundo cebador contenia nucleétidos correspondientes a dos exones
distintos y consecutivos separados por un intrén.

La reacciéon de PCR se realizd afiadiendo sobre el 7.5% de ia reaccion de RT
los siguientes reactivos: Kcl 50 mM, Tris-HCI 10 mM, MgCl, 1.5 mM,
desoxinucledsidos trifosfato 0.2 mM,1 pM de cada uno de los cebadores y 3 unidades
de polimerasa.

Todo esto se sometié a 30 ciclos consistentes en 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
62 °C y 1 minuto a 72 °C, y ademas un ciclo final de 5 minutos a 72 °C. Estos ciclos
se llevaron a cabo en un termociclador Perkin Elmer Modelo GenneAmp 9600.

6.7.4. Analisis del producto de la PCR.

Los productos resultantes de la reaccion de PCR se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% con tincidén de bromuro de etidio, lo que
permitié su observacion a la luz uitravioleta.

Se utilizaron 12 ! de ADN de la mezcla de reaccion PCR, que se dejaron
correr durante 1 h en una cubeta de electroforesis GE 100 (Stratagene), a 100 V,
150 mA y 50 W. Finalmente el resulfado se visualizdé en un transiluminador
ultravioleta Fisher Modelo FB-TIV-88.
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7. DISENOS EXPERIMENTALES.

7.1. EXPERIMENTO 1: ESTUDIO DEL EFECTO DE DISTINTAS PAUTAS DE
ADMINISTRACION DE GHRH EN LA RATA MACHO NORMAL.

Con e! fin de investigar el efecto de la administracion de GHRH en ratas
machos normales, 28 ratas Wistar de 50 dias de_vida fueron trétadas con dicho
péptido de forma continua {(minibomba osmética) o pulsatil (inyeccibnes). Los grupos
experimentales fueron los siguientes: |

+ Control (n=7): Inyecciones i.p. diarias de salino a las 10:00 y 16:00 h.

+ B (n=T7): Infusién continua de GHRH (400 pg/dia) medianté una

minibomba osmética implantada subcutaneamente. ’
* |-D (n=7): Inyecciones i.p. diarias de GHRH (100 pglinyecdién) alas 10:00
y 16:00 h. E

*+ |-A (n=7): Inyecciones i.p. alternas de GHRH cada 48h (100 pg/inyeccién)

alas 10:00 y 16:00 h. :

El tratamiento durd 7 dias, tras los cuales y a las 20 h de la ultima inyeccién
de GHRH tanto en el grupo con inyecciones diarias como en dias altermnos, los
animales fueron sacrificados. |

7. 2. EXPERIMENTO 2: ESTUDIO DE LA RESPUESTA A LA ADMINISTRACION DE
GHRH EN LA RATA MACHO DEFICITARIA EN GH.

¢

Continuando con la linea desarrollada en el objetivo anterior, se disefi6 este
segundo estudio utilizando un modelo de rata deficitaria en GH obtenida por
tratamiento neonatal con GMS. Se emplearon 29 ratas machos de 34 dias de vida a

las que se administré GHRH tal y como sigue a continuacién:

A) Ratas no tratadas neonatalmente con GMS,

+ Control (n=7): Inyecciones i.p. diarias de solucidn salina.
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B) Ratas tratadas neonataimente con GMS (ratas GMS):
+ GMS (n=7): Inyecciones i.p. diarias de solucién salina

* GMS-B (n=7): Administracién continua de GHRH mediante una minibomba
osmotica colocada subcutaneamente.

* GMS-D (n=7): Tratamiento diario con GHRH de forma pulsatil mediante
inyecciones i.p. diarias de GHRH.

* GMS-IA (n=8): Administracion pulsatil de GHRH en dias alternos (cada 48h)

mediante inyecciones i.p.

Tanto la dosis de GHRH administrada como la forma y la duracion del
tratamiento en este segundo estudio fueron las mismas que en el experimento 1. En
esta ocasién, los animales fueron decapitados 1 h después de la dltima inyeccién de
GHRH, tanto en el grupoc GMS-ID como GMS-IA.

7.3. EXPERIMENTO 3: ESTUDIO A LARGO PLAZO DEL EFECTO DE LA
ADMINISTRACION PULSATIL DE GHRH SOLO O COMBINADO CON SS EN LA
RATA HEMBRA NORMAL.

Tras no obtener resultados concluyentes en ratas machos, se decidié
continuar los estudios en ratas hembras. En este nuevo disefio se incorporé ademas
la administracion de SS. 50 ratas hembras Wistar de 40 dias de vida fueron

sometidas a los siguientes tratamientos:

+ Control (n=8): 4 inyecciones s.c. diarias de solucién salina, a las 9:00, 14:00, 17:00
y 21:00 h.

1 2 34 5 67 8 9101112 13 14 15 16 17 18 19 Dias

* GHRH (n=9): 2 inyecciones s.c. diarias de GHRH a las 9:00 y 17:00 h.
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* GHRH 3 + SS 2 (n=8): En periodos de 5 dias:

2 inyecciones s.c. de GHRH a las 9:00 y17:00 h, durante 3 dias.
|
2 inyecciones s.c. de SS (Sandostatin) a las 9:00 y 17:00 h, los 2 dias

siguientes.

1 2 3 450678

R

g 10 11 12 13 14 151617 18 19 Dias

*+ GHRH + SS (n=8): Cada dia 2 inyecciones s.c. de GHRH, a las ’9:00 y17:00 h, y
2 inyecciones s.c. de SS (Somiatén) a las 13:00 y 21:00 h.

1 2 34 5 67 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 Dias

* 4 GHRH (n=8): 4 inyecciones s.c. diarias de GHRH a las 9:00, 13:00, 17:00 y
21:00 h. ‘

1 2 34 5 67 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 Dias

+ 4 8S (n=9): 4 inyecciones s.c. diarias de SS (Somiatén) a las 9:@0, 13:00, 17:00 y
21:00 h. |

1

1 2 34 5 67 8 910 11 12 13 14 15 16 1718 19 Dias

b

El tratamiento duré 19 dias y las dosis empleadas fueron:

- GHRH: 300 pgfinyeccion.

- SS Sandostatin: 2 pgfinyeccién.

- S8 Somiaton: 100 pg/inyeccion.

lLas ratas se mataron 2 h después de la uitima inyeccion de GHRH,

Sandostatin 0 Somiatén segun el tratamiento correspondiente.
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7.4. EXPERIMENTO 4: ESTUDIO DE LA RESPUESTA DE LA RATA HEMBRA
DEFICITARIA EN GH A LA ADMINISTRACION PULSATIL DE GHRH A LARGO
PLAZO.

En vista de que la rata hembra parecia responder mejor que la rata macho a
nuestros tratamientos, se disefio este nuevo estudio empleando ratas deficitarias en
GH tras tratamiento neonatal con GMS, con motivo de conocer el efecto de las
inyecciones de GHRH. 25 ratas hembras Wistar, de 24 dias de vida, se distribuyeron

de la siguiente forma:

A) Animales no tratados neonatalmente con GMS:

* Control (h=10): inyecciones i.p. diarias de solucion salina a las 10:00 y
16:00 h.

BY Animales tratados neonatalmente con GMS (ratas GMS).

+ GMS (n=7): inyecciones i.p. diarias de soluci6n salina a las 10:00 y 16:00 h.
* GMS-GHRH {n=8): inyecciones i.p. diarias de GHRH (100 pgfinyeccién), a
las 10:00 y 16:00 h.

El tratamiento con GHRH se mantuvo durante 36 dias. La ultima inyeccion de

GHRH fue 1 h antes de sacrificar a los animales.
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7.5. EXPERIMENTO 5: ESTUDIO DE LA RESPUESTA EN LA RATA HEMBRA
NORMAL Y DEFICITARIA EN GH A LA ADMINISTRACION CONTINUA A LARGO
PLAZO DE GHRH SOLO O COMBINADO CON SS.

Una segunda fase en el estudic de la regutacién de la secrecion de GH en la
rata hembra fue investigar el comportamiento de dichos animales ante Ia
administracién continua de GHRH. Para ello se utilizaron 37 ratas hembras Wistar,

tanto normales como deficitarias en GH. Los animales se distribuyeron como sigue:

A) Ratas no tratadas con GMS (ratas control}: i

18 ratas [
I
Control Control-GHRH Control-GHRH+SS
n=7 n=6 n=5

B) Ratas tratadas neonatalmente con GMS (ratas GMS):

19 ratas
i
GMS GMS-GHRH GMS-GHRH+SS
n=8 n=6 n=5§

t

El tratamiento comenzé a los 36 dias de vida. La dosi:s y la forma de
administracion de cada droga, durante los 21 dias que durd el experimento, fueron
las siguientes: »

- GHRH: infusién continua, mediante un pellet s.c., que liberaba 600 pg de

GHRH/dia. ;

- 88 (Sandostatin): 1 inyeccion diaria s.c. de 2 ug/dia a las 17:00 h.
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A los animales de los dos grupos control se les implantd un pellet de placebo.

El tiempo transcurrido entre la altima inyecciones de SS y el sacrificio fue 20 h.
Un dia antes del sacrificio de los animales, se realizé una prueba de estimulo con
GHRH, procediéndose tal y como se detalld en el punto 2.3 de Materiales y Métodos .-

7.6. EXPERIMENTO 6: EFECTO A LARGO PLAZC DE DISTINTAS FORMAS DE
ADMINISTRACION DE GHRH SOLO O COMBINADO CON SS EN CORDEROS.

Para optimizar el modelo animal y su respuesta al tratamiento con GHRH y
S8, se diseiié este nuevo experimento utilizando 35 corderos machos de 2 meses de

vida, a los que se someti6 a los tratamientos que aparecen a continuacion.

ones GHRH

nyeccior
e n:'f

Este estudio durd 21 dias y las dosis y forma de administracién de GHRH y SS
fueron como sigue:

- Pellet GHRH: Infusién continua de 1200 pg de GHRH/dia mediante un pellet
de liberacidn lenta colocado en cada uno de los animales.

- GHRH: Inyecciones s.c. diarias de 250 pg de GHRH/inyeccién, tres en el
caso del grupo Inyecciones GHRH (a las 9:00, 12:00 y 17:00 h) y dos en el grupo
Inyecciones GHRH+SS (a fas 9:00 y 15:00 h).

- 8S: En el grupo Pellet GHRH+SS, la SS era de larga duracién (Sandostatin),
y el tratamiento consistié6 en una inyeccién diaria de 20 pg, a las 17:00 h. La S8
administrada a los animales del grupo inyecciones GHRH+SS era de corta duracién
(Somiatén), y se hizo en forma de 2 inyecciones s.c. de 250 pg/inyeccion, a las 12:00
y 17.00 h.
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I

Los animales control Hevaron un pellet de placebo durante tbdo el estudio. A
todos los animales se les realizé semanalmente una prueba de estimulo con GHRH
1 h después de la inyeccion de GHRH de las 9:00. Tras los 21 dias de tratamiento,
los corderos fueron decapitados a las 20 h de la altima inyeccién' de GHRH o SS

correspondiente.

7.7. EXPERIMENTO 7: ESTUDIO DE LA ADMINISTRACION CONTiNUA A LARGO
PLAZO DE GHRH MEDIANTE BOMBAS OSMOTICAS EN CORDEROS.

Con el fin de profundizar en los efectos de la infusion continQa de GHRH en el
cordero, se disefid el siguiente experimento utilizando minibombas{ osmdticas como
medio de administracién continua de GHRH.

Se utilizaron 21 corderos machos de 2 meses de edad, divididos en 3 grupos
experimentales: '

En los grupos experimentales Bomba GHRH y Bomba GHRH+SS la dosis de
GHRH liberada por la bomba osmética fue de 900 pg/dia. Ademas é los corderos del
grupe Bomba GHRH+SS se les administré diariamente una inyecciién s.c. de 20 ug
de SS de larga duracidon (Sandostatin) a las 17:00 h. El grupo control llevd una
bomba osmética, rellenada con solucion salina, durante todo el experimento.

También en este caso, los corderos fueron sometidos a un test de respuesta a
GHRH cada semana, tomandose muestras basalmente y tras 10, 20 y 30 minutos
tras la inyeccion de GHRH.

E! tratamientc duré un mes, transcurrido el cual los animales fueron

decapitados a las 20 h de la ultima inyeccién de Sandostatin.
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En los experimento descritos anteriormente, las ratas fueron pesadas
diariamente y los corderos cada 2-3 dias. En los experimentos 4 y 5 también se
determind la longitud tibial por Microknemometria. Una vez finalizado el periodo de
tratamiento, los animales se sacrificaron e inmediatamente se les recogid la sangre
troncular, el hipotdlamo y la hipdfisis. En el experimentos 5, las hipéfisis se pesaron
inmediatamente después de ser extraidas.

Asimismo, se determinaron mediante RIA el contenido hipotaldmico de GHRH
y de S8, el contenido hipofisario de GH y los niveles plasmaticos de GH e IGF-L.

7.8. EXPERIMENTO 8: REGULACION DE LA SECRECION DE GH EN TEJIDOS
EXTRAHIPOFISARIOS SOMETIDOS A ALTAS DOSIS DE GHRH.

Con objeto de ver si la GHRH también regula la secrecion de GH en otros
tejidos distintos de la hipd&fisis, se realizd el presente experimento en ratones Ames,
implantandoseles un cuarto de pellet de GHRH en la gidndula submaxilar. Se

utilizaron 14 ratones hembras normales de 1.5-2 meses de vida. Los grupos fueron:

14 Ratones

placebo GHRH
n=6 n=7

Tanto el pellet de placebo como el de GHRH fue implantado tal y como se
explicé en el punto 3.2.

Los cuartos de pellet de GHRH contenian 1.25 mg de GHRH, lo que les
proporciond una dosis diaria de 21 pg. El tratamiento fue de 60 dias. Antes de
procederse al sacrificio de los animales, se tomaron muestras de sangre directamente
del corazén y se extrajeron ambas glandulas submaxilares. Luego los ratones fueron
decapitados. Se determinaron mediante RIA los niveles de GH en el plasma y en la
glandula submaxilar. También en dicho tejido se analizé la expresién del gen de GH
mediante RT-PCR.
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8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

En todos los casos los datos se representaron como la media + SEM.

Tanto para el analisis de los datos de peso corporal y de longitud tibial como
para el de los niveles hormenales en los experimentos 1, 2, 3, 6 y 7 se empled el
ANOVA factorial de 1 via seguida del test de Scheffe como test a posteriori. Ademas
en el experimento 2 previamente al ANOVA se realizé un test t-Student entre los
grupos control y GMS. En el experimento 5 se utiliz6 el ANOVA factorial de 2 vias, y
cuando existid interaccion significativa entre los dos factores pﬁncihales se prosiguid
el estudio con un ANOVA de 1 via o un test t-Student. |

En los experimentos 4 y 8, todo el analisis estadistico s;e hizo mediante
un test t-Student. ‘

En el analisis de los test de estimulo con GHRH se empledé un ANOVA de
medidas repetidas de 2 vias seguido de ANOVA factorial de 1 via y test de Scheffe o
test t-Student en los experimentos 6 y 7 y un test t-Student pareado en el

experimento 5.
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Resultados

1. EXPERIMENTO 1: EFECTO DE DIFERENTES PAUTAS DE
ADMINISTRACION DE GHRH EN LA RATA MACHO NORMAL.

1.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE GHRH.
Ninguna de las pautas de administracion de GHRH produjo cambios
significativos en el contenido hipotalamico de GHRH tras una semana de

tratamiento {figura 18).

fnControI @B @mkD miA i

1200 -
1000
800 | £
600 |
400 +
200

pg GHRH / hipotalamo

Figura 18. Contenido hipotaldmico de GHRH en los distintos grupos experimentales. B=Bomba GHRH,
I-D=Inyecciones diarias de GHRH, I-A=Inyecciones de GHRH en dias alternos.

1.2. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS. :
La figura 19 muestra el contenido hipotaldmico de SS. fNo aparecieron
variaciones significativas en dicho parametro tras los distintos tratamientos con

GHRH durante los 7 dias que duré el estudio.
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Figura 19. Contenido de SS en los hipotilamos de los diferentes anirtnales.
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1.3. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.

Los niveles hipofisarios de GH se analizaron determinandose el contenido
hipofisario total de GH (ug GH/hipdfisis) y la concentracion hipofisaria de GH
referida al contenido proteico en dicho tejido (ug GH/mg proteina). Ninguno de los
tratamientos indujo cambios significativos ni en el contenido de GH ni en la

concentracién hipofisaria de GH referida a mg de proteinas (figura 20).

LnControl BB @D mlA |
800 —
700 +
600 1 I
500 +
400 -}
300 +
200 +
100 +

ug GH / hipéfisis

Figura 20. Contenido total de GH en las hipdfisis extraidas al final del tratamiento.

1.4. NIVELES PLASMATICOS DE GH.

Todas las pautas de administracién de GHRH utilizadas produjeron un
incremento en los niveles plasmaticos de GH respecto al grupo Control, aunque sélo
lo hicieron de forma significativa las ratas de los grupos B e |-D (p<0.05). El
aumento producido en el grupo B fue ademas significativamente mayor que en
grupo I-A (p<0.05) (figura 21).

Ir_}ContmI =8 @D m]

175 -
150
125
100 4+
75 1
50 1
25

ng GH /ml

Figura 21. Niveles de GH en el plasma obtenido al final del experimento tras la decapitacion.
* p<0.05 vs grupo Control, ® p<0.05 vs grupo I-A..
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1.5. NIVELES PLASMATICOS DE IGF-I. ,
En la figura 22 aparecen los niveles plasmaticos de IGF-l al final del

experimento. Todos los animales mostraron niveles similares de dicho parametro.

1Control @8 @D ®|IA

2
<4
=t
Hi

ng IGF-4/ml
3
o

Figura 22. Niveles plasmaticos de IGF-I tras una semana de tratamiento con GHRH.

1.6. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL.
Como puede verse en ia tabla 5, no hubo diferencias signiﬁcativas ni en el
peso alcanzado al final del experimento ni en el incremento de dicho parametro tras

los distintos tratamientos.

Tabla 5. Evolucién ponderal de los diferentes grupos experimentales.
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2. EXPERIMENTO 2: EFECTO DE LA GHRH EN LA RATA
MACHO DEFICITARIA EN GH.

2.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS.
La figura 23 muestra el contenido de SS en los hipotalamos de los ratas al
final del experimento. Todos los grupos mostraron niveles similares en este

parametro.

40
o 35+

E 30 o Control
g 25 = 5GMS
a 20 g GMS-B
= 159 EGMSD
w 107 5 GMSHA
g 51

Figura 23. Niveles de S5 en los hipotdlamos de los diferentes grupos. B=Bomba GHRH, 1D=Inyecciones
diarias de GHRH, [A=Inyecciones de GHRH en dias alternos.

2.2. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.

El contenido total de GH en las hipdfisis de las ratas tratadas neonatalmente
con GMS fue significativamente menor (p<0.01) que en las del grupo Control.
Ninguno de los tratamientos a los que fueron sometidos las ratas GMS modificd
significativamente el contenido hipofisario de GH respecto a los animales del grupo
GMS sin tratamiento. Los niveles del grupo GMS-B fueron significativamente
mayores (p<0.05) que los del grupo GMS-IA (figura 24a).

En la figura 24b se representa la concentracién hipofisaria de GH/mg
proteina en los distintos grupos. No se encontraron diferencias significativas ni entre
el grupo Control y los animales tratados neonatalmente con GMS ni entre los

distintos grupos de ratas GMS entre si.
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Figura 24. Contenido hipofisario de GH (a) y concentracién de GH/mg proteina (b) en las hipdfisis de

los diferentes animales tras una semana de tratamiento. * p< 0.01 vs grupo Control. ® p<0.05 vs grupo
GMS-IA,

2.3. NIVELES PLASMATICOS DE GH. ‘

Las ratas tratadas neonatalmente con GMS presentaron niveles plasmaticos
de GH significativamente menores (p<0.05) que las del grupe Control. No hubo
diferencias significativas entre los diversos grupos GMS, aunque todos los
tratamientos llevados a cabo tendieron a aumentar los valores de GH en plasma,
sobre todo las inyecciones de GHRH en dias alternos (figura 25).

2.4. NIVELES PLASMATICOS DE IGF- 1. _

Las ratas GMS mostraron unos niveles plasmaticos de IGF-I
significativamente menores (p<0.001) que el grupo Control. No se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes grupos tratados con GMS tras la

semana de estudio (figura 26).
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Figura 25. Niveles plasmaticos de GH al final del experimento. * p<0.05 vs grupo Control.

1 Control
gGMS
GMS-B
GMS4D
GMS-lA

ng IGF4/ ml

Figura 26. Niveles plasmiticos de IGF-I tras 7 dias de experimentacidn. * p<0.001 vs grupo Control.
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2.5. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL. !

El tratamiento neonatal con GMS disminuyé significativamente el peso
corporal (p<0.05) respecto al grupo Control, lo que fue patente desde el inicio (34
dias de vida) hasta el final de! experimento, fras 7 dias de fratamiento. Todos los
grupos GMS, excepto el tratrado con inyecciones diarias de GHRH, presentaron un
incremento de peso significativamente menor que el grupo Control f(p<0.05). No se
encontraron diferencias significativas ni en el peso corporal ni eﬁ el incremento
ponderal al final del tratamiento entre los distintos grupos de ratas tratadas con
GMS, siendo en ambos casos los valores del grupo GMS-ID los fmayores y mas
préximos a los del grupo Control {(tabla 6).

Tabla 6. Evolucién ponderal de los diferentes grupos experimentales. * p<0.05 vs grupo Control.

3. EXPERIMENTO 3: EFECTO DEL TRATAMIENTO A LARGO
PLAZO CON INYECCIONES DE GHRH Y DE SS EN LA RATA
HEMBRA NORMAL.

3.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS.

La figura 27 representa el contenido hipotalamico de §S tras los diferentes
tratamientos realizados. En todos los grupos, excepto la combiqacién diaria de
inyecciones de GHRH y de SS (grupos GHRH+S8S y GHRH 3+SS 2), disminuy6
significativamente este parametro respecto al grupo Control. Los valores minimos se
obtuvieron tras la administracién diaria de 4 inyecciones de GHRH o de SS (grupos
4 GHRH y 4 SS respectivamente), siendo el contenido de SS en el hipotalamo de
estas ratas significativamente menor (p<0.05) que en las ratas Control y en las del
grupo GHRH+SS (figura 27).
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mGHRH

B GHRH 3+58 2
GHRH+SS
04 GHRH
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Figura 27, Niveles de 55 en el hipotilamo después de 19 dias de estudio. * p<0.05 vs grupo Control,
0O p<0.05 vs grupo GHRH+55.

3.2. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.

Tras analizar los niveles de GH en las hipéfisis se observd que ninguno de
los tratamientos produjo cambios significativos respecto al grupo Control ni en el
contenido hipofisario ni en la concentracién hipofisaria de GH/mg proteina. En
ambos casos los valores mas altos fueron los de los grupos GHRH 3+SS 2 y 4

GHRH. En la figura 28 se presenta el contenido hipofisario total de GH.
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ug GH/ hip6fisis
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= GHRH
EGHRH 3+S5 2
BAGHRH+SS

04 GHRH

@4 5SS

Figura 28. Contenido de GH en las hipdfisis recogidas al final del experimento.
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3.3. NIVELES PLASMATICOS DE GH.

Los grupos 4 GHRH y GHRH+SS mostraron unos niveles plasmaticos de GH
significativamente menores (p<0.05) que el grupo Control al final del estudio. El
grupo GHRH+SS fue el que presentd los valores mas bajos, siendo también
significativamente menores que los de los ratas de los grupos GHRH y 4 S8 (figura
29).

O Control
mGHRH

GHRH 3+8S8 2
GHRH+SS
04 GHRH -

p4 5S

ng GH/ml

Figura 29. Niveles plasmaticos de GH. * p<0.05 vs grupo Control, ¢ p<0.05 vs grupo GHRH, ® p<0.05 vs
grupo 4 S5.

3.4. NIVELES PLASMATICOS DE IGF- I.
En la figura 30 se muestran los niveles de IGF-l en plasn'i:a. Como puede
observarse, todos los grupos mostraron valores similares de dicho p!arémetro.
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E 8001 B3 mGHRH
£ @GHRH 3+SS 2
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2 400 B4 8S
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Figura 30. Niveles de IGF-I en el plasma obtenido al final del perfodo de tratamiento.
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3.5. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL.

Practicamente desde los primeros dias de tratamiento las ratas del grupo
4 SS presentaron un peso corporal menor, aunque sélamente las ratas de los
grupos 4 GHRH y GHRH+SS fueron significativamente mayores (p<0.05 } que
éstas, tanto en la primera semana de tratamiento (47 dias de edad) como al térming
del estudio. Entre el resto de los grupos no se encontraron diferencias significativas
en ninguno de los periodos estudiados (figura 31).

Para analizar el incremento de peso corporal de este experimento, se
estudiaron los valores obtenido tras la primera semana de tratamiento y al final del
mismo, después de 19 dias.

En la primera semana ef incremento maximo se di6é en los grupos 4 GHRH y
GHRH+SS, aunque en ambos casos sélo fue significativamente mayor (p<0.05) que
el hallado en el grupo 4 SS. Respecto al resto de los grupos no se encontraron
diferencias significativas.

Al final del experimento, el mayor incremento de peso aparecié en el grupo
4 GHRH, siendo significativa esta diferencia unicamente frente a los grupos Control,
GHRH 3+88 2 y 4 SS (p<0.05). También las ratas del grupo GHRH+SS presentaron

un incremento significativamente mayor (p<0.05) que las det grupo 4 S8 (tabla 7).
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Figura 31. Evolucién del peso corporal durante 19 dias de tratamiento, desde los 40 hasta los 58 dfas
de vida. ® p<0.05 vs grupo 4 SS.
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Control 324+16

GHRH ~~ 31.0x18"

GHRH 3 + sS'z ' 34-_.9'_.{2.3' ,

S,

Tabla 7. Incremento del peso corporal tras 7 y 19 dias de tratamiento. * p<0.dS vs grupo Control,

A p<0.05 vs grupo GHRH 3+5S 2,  p<0.05 vs grupo 4 55 .

4. EXPERIMENTO 4: ADMINISTRACION PULSATIL DE GHRH A
LARGO PLAZO EN LA RATA HEMBRA DEFICITARIA EN GH.

4.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS.

Como puede verse en la figura 32, ninguno de los tratamientos alteré el

contenido de SS en los hipotatamos extraidos al acabar las 5 semanas de

tratamiento, respecto al grupo Control.

Control pGMS g GMS-GHRH
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Figura 32. Contenido hipotaldmico de S5 de cada uno de los grupos.
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4.2. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.

En la figura 33 aparecen el contenido hipofisario (a) y la concentracion
hipofisaria de GH/mg proteina {b) en cada uno de los grupos experimentales.

En ambos parametros, el grupo GMS mostré niveles menores que los grupos
GMS-GHRH y Control, aunque soélo fueron diferentes significativamente (p<0.05
respecto a ambos grupos) los contenidos hipofisarios. El contenido hipofisario de
GH del grupo GMS-GHRH fue ligeramente inferior al del grupo Control, pero esta

diferencia no fue significativa.

[ Control [IGMS §GMS-GHRH a

300

250 4
200 |
150 |

100 +

14g GH / hipéfisis

50 +

@Control g GMS g GMS-GHRH b

280 -

200 1

150 1

100 ¢

50 +

ug GH / mg proteinas

Figura 33. Contenido de GH () y concentracion hipofisaria de GH/mg proteina (b) en las hipdfisis de

los diferentes animales tras 5 semanas de tratamiento, * p<0.05 vs grupo Control, ¢ p< 0.05 vs grupo
GMS5-GHRH.
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4.3. NIVELES PLASMATICOS DE GH.
La figura 34 muestra los niveles plasmaticos de GH en los diferentes grupos.
Los dos grupos tratados con GMS presentaron valores significativamente mas bajos

(p<0.05) que el grupo Control. No hubo diferencias significativas entre ambos
grupos inyectados neonatalmente con GMS. '

Control @ GMS g GMS-GHRH

25

ng GH/mi

'

Figura 34. Niveles plasmaticos de GH al final del periodo estudiado. * p< 0.05 vs grupo Control.

4.4. NIVELES PLASMATICOS DE IGF- .

El tratamiento neonatal con GMS provocd una disminucioén significativa
(p<0.05) de los niveles plasmaticos de IGF-l. No se encontraron diferencias entre
los valores de ios dos grupos tratados con GMS (figura 35).

Control 1GMS m GMS-GHRH ;

1400
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Figura 35. Niveles plasmiticos de IGF-I después de las 5 semanas de tratamiento. * p<'0.05 vs grupo
Control.

101



Resultados

4.5. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL.

En la figura 36 aparece la evolucidén del pesc corporal a lo largo de todo el
experimento. Todas las ratas se comportaron de la misma manera durante la
primera semana (32 dias de vida) y no fue hasta los 46 dias, esto es, trascurridas 3
semanas de tratamiento, cuando aparecieron las primeras diferencias ponderales.

El grupo GMS presentd valores significativamente menores que el grupo
Control a las 3 semanas {137 £+ 5 g vs 154.1 + 4.7 g, p<0.05), y que los grupos
Control y GMS-GHRH al final del experimento (179.1 £ 6 g vs 197.3 £ 5 g en el
grupo Control y 195.6 £ 5 g en el grupo GMS-GHRH, p<0.05). A los 46 dias, el
grupo GMS-GHRH presentaba unos valores ligeramente inferiores a los del grupo
Control (142.3 £ 3.6 g vs 154.1 + 4.7 g), aunque no hubo diferencias significativas
entre ambos grupos al final del experimento.

En este experimento, se estudié el incremento de! peso corporal al final de la
12 y 3% semanas de tratamiento, y también después de todo el estudio. En la 12
semana de tratamiento todos los animales aumentaron su peso en la misma
proporcién. Tras 3 semanas, el incremento de peso de las ratas de los dos grupos
tratados neonataimente con GMS fue igual y en ambos casos significativamente
menor (p<0.05) que el de las ratas del grupo Control. A las 5 semanas los grupos
Control y GMS-GHRH se comportaron de forma similar, mientras que el grupo GMS
incrementdé su peso de forma significativamente menor que los grupos Control y
GMS-GHRH (p<0.05 en ambos casos). Todos estos datos aparecen reflejados en la
tabla 8.

Tabla 8. Incremento det peso corporal tras 1, 3 y 5 semanas de tratamiento, * p< 0.05 vs grupo
Control, ® p< 0.05 vs grupo GMS-GHRH.
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F

Figura 36. Evolucion del peso corporal desde los 25 (comienzo del tratamiento diario con GHRH) hasta
los 60 dias de vida. * p<Q.05 vs grupo Control. ® p<0.05 vs grupc GMS-GHRH.

4.6. EVOLUCION DE LA LONGITUD TIBIAL.
La figura 37 muestra el crecimiento tibial diario, determinado por

§

microknemometria, en los 3 grupos estudiados.

Hasta el final del tratamiento no hubo diferencias signifidativas entre los
diferentes grupos, a pesar de que ya desde las 3 semanas de iniciaf:lo el estudio (46
dias de vida) la longitud tibial det grupo Control tendié a ser mayor que la del grupo
GMS, aunque no de forma significativa (38 £+ 0.4 mm vs 39.2 £ 0.4 mm p=0.0566). Al
término del estudio, todas las ratas tratadas neonatalmente con GMS presentaron
una longitud tibial significativamente menor que el grupo Control (42.2 + 0.4 mm en
el grupo GMS y 42.8 + 0.3 en el grupo GMS-GHRH vs 44 + 0.4 en él grupo Control,
p<0.05). A lo largo de las 5 semanas de tratamiento los dos grubos tratados con
GMS presentaron valores parecidos. "

En los tres periodos estudiados, el incremento de longitud tibial en los
grupos tratados neonatalmente con GMS fue significativamente menor (p<0.05) que
en el grupo Control. No se encontraron diferencias en el incremenio de longitud de

los grupos GMS y GMS-GHRH en ninguna de las etapas estudiadas (tabla 9).
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—e—Control —8—GMS -4 GMS-GHRH
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Figura 37. Longitud tibial desde los 25 hasta los 60 dias de vida. La escala del eje de ordenadas
comienza en 25 mm para clarificar los resultados. * p<0.05 vs grupo Control.

Tabla 9. Incremento de la longitud tibial tras 1, 3 y 5 semanas de tratamiento. * p< 0.05 vs grupo
Control.
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5. EXPERIMENTO 5: ADMINISTRACION CONTINUA bE GHRH A
LARGO PLAZO SOLO O CON SS EN LA RATA HEMBRA
NORMAL Y DEFICITARIA EN GH.

i

, l
5.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS.

En la figura 38 aparecen los niveles de SS en los hipotélam‘os de las ratas
en los diferentes grupos. Aunque tras todos los tratamientos Ilevadoé a cabo desde
los 36 dias de vida (tratamientos postpuberales) los niveles de las ratas de los
grupos GMS (GMS, GMS-GHRH y GMS-GHRH+SS) aparecén ligeramente
disminuidos respecto a los grupos control (Control, Control-GHRH y Control-

GHRH+SS), estas diferencias no fueron significativas. :

Ninguno de los tratamientos postpuberales indujo variaciones ni en las ratas

. |
de los grupos tratados neonatalmente con GMS ni en las ratas de los grupos que
recibieron inyecciones neonatales de salino. '
1

Salino § GHRH O GHRH+8S

60 -

ng S8/ hipotalamo

Figura 38. Contenido de 55 en los hipotdlamos extraidos en el momento de la decapltacuén tras 3
semanas de tratamiento. :

5.2. PESO DE LAS HIPOFISIS. |

Al analizar estadisticamente este parametro (mg hipéﬁéisl100 g peso
corporal) se obtuvo interaccién significativa (p<0.05) entre Ioé dos factores
estudiados: tratamiento neonatal (Salino, GMS) y tipo de tratamlento postpuberal
(Salino, GHRH y GHRH+SS).

Todas las ratas tratadas neonatalmente con GMS presenta?ron un peso de
las hipdfisis significativamente menor (p<0.001) que sus correspondientes animales

de los grupos control. Ninguno de los tratamientos llevados a:l cabo provoct
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diferencias significativas ni en los animales control ni en los tratados neonatalmente

con GMS. Todo esto aparece representado en la figura 39.

B Salino §GHRH OGHRH+SS8

mg hipéfisis / 100 g peso corporal

Control GMS

Figura 39. Peso de las hipofisis en cada uno de los grupos experimentales. * p< 0.01 vs respectivo
grupo control,

5.3. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.

En la figura 402 se muestra el contenido total de GH en la hipdfisis (a) y la
concentracion hipofisaria de GH/mg proteina (b) al final del experimento. Tras
analizar ambos pardmetros se obtuvo interaccidén significativa (p<0.05) entre el
tratamiento neonatal y el tratamiento postpuberal.

En lo que se refiere al contenido total de GH en las hipdfisis, éste fue
significativamente menor (p<0.05) en todos los grupos de ratas GMS respecto a sus
correspondientes grupos controf (figura 40a). Por otro lado, como podemos ver en la
figura 40b, unicamente el tratamiento con GHRH de forma continua produjo un
aumento significativo (p<0.05) de la concentracion hipofisaria de GH/mg proteina en
las ratas control respecto a su correspondiente grupo de ratas tratadas con GMS.

Ninguno de los iratamientos efectuados postpuberalmenie alteré este
parametro en ninguno de los grupos, aunque el tratamiento diario con GHRH tendid

a aumentario en los animales Control-GHRH.
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ESalino § GHRH 1GHRH+SS a

Hg GH / hipéfisis

@Salino g GHRH g GHRH+SS b

350 - '
300 +
250 |
200 +
150 +
100 +

50 +

pg GH / mg proteinas

Control GMS |

Figura 0. Contenido hipofisario total (a) y Concentracién hipofisaria de GH/mg 'protel’na (b) al final
del tratamiento. * p< 0.05 vs respectivo grupo control, ® p<0.05 vs grupo GMS-GHRH.

l
!
|
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5.4. NIVELES PLASMATICOS DE GH TRAS LA PRUEBA DE ESTIMULO CON
GHRH.

En la figura 41 se representan los niveles de GH plasmatica alcanzados tras
la inyeccién de GHRH en los animales de los grupos control (a)y GMS (b).

Ninguno de los grupos control aumento significativamente sus niveles a los
5 minutos de inyectado el estimulo respecto al nivel plasmatico basal. Dentro de los
animales GMS, unicamente el que no recibié ningan tratamiento postpuberal (grupo
GMS) respondié significativamente al estimulo.

i Basal g5 minutos £115 minutos a
200 -

— 150 +
E

T

o 100 +
(=]

€ 501

0
Control Control- Control-
GHRH GHRH+SS

ng GH/ml

GMS-
GHRH+SS

Figura &1. Niveles plasmiticos de GH basales y tras estimulacién aguda con GHRH en los grupos control
(a) y GMS (b). ¢ p< 0.05 vs respectivo basal.
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5.5. NIVELES PLASMATICOS DE GH TRAS EL SACRIFICIO.

Existid interaccion significativa (p<0.05) entre los factores tratamiento

neonatal y el tipo de tratamiento postpuberal. ;

Dentro de las ratas de los grupos control, el tratamiento con: GHRH produjo
un aumento significativo (p<0.05) de este parametro, respecto afn los otros dos
grupos. Todos los animales de los grupos GMS mostraron niveles :similares de GH
en plasma (figura 42). '

Las ratas GMS tratadas con GHRH o GHRH+SS presentaron niveles
plasmaticos de GH significativamente menores (p<0.05) que %us respectivos
animales de los grupos control al final del experimento. AunQueiIos valores del
grupo GMS fueron menores que los del grupo Control, esta diferencia no fue

i

significativa. ;

@ Salino §GHRH g GHRH+SS
100 - i

ng GH / mi

Control

Figura 42. Niveles de GH en el plasma obtenido en el momento del sacrificio. * p< 0.05 vs respectivos

animales de los grupos control. ® p< 0.05 vs grupo Control-3alino, © p< 005 vs grupo Control-
GHRH+5S., !
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5.6. NIVELES PLASMATICOS DE IGF- 1.

Si bien el tratamiento neonatal con GMS provocé un descenso significativo
{p<0.001) en los niveles plasmaticos de IGF-I respecto a los animales de los grupos
control, ninguno de los tratamientos postpuberales produjo diferencias significativas

dentro de los grupos control y GMS (figura 43).

g Salino g GHRH g GHRH+SS

2000 -

_ 1500 1
E

E 1000
o

2 500

0

Control GMS

Figura 43. Niveles plasmiticos de IGF-I en los diferentes grupos al final del periodo de estudio.
* p< 0,001 vs animales de los grupos control.

5.7. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL.

Como se aprecia en la figura 44, que muestra el peso corporal diaric desde
los 36 dias (inicio del tratamiento) hasta los 56 dias de edad (final del mismo), los
animales tratados neonatalmente con GMS presentaron un peso corporal
significativamente menor (p<0.001) que las ratas de los grupos control, durante todo
el experimento, aunque en ninguno de los casos hubo diferencias entre los
distintos tratamientos.

Para el estudio del incremento de peso corporal en este experimento, se
compararon los valores de este parametro en los diferentes grupos a la semana y al
final del tratamiento después de tres semanas. En lo que se refiere a los
incrementos de peso en la primera semana y tras todo el experimento, todos los
animales tratados neonatalmente con GMS presentaron en ambos casos unos
valores significativamente menores (p<0.001) que los de las ratas de los grupos
control. Los tres grupos control mostraron valores parecidos en los dos periodos
estudiados. Asimismo, ninguno de los tratamientos indujo diferencias dentro de los
grupos GMS tras una o tres semanas de tratamiento (tabla 10).
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Figura 44. Evolucién del peso corporal durante 3 semanas de tratamiento con diferentes pautas de

GHRH solo o junto con SS. * p<0.001 vs animales de los grupos control. :
|

Tabla 10. Incremento del peso corporal tras 1y 3 semanas de tratamiento. * p<0.001 vs animales de
los grupos control. |

|
i
|
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5.8. EVOLUCION DE LA LONGITUD TIBIAL.

La figura 45 muestra la evolucién diaria de la longitud tibial. Como puede
verse, el tratamiento neonatal con GMS redujo de forma significativa (p<0.001) la
longitud de la tibia. Esta circunstancia se manifesté claramente desde el inicio del
tratamiento y se mantuvo durante todo el periodo de estudio. Ninguno de los
tratamientos llevados a cabo a partir de los 36 dias de edad provocd diferencias ni
entre los grupos control ni entre las ratas de tos grupos GMS.

En la tabla 10 aparecen los incrementos de longitud a la semana y a las 3
semanas de iniciados los estudios. En ambos periodos se observé que las ratas de
los grupos GMS presentaban un incremento de longitud significativamente menor
(p<0.01) que las rafas control. No aparecieron diferencias como consecuencia de
los tratamientos postpuberales en los distintos grupos de las ratas control,
lgualmente, todos los grupos de ratas tratadas neonatalmente con GMS se
comportaron de la misma forma (tabla 11).

46 .
44 1
E
£ 271 —&—Control
= 40 + —&-—Control-GHRH
2 - Control-GHRH+5S
= 38 | —l—GMS
B %l ~¥—GMS-GHRH
£ -G GM S-GHRH+46S
] 1
s
32 4
30 : . : : l

30 35 40 45 50 55 60
Edad (dias)

Figura &5, Evolucién de la longitud tibial desde los 36 hasta los 56 dias de vida. * p<0.001 vs animales
de los grupos control.
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Incremento longitud - - LR
(m) - .o - -1semana

s E'z’,‘_.

s 3 semanas"r ‘

Contol .. ... . 3024018 . . .. - 754:013.
Control-GHRH o T 3304032 T 78024041

Controi-GHRH+SS 2981013?* 7.81+044:

Tabla 11. Incremento de longitud tibial después de 1 y 3 semanas de tratamiento. * p<0 01 vs animales
de los grupos control.

6. EXPERIMENTO 6: EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE
GHRHY SS A LARGO PLAZO EN CORDEROS.

6.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE GHRH.

Los niveles de GHRH en el hipotadlamo se expresaroﬁ en forma de
ng GHRH/mg proteina para minimizar el efecto de la heterogeneidad en el tamafio
de las muestras. :

Aunque ninguno de los tratamientos modificé signiﬁcativaménte sus valores
respecto al grupo Control, todos los grupos fratados ﬂnicame:nte con GHRH
presentaron una clara tendencia a aumentar el contenido hipotalaj\mico de GHRH
(figura 46).

6.2. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS. ;

De forma similar a lo visto en los niveles de GHRH en el hipbtélamo, y por la
misma razén anteriormente expuesta, el contenido hipotalamico ap::.-lrece expresado
como ng SS / mg proteina. |

Como puede apreciarse en la figura 47, el grupo Pellet GHfRH presentod los
niveles mas altos, significativamente mayores (p<0.05) que Ios. de los grupos
Control y Peliet GHRH+SS. Los animales del grupo Inyeccién GHI%H mostraron un
contenido hipotalamico de SS significativamente mayor {(p<0.05) qé.le los del grupo
Inyecciones GHRH+SS. I
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5.
E 4]
..g O Control
& 41 g Pellet GHRH
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E @ Pellet GHRH+SS
E 2+ gInyecciones GHRH
T
0] Olnyecciones GHRH+SS
2 1t
0 :

Figura 46. Contenido de GHRH en los hipotilamos extraidos al final del estudio, tras 19 dias de
tratamiento.

300

250 - * e
E a Control
8 200 4
c @ Pellet GHRH
(-
g 150 + g1Pellet GHRH+SS
% 100 1 § Inyecciones GHRH
o Olnyecciones GHRH + SS
S 504

0 n

Figura 47. Niveles hipotatdmicos de SS en cada uno de los grupos experimentales. * p< 0.05 vs grupo
Control, » p< 0.05 vs grupo Pellet GHRH455, Q p< 0.05 vs grupo Inyecciones GHRH+SS,
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6.3. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.
La valoracién de los niveles de GH en las hipéfisis de los corderos se hizo de
la misma forma que en el caso de las ratas, analizando el contenido total de GH y la
concentracién hipofisaria de ésta respecto al contenido de proteinas:
Ninguno de estos dos parametros se vio alterado tras los diferentes

tratamientos después de las 3 semanas de experimentacion (figura 48).

O Control j
Pellet GHRH
@ Peliet GHRH+SS |
;s Inyecciones GHRH .
minyecciones GHRH+'SS

mg GH/ hipdfisis

|
Figura 48. Contenido de GH en las hipdfisis de los corderos, extraidas al fihal del periéde de
tratamiento. |

6.4. NIVELES PLASMATICOS DE GH TRAS LA EST!MULACIO?N AGUDA CON
GHRH. |

Desde la primera semana de estudio, los dos grupos de animales tratados
con inyecciones de GHRH presentaron niveles mas altos de GH pflasmética basal.
Tras una semana de tratamiento, los valores de dicho parémetfo en estos dos
grupos fueron significativamente mayores (p<0.05) que en el resto: de los grupos.
Estos dos grupos continuaron mostrando mayores niveles de GH blasmética en el
resto del estudio, aunque a las 2 semanas sélamente los del gri:po Inyecciones
GHRH+SS fueron superiores significativamente (p<0.05) que ioé de los demas
animales y a las 3 semanas los del grupo Inyecciones GHRH (figure; 49).

En la figura 50 aparecen los niveles plasmaticos de GH: basales y tras
estimulacién con GHRH, transcurridas 1, 2 y 3 semanas de tratahiento, en cada

uno de los grupos estudiados.

I
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Como podemos ver, los grupos Control, Pellet GHRH y Pellet GHRH+SS
respondieron a la inyeccion de GHRH en los tres periodos de estudio, aumentando
significativamente (p<0.05) los valores a los 10, 20 y 30 minutos post-inyeccién
respecto al nivel basal. Los animales tratados con inyecciones de GHRH sola o en
combinacion con SS no respondieron ni en la primera ni en la segunda semana de
tratamiento, aunque ya al final del estudio, si mostraron un aumento significativo
(p<0.05) de los niveles plasmaticos de GH tras el estimulo. No obstante, ambos
grupos ya habian mostrado tendencia a aumentar los valores post-inyeccién en la

segunda semana.

[ Contral g Pellet GHRH
Pellet GHRH+SS Inyecciones GHRH
Inyecciones GHRH+ SS

1000 -

800

600

400

ng GH/mi

200

0

Semanas de tratamiento

Figura 49, Niveles de GH en los plasmas extraidos basalmente, en cada uno de las pruebas de estimulo
realizadas tras 1, 2 y 3 semanas de tratamiento. * p<0.05 vs cotrespondiente grupo Control, O p<0.05
vs corvespondiente grupo Pellet GHRH, ® p<0.05 vs correspondiente grupo Pellet GHRH+SS.
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Figura 50. Niveles de GH en plasma basal y tras estimulacién con GHRH, a los 10, 20}! 30 minutos de la inyeccién,

en la primera (a), segunda (b} y tercera (c) semanas de tratamiento. * p<0.05 vs correspondiente basal.
1
i
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6.5. NIVELES PLASMATICOS DE iGF- 1.

La figura 51 muestra los niveles de IGF-lI en el plasma obtenido en la
primera, segunda y tercera semanas de estudio, cuando se realizaron las
extracciones basales para la posterior prueba de estimulo con GHRH.

Como podermos observar, no hubo variaciones significativas entre los

distintos grupos en ninguno de los periodos estudiados.

g Control Pellet GHRH

@APellet GHRH+SS & Inyecciones GHRH

Inyecciones GHRH + S8
400
350 1
300
250
200 4
150
100 -

ng IGF4/ml

Semanas de tratamiento

Figura 51. Niveles de IGF-I en los plasmas extraidos basalmente en cada una de las pruebas semanales
de estimulo con GHRH.

6.6. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL.

En la tabla 12 aparecen los valores de peso corporal inicial y final y el
incremento de peso tras los 19 dias de estudio, en cada uno de los grupos
experimentales. Tanto el incremento de peso corporal como los valores finales

alcanzados en este parametro fueron similares en todos los animales.

531 188+21 3. |
Peliet GHRH-~ = 47412 194£16 . 4741046
Peliet GHRH+SS . 443414 17315 . 298+045 .
Inyecciones GHRH =i~ 16:6+1.9 -~ 19242  35810.31
inyecciones GHRH+SS . 167 +1.7 ~  18.2+25 .2.46+0.78

Tabla 12. Peso corporal e incremento de éste en cada uno de los grupos.
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7. EXPERIMENTO 7: ADMINISTRACION CONTINUA DE GHRH A
LARGO PLAZO MEDIANTE BOMBAS OSMOTICAS EN
CORDEROS.

7.1. NIVELES PLASMATICOS DE GH TRAS ESTIMULACION CON GHRH.

Como puede verse en la figura 52, ni el tratamiento con Bom:ba GHRH ni con
Bomba GHRH+SS produjeron cambios significativos en los niveles de GH
plasmatica basal durante las 4 semanas de estudio, respecto al grupjao Control.

Todos los grupos respondieron a la inyeccién de GHRH de la misma forma
en las 4 pruebas realizadas, aumentando significativamente {p<0.05) los niveles de
GH plasmatica. Asimismo, los niveles de GH alcanzados tras la inyeccién del
estimulo en los grupos Bomba GHRH y Bomba GHRH+SS fueron siempre muy

]

parecidos a los del grupos Control (figura 53).

01 Control 5 Bomba GHRH Bomba GHRH+SS

100

ng GH/ml

Semanas de tratamiento

Figura 52. Niveles de GH plasmitica basal en los tres grupos experimentales, en la primera, segunda,
tercera y cuarta semanas de tratamiento.
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Figura 53. Niveles de GH en los plasmas extraidos basalmente, y a los 10, 20 y 30 minutos tras la estimulacién con GHRH en la primera (a), segunda (b},
tercera (c) y cuarta (d) semanas de tratamiento. ¥ p< 0.05 vs respectivo basal.
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7.2. NIVELES PLASMATICOS DE IGFA.

En la figura 54 aparecen los niveles de IGF-l en los plasmas obtenidos
basalmente en cada una de las pruebas de estimulo con GHRH.

No existieron diferencias significativas entre los niveles plasmaticos de IGF-I
en los grupos Bomba GHRH y Bomba GHRH+SS y los correspondiéntes del grupos
Contro!l en ninguna de las 4 semanas analizadas. Tanto el grupo Control como fos
dos grupos con bomba de GHRH mostraron valores similares durante todo el
experimento. ;

g Control Bomba GHRH Bomba GHRH+SS

500

400 |

300 +

200

ng IGF4/ ml

100 1

0

Semanas de tratamiento

Figura 54. Niveles plasmdticos de IGF-1 a lo largo del estudio. .

7.3. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL.
Como podemos ver en fa tabla 13, tanto e! peso al final del experimento
como el incremento de peso corporal fue similar en los 3 grupos experimentales tras

las 4 semanas de expermento.

Tabla 13. Evolucién del peso corporal durante las 4 semanas de tratamiento.
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8. EXPERIMENTO 8: REGULACION DE LA SECRECION DE GH
POR GHRH EN TEJIDOS NO HIPOFISARIOS.

8.1. NIVELES PLASMATICOS DE GH.

No se encontraron diferencias significativas entre los animales tratados con
pellet de GHRH y los que llevaron pellet de placebo, después de los 2 meses de
fratamiento (figura 55).

0 Placebo g GHRH
5.
4 4
€
— 3 4
T
o
=] 2
=
1 ]
0.

Figura 55. Niveles de GH en el plasma obtenido al final del experimento

8.2. PESO DE LAS GLANDULAS SUBMAXILARES.

El peso de los l6bulos de las diferentes glandulas submaxilares se expresé
en mg tejido/100 g de peso corporal. El tratamiento con GHRH no provocod
variaciones significativas en el peso de ninguno de los lébulos, tanto en el que

portaba el pellet (positivo) como en el contralateral (figura 56).

8.3. CONTENIDO DE GH EN LAS GLANDULAS SUBMAXILARES.

Los animales tratados con pellet de placebo presentaron contenidos muy
bajos de GH tanto en la glandula que contenia el pellet como en la contralateral. Sin
embargo, el tratamiento con el pellet de GHRH produjo un aumento en et contenido
de GH en ambos Iébulos en el 60 % de los animales, aunque sélo se obtuvieron

diferencias significativas en el iébulo positivo (Figura 57).
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Figura 56. Peso de los l6bulos positivo y contralateral en las glindulas submaxilares tratadas con GHRH
o placebo.

1 Placebo g GHRH

ng GH / mg protefnas

Contralateral
Lébulo

Figura 57. Concentracién media de GH en ambos I6bulos de la glindula submaxilar, expresado como
ng GH/mg proteina. ¥ p< 0.05 vs Placebo. ‘
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8.4. EXPRESION DEL GEN DE LA GH EN LAS GLANDULAS SUBMAXILARES.

En la figura 58 se representan los exones e intrones constituyentes del gen
de la GH, y la localizacién en éste de los cebadores utilizados en la PCR.

Los resultados obtenidos por medidas hormonales fueron posteriormente
corroborados por los estudios de Biologia Molecular, ya que en los animales
tratados con GHRH que presentaron altas concentraciones de GH en la glanduia
submaxilar se detecté la presencia de ARN de GH mediante RT-PCR (calles 3 y 4),
obteniendose una banda del mismo tamafioc (473 pares de bases) que en la
hipéfisis {(calle 2) pero de menor intensidad. Asimismo, dicha banda no se observd
en los ratones con pellet de placebo (calles 5 y 6)(figura 59).

Gen de la GH

CADN EET T S T B T R e a e e SR e T | T D o
cebadores AN~Y €N
|
I
ADN amplificado [1 [ 2 [ 3 | 4 [ 5] 473 pares de bases

Figura 58. Representacién esquemdtica del fragmento del genoma del ratén correspondiente al gen de
la GH y localizacién de los cebadores empleados en la PCR.E 1, E 2, E 3, E 4 y E 5 son exones; I4, I8, IC,
ID corresponden a los intrones, También aparecen el cADN formado tras la Transcripcidn inversa (RT) y
el fragmento de ADN amplificado mediante PCR.

500 pb >

Figura 59. Electroforesis en gel de agarosa del resultado de la PCR del gen de GH. Calle 1: Escalera de
ADN, calle Z: hipéfisis, calles 3 y &: gldndula submaxilar con pellet de GHRH, calles 5 y 6: gidndula
submaxilar con pellet de placebo. En la escalera de ADN se sefiala la banda correspondiente a 500 pares
de bases {pb), el resto de las bandas difieren en 100 pb.
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1. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE GHRH EN LA RATA
MACHO.

1.1. ESTUDIOS EN LA RATA MACHO NORMAL.
1.1.1. Contenido hipotaldmico de GHRH y de SS. _

En el primer experimento, llevado a cabo en la rata macho normal, ninguna de
las pautas de administracion de GHRH altero significativamenté los contenidos
hipotalamicos de GHRH o de SS.

Estudios realizados administrando GHRH de forma i.c.v. en ratas machos
normales sugieren que para que este péptido produzca alteraciones en et contenido
hipotalamico de GHRH o de SS mediante mecanismos de retroalimentacién de asa
ultracorta, debe encontrarse en dosis altas (mg) (Tannenbaum 1984) en zonas muy
préximas a las neuronas productoras de GHRH y SS (Lumpkin y cols 1985). Asi en
nuestro estudio en la rata macho normal, la administracion de GHRH “per se” no
alteré la dinamica de sintesis-secrecion de GHRH ni de SS, posibiemente debido a
que no se consigud una concentracion adecuada de GHRH a nivel de las neuronas
productoras de ambos péptidos.

Katakami y cols (1984), Lanzi y Tannenbaum (1992) y Braln y cols (1993)
proponen que tras la estimulacion de la liberacién de GH, Gnicamente se producen
cambios en los contenidos hipotalamicos de GHRH y de SS cuando,la elevacion de la
GH plasmatica es tal que sobrepasa los valores fisioldgicos méxim;os. Por otro lado,
Clark y cols (1988b) sugieren la necesidad de niveles elevados de:GH durante largo
tiempo para lograr una supresioén efectiva de la liberacién de GH hiéoﬁsan‘a mediante
mecanismos de retroalimentacion de asa corta. Por esto, la ausencia de
modificaciones en el contenido de GHRH y SS en el hipotalamo de las ratas tratadas
con GHRH en presencia de unos niveles plasmaticos aumentados de GH al final de
nuestro experimento, como a continuaciéon veremos, sugiere que eéte incrementc no
superé los niveles que alcanza la secrecion espontanea de GH en la rata macho, o
no se mantuvo el tiempo suficiente para provocar alteraciones en Ic}s mecanismos de
retroalimentacién existentes en el animat en condiciones basales. |

En relacién con este hecho, hay datos que muestran la existencia de una
disminucion del contenido hipotalamico de GHRH y aumento del qe S8 tan sélo en
situaciones en las que la GH circulante esta aumentada hasta niveles
suprafisiolégicos durante largos periodos de tiempo, como tras infu:sién de altas dosis
de GH (Berelowitz y cols 1981, Leidy y cols 1980), o existencia de tumores
hipersecretores de GH (Maiter y cols 1990). ;
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No obstante, un aumento de sintesis de GHRH y de SS compensado con un
incremento en la tasa de liberacion de estos péptidos también explicaria un contenido

hipotalamico de GHRH y de SS similar al del animal control.

1.1.2. Contenido hipofisario y niveles circulantes de GH.

La administracion de GHRH tanto de forma continua como pulsatil activé la
secrecion de GH, ya que en todos los casos se produjo un incremento en los niveles
circulantes de GH. Este mismo efecto ha sido observado por otros autores tratando a
ratas machos de la misma edad que las nuestras con inyecciones de GHRH (Dubreuil
y cols 1994) o con un analogo muy potente de GHRH denominado A-515 (Kovacs y
cols 1994). El tratamiento de forma continua mediante bomba osmética parece ser el
mas efectivo en cuanto a estimular la liberacion de GH, posiblemente debido a que
de esta forma la dosis administrada diariamente fue mayor (400 pg continuo vs
200 pg pulsatil). Asi, podriamos decir que el estimulo de la GHRH sobre la secrecion
de GH fue dosis-dependiente, de acuerdo a lo sugerido también por otros autores
(Wehrenberg y cols 1884a, Arsenijevic y cols 1987 y Dubreui! y cols 1994).

La existencia de unos niveles plasmaticos aumentados de GH sin descenso
marcado en el contenido hipofisario de esta hormona al cabo de 7 dias de
tratamiento con GHRH, sugiere también una accién positiva de la GHRH administrada
sobre la sintesis hipofisaria de GH, en consonancia con lo cbservado por Dubreuil y
cols (1994) y Hu y cols {1993).

Tal y como comentabamos en la introduccién, diversos trabajos describen
tanto atenuacién como aumento de la respuesta de GH a la administracién de GHRH
a largo plazo. En nuestro estudio, los animales mantuvieron la respuesta a dicho
péptido hipotalamico durante todo el periodo de observacion como o muestran los
niveles plasmaticos elevados de GH al final del mismo, esto es, no hubo
desensibilizacion de las células hipofisarias a la administracién diaria de 200-400 ng
de GHRH durante una semana. Esto podria explicarse porque tanto la administracion
continua de GHRH como la pulsatii actuaron positivamente sobre la sintesis y
secrecion de GH, como vimos anteriormente, creandose un nuevo equilibrio entre
ambos procesos en la hipdfisis mediante adaptacidn de ésta al nuevo ambiente
hormonal producido por el tratamiento con GHRH. Tampoco Dubreuil y cols (1994)
observaron desensibilizacién ante la estimulacién prolongada con GHRH en ratas
machos, a expensas de una accién positiva de la GHRH sobre la sintesis y secrecion
de GH.

128



Discusién

En la adaptacién hipofisaria a largo plazo de la que hablamos podria intervenir
la S8, impidiendo el vaciamiento de la hipéfisis tal y como otros autores han sugerido
(Robinson y Clark 1987, Richardson y Twente 1988, Sato y cols 1988 y 1989). Tanto
la presencia de un contenido hipotalamico de SS similar al de las ratas controles al
final del tratamiento con GHRH como los trabajos in vitro de Soya y Suzuki (1988) y
Clayton y Bailey {1987), que muestran como la SS revierte la desen%sibilizacién de las
células somatotropas inducida por la GHRH, apoyan esta hipétesis.

Existen estudios como los de Robinson y Clark (1987) y Bilezikjian y cols
(1986) en los que se propone que la atenuacién de la respuesta a GHRH observada
tras 24 h de estimulacidon con este péptido es un fendémeno tranéitorio del que el
animal puede sobreponerse a largo plazo, apoyando la ausencia de desensibilizacion

a largo plazo.

1.1.3. Niveles plasmaticos de IGF-I. 7

La elevacién de los niveles plasmaticos de GH no se vi6 reflejada en una
modificacién en los niveles circulantes de IGF-l, tal y como podria esperarse
considerando que la produccién de IGF-l en los tejidos es dependiente de GH.
Existen varios trabajos que también ponen de manifiesto esta discérdancia entre los
niveles plasmaticos de ambas hormonas. Asi, Robinson y Clark (1987) y Domené y
cols (1993) tratando a ratas machos con distintas pautas tanto de GH como de GHRH
tampoco observaron modificaciones en los niveles plasmaticos del IGF-l cuando se
habian producido cambios drasticos en los niveles circulantes de GH.

Esta circunstancia podria tener varias explicaciones. En; primer lugar, la
ausencia de cambios en los niveles circulantes de IGF-i no implica que los contenidos
tisulares de esta hormona permanezcan también invariables (Oﬂowéki y Chemausek
1988). Asi, un balance entre la tasa de secrecién y la de aclaramiento de IGF-I
reflejaria unos niveles plasmaticos de IGF-| similares a los del animal control.

Por otro lado, Kovacs y cols (1996b) indican que la secrecién de IGF-| es méas
dependiente del patron puisatil de GH que de los niveles medios de GH en plasma.
Asi, posiblemente en nuestro estudio, aunque los niveles circulantes de GH
aumentaron no se produjeron cambios en la pulsatilidad de esta hormona, con lo que
no aparecieron variaciones en los niveles plasmaticos de IGF-l. Ademas, todos estos
datos fueron obtenidos en ratas machos durante la etapa puberal, en la que tiene
lugar un aumento de los niveles plasmaticos de IGF-I (pico puberal) (Handelsman y
cols 1987) que posiblemente no pudo ser potenciado por la administracién de GHRH

segln nuestras pautas.
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1.1.4. Peso corporal.

No se produjeron cambios apreciables en el incremento de peso corporal tras
7 dias de tratamiento con GHRH, corroborando las escasas alteraciones provocadas
en todo el eje somatotropo.

Kovacs y cols (1996b) y Gevers y cois (1996) proponen que el crecimiento
corporal y los niveles circulantes de IGF-l dependen mas de la pulsatilidad de la GH
que de los niveles plasmaticos medios de esta hormona. Segun esto y considerando
la relacion existente entre el peso corporal y los niveles de IGF-l en plasma,
podriamos decir que tras el tratamiento con GHRH probablemente no se consiguid
alterar el patron de secrecion pulsatii de GH ni aumentar el peso corporal en la rata
macho normal, tal y como proponiamos en el apartado anterior.

Nuestros resultados estarian de acuerdo con los trabajos de Wehrenberg
(1986) y Dubreuil y cols (1994). En este ultimo, ni ain prolongando el tratamiento con
GHRH durante 2 semanas se obtuvo un incremento en el peso corporal. Por otro
lado, los trabajos de Kovacs y cols administrando diferentes analogos de GHRH en
ratas machos normales son contradictorios a este respecto: el tratamiento con el
analogo de GHRH A-515 durante dos semanas produjo una ganancia significativa de
peso (Kovacs y cols 1994), mientras que la administracién de otro anélogo de GHRH,
el Ji-38, durante el mismo tiempo no produjo tal efecto (Kovacs y cols 1996a). Una
mayor afinidad por el receptor de GHRH y también mayor resistencia a la
degradacion en el caso del analogo A-515 comparado con el GHRH 1-29
administrado por nosotros podrian explicar estos resultados (Izdebski y cols 1995).

La ausencia de alteraciones en el eje somatotropo de la rata macho normal
tras la administraciéon de GHRH durante una semana podria justificarse tante por la
brevedad del periodo de tratamiento como por la utilizaciéon de una dosis de GHRH
no muy alta. Sin embargo, en diversos trabajos de nuestro grupo (Tresguerres y cols
1994 y 1995, Pérez-Romero y cols 1995), y de otros (Rogers y cols 1988)
administrando dosis suprafisioldégicas de GH a largo plazo en ratas machos en la
etapa puberal, tampoco se logré potenciacion alguna del crecimiento. Todo esto
parece indicar que en este periodo el crecimiento en la rata macho normal es méximo
y el funcionamiento del eje somatotropo no puede ser aumentado de forma
significativa con GH o GHRH. De acuerdo con esta teoria, Maiter y cols (1990}
describen un incremento del peso corporal en ratas machos con tumores secretores

de GH pero unicamente en ratas adultas (100 dias de vida).
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1.2. ESTUDIOS EN LA RATA MACHO DEFICITARIA EN GH.

Tras los datos poco concluyentes obtenidos en la rata macho normal tras la
administracion de GHRH durante una semana, para el segund& experimento se
utilizaron ratas del mismo sexo deficitarias en GH por tratamiento néonatal con GMS
(ratas GMS). .

La administracion neonatal de este farmaco provocd una disminucién
significativa del contenido hipofisario de GH, de los niveles piasméticl:os de GH e IGF-I
y del peso corporal. Estas alteraciones también han sido descritas por otros autores
en este modelo animal deficitario en GH (Redding y cols 1971, Bakke y cols 1978,
Millard y cols 1982, Katakami y cols 1984, Slama y cols 1993). Por otro lado, el
contenido hipotalamico de SS y la concentracion hipofisaria de GH por mg de
proteina no fueron significativamente diferentes a los de los animales controles.

Toda esta serie de cambios en el eje somatotropo tras la administracién de
GMS en la etapa neonatal son consecuencia de la destruccién de las neuronas
GHRH-érgicas del nlcleo arcuato, lo que provoca un descenso dréstico tanto del
contenido hipotalédmico de GHRH como de los niveles circulantes de dicha hormona
en la proximidad de las células somatotropas, disminuyendo asi la estimulacion de la

sintesis y secrecién de GH en la hipéfisis.

1.2.1. Contenido hipotaldmico de SS.

Existen datos contradictorios en cuanto al contenido de SS' en el hipotalamo
de ratas tratadas con GMS. Terry y cols (1981) describen ‘reduccién de la
concentracion de SS en el hipotdlamo mediobasal, pero no en el area preéptica.
Nuestro datos, por el contrario, estan mas de acuerdo con los obtenidos por Nemeroff
y cols (1977), Corder y cols (1990), Maiter y cols (1991) y Arce y cols (1995), que no
obtuvieron diferencias en este parametro entre los animales GMS y los normales. La
ausencia de dafios producidos por el GMS sobre ias neuronas productoras de SS
tanto en el nicleo arcuato (Bloch y cols 1984) como en el ntcleo periventricutar
(Slama y cols 1993), en la que se encuentra la mayor concentracion de neuronas
somatostatinérgicas, apoyarian nuestras observaciones. . .

Al igual que en el caso de la rata macho normal, en los animales GMS el
contenido hipotaldmico de SS no se vié alterado tras la adminis;racién de GHRH,
posiblemente debido a que la concentracion de dicho péptido en elfhipotélamo no fue
la 6ptima para alterar a actividad normal de las neuronas productoras de SS.
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1.2.2. Contenido hipofisario y niveles circulantes de GH.

Como ya hemos dicho, el tratamiento neonatal con GMS produjo un descenso
significativo tanto en el contenido hipofisario como en los niveles circulantes de GH.

En lo que se refiere a la concentracién hipofisaria de GH por mg de proteina,
el tratamiento con GMS produjo un ligero descenso en este parametro aunque no de
forma significativa, tal y como describen otros autores (Dada y cols 1984, Maiter y
cols 1991, Wakabayashi y cols 1986). Esta situaciéon se debié a que en este tipo de
animal deficitario en GH, el menor contenido de GH en la hipéfisis se vié compensado
con unos niveles de proteinas también disminuidos significativamente (0.78+0.04 mg
proteinas en los animales normales vs 0.43+0.047 mg proteinas en el animal tratado
neonatalmente con GMS, p<0.05). No obstante, Terry y cols (1981) y Slama y cols
(1993) observaron una concentracion hipofisaria de GH por mg de proteina o por mg
de tejido significativamente menor en los animales GMS respecto a los animales
normales no deficitarios en GH, lo que podria sugerir un mayor descenso en el
contenido hipofisario de GH como consecuencia de una accidn mas drastica del GMS
en los animales utilizados por estos dos autores que en los de nuestro estudio.

Ninguna de las pautas de administracién de GHRH estimuld significativamente
la liberacién de GH, al igual que vieron Kovacs y cols (1996a). No obstante, tras la
administracién pulsatil de GHRH en dias alternos se consiguié un ligero aumento de
los niveles circulantes de GH, pero en cualquier caso esta respuesta fue minima. Esto
indicaria que la rata macho tratada con GMS, aunque mantiene la capacidad de
respuesta a la GHRH, lo hace en menor medida que la rata macho normal debido a la
existencia de menos GH almacenada y susceptible de ser liberada en la hipofisis de
estos animales, al igual que describen otros autores como Wakabayashi y cols
(1986), Cella y cols (1990) y Maiter y cols (1991).

Ni la administracién pulsatil ni la continua de GHRH afectaron a la sintesis de
GH en la hipéfisis de los animales deficientes en GH por tratamiento neonatal con
GMS. Estos datos concuerdan con los resultados de Clark y cols (1985) y Hu y cols
{1993) trabajando con ratas de la misma edad y del mismo tipo que la nuestras. Arce
y cols (1995) si observaron un efecto positivo de la GHRH sobre la sintesis de GH en
ratas GMS de 3 meses de vida, lo que podria indicar que la respuesta a la
administracién de GHRH en !a rata macho GMS es dependiente de la edad del

animal, al igual que vimos en la rata macho normal.
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1.2.3. Niveles plasmaticos de IGF-I e incremento ponderal.

Tras una semana de tratamiento con GHRH en la rata macho GMS, no se
modificaron significativamente ni los niveles circulantes de IGF-{ ni el incremento
ponderal, respecto a los animales tratados con GMS que no recibieron GHRH. Hu y
cols (1993) tampoco encontraron aumento en los niveles de IGF-l en plasma tras
administrar GHRH durante una semana a ratas deficitarias en GH del mismo tipo que
las nuestras. |

Las inyecciones diarias de GHRH fueron, en nuestro cas:o, la forma mas
eficaz de incrementar el peso, tal y como vieron Robinson y Clark (1987) y Clark y
cols (1985) tras administrar GHRH de forma pulsétil en animales GMS. Sin embargo,
en ambos trabajos, la ganancia de peso si llegd a ser significativamente mayor que
en el animal GMS sin tratar con GHRH, posiblemente debido a que la administracion
del péptido llevado a cabo por estos autores (cada 3 h) fue méas parecido al patron
endbgeno de secrecion de GHRH que en nuestro caso. Ademas, Clark y cols
realizaron e! tratamiento durante 12 dias, mientras que nuestro estudio durd
Unicamente una semana, por lo que este factor también ha de ser tenido en cuenta,
ya que tal y como Kovacs y cols (1996a) sugieren, parece que la secrecion de GH en
un animal sometido a bajas concentraciones de GHRH durante Iérgo tiempo, tal y
como ocurre en la rata GMS, podria necesitar mucho tiempo para recuperarse.
Volviendo a nuestro estudio, aunque la administracién pulsatii de GHRH produjo
aumento en la ganancia ponderal, no se alcanzd el peso del animal normal no
deficitario en GH. '

El escaso éxito obtenido tras administrar GHRH en la rata macho tratada
neonatalmente con GMS, en cuanto a restaurar el normal funcionamiento del eje
somatotropo y el crecimiento, parece indicar que la GHRH es necesaria durante la
etapa neonatal para garantizar un perfecto funcionamientd de dicho eje
posteriormente en la rata adulta. Esta teoria estaria de acuerdo !con el trabajo de
Cella y cols (1990) en el que tras deprivar transitoriamente de GHRH a ratas machos
durante los 10 primeros dias de vida mediante anticuerpos anti-GHRH observaron
descenso en los niveles plasmaéticos e hipofisarios de GH y retraso. en el crecimiento
en el animal adulto. También Hu y cols (1993) y Wakabayashi y colé (1986) proponen
la existencia de alteraciones irreversibles en la célula somatotropa de la rata GMS
que no pueden ser subsanadas por la administracion exégena de GH o GHRH. Clark
y cols (1985) sugieren la necesidad de un sistema hipotélamo—hipofisaﬁo intacto para

que la GHRH haga efecto en las células somatotropas.
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2. ESTUDIO DE LA ADMINISTRACION DE GHRH Y SS EN LA
RATA HEMBRA.

2.1. ESTUDIOS EN LA RATA HEMBRA NORMAL.

Como acabamos de ver, ni la rata macho normal ni la deficitaria en GH
resultaron ser un modelo adecuado para el estudio del eje somatotropo. Ante la
existencia de varios trabajos en los que se demostraba que la rata hembra normal
respondia a la administracién prolongada de GH (Tresguerres y cols 1994,
Aspenberg y cols 1985), decidimos proseguir nuestras investigaciones sobre la
administracién de GHRH y SS utilizando este nuevo modelo animal.

2.1.1. Contenido hipotalamico de SS.

El tratamiento de forma pulsatil con GHRH durante 19 dias en ratas hembras
produjo un descenso en el contenido hipotalamico de S8, sugiriendo una acciéon
estimulante de la GHRH sobre la liberacién de SS. Los trabajos de Aguila y Mc Cann
(1988) in vitro y los de Katakami y cols (1986a) y Mitsugi y cols (1990) in vivo también
demuestran que la GHRH estimula la liberacion de SS, apoyando nuestros
resultados. Este efecto parece ser dependiente de la dosis de GHRH administrada,
ya que la disminucion en el contenido hipotalamico de S8 fue mayor tras la infusidn
diaria de 1.2 mg (grupoc 4 GHRH: 4 inyecciones diarias de 300 pgfinyecion) que
después de administrar 600 ng de GHRH (grupo GHRH: 2 inyecciones diarias de
300 ugfinyeccion).

Cuando las inyecciones de GHRH se altemaron con inyecciones de SS, ésta
reverti6 el efecto producido por la primera, resultando un contenido hipotalamico de
SS similar al del animal control. Asi, la liberacion de SS provocada por la GHRH se
vié compensada con una inhibicién del proceso llevada a cabo por la §S exdgena.
Richardson y Twente (1986) observaron que !a adicion de SS a células hipotalamicas
en cultivo disminuia la liberacién de dicha hormona al medio, sugiriendo una accién
inhibitoria de la SS sobre su propia liberacién, en consonancia con nuestros datos.

Por otro lado, la infusién continua de 600 pg de GHRH/dia durante 21 dias
mediante un pellet de liberacién lenta no aiteré el contenido hipotalamico de SS, tal
vez porque no se consiguid una concentracién suficiente de GHRH como para
modificar la tasa de secrecion de las neuronas somatostatinérgicas. Esta misma
situacién se mantuvo tras el tratamiento combinado de GHRH con SS. Cémo veiamos
anteriormente, la administracién de la misma dosis de GHRH pero de forma pulsatil si
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produjo un descenso en el contenido hipotalamico de S8, por lo q;.se parece que la
forma de administracion de GHRH también intervino en el efecto de dicho péptido a
nivel hipotalamico. ‘

En cuanto a la SS, la infusién de dicho péptido en forma de 4 inyecciones
diarias provocé una disminucién significativa en el contenido hipotalamico de esta
hormona. Esta situacién podria ser consecuencia de la accidn negativa de la SS
sobre su propia sintesis y secrecién. Asi, los altos niveles de SS alcanzados en las
proximidades de las células somatostatinérgicas serian capaces de inhibir la sintesis
de dicha hormona, ademéas de oponerse también a su liberacion tal y como ya han
descrito otros autores (Lumpkin y cols 1981, Richardson y Twente 1986).

La presencia de unos niveles plasmaticos de GH disminuidos tras la
administracién pulséatil diaria y a largo plazo de 1.2 mg de GHRH o de 400 pg de S§S
(ver apartado siguiente) también podrian contribuir al descenso .en el contenido
hipotalamico de SS que se observé tras ambos tratamientos. Tal y como varios
autores proponen, la concentracion hipotalamica de SS es dependiehte de los niveles
circulantes de GH. Unos niveles bajos de GH en plasma no son capaces de mantener
el circuito de retroalimentaciéon de asa corta que la GH realiza a ni;vel hipotalamico,
estimulando la sintesis y liberacion de SS, con lo que a largo plazo se produciria una
disminucién en el contenido hipotaldmico de dicho péptido. Patel (1979), Berelowitz y
cols (1981) y Rogers y cols (1988) observan un descenso de la concentracion de SS
en el hipotilamo de ratas deficientes en GH, en la misma medida que en ratas
hipofisectomizadas o en ratas tratadas con anticuerpos anti-GH. Ademas, estos

autores demuestran que esta situacion puede revertir tras la administracion de GH.

2.1.2. Contenido hipofisario y niveles plasméticos de GH.

La administracién_pulséatil de 600 ug de GHRH al dia mediante 2 inyecciones
s.c. no modificd significativamente ni los niveles plasmaticos ni el contenido
hipofisario de GH. En el trabajo de Clark y cols (1985), fa administracion pulsétil de
GHRH cada 3 h provocd un aumento en el contenido hipofisario de GH y Hu y cols
(1993) observaron estimulacién tanto de la sintesis como de la secrecion de GH
después de 7 dias de tratamiento con inyecciones de GHRH también cada 3 h. Asi,
parece que en nuestro experimento el patrén de administracion de GHRH no
consiguié que se alcanzaran los niveles plasmaticos de este péptido necesarios para
provocar cambios en la dindmica de sintesis y secrecion de las célutas somatotropas
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0 en caso de producirse fueron de forma transitoria, tal y como proponen Gonzalez y
cols (1989) tras administracién de GHRH durante 20 dias.

Por ofro lado, tras la administracion puisati de GHRH en altas dosis
(1.2 mg/dia) se produjo un incremento significativo de peso, como mas adelante
veremos, pero sin embarge en el momento del sacrificio 1os niveles plasmaticos de
GH se encontraban disminuidos. Esto podria sugerir que, aunque la GHRH podria
haber estado actuando positivamente sobre la sintesis y secrecion de GH a lo largo
del experimento de tal forma que ésta fuera la responsable Gitima del aumento de
peso, la SS liberada desde el hipotdlamo por acciéon de la GHRH, tal y como
exponiamos en el punto anterior, también se encontraba funcionanado en la hip&fisis
contrarrestando los efectos de la GHRH.

En el grupo en el que la administracién pulsatii de GHRH se acompafié con
inyecciones de SS (grupos GHRH 3+SS 2 y GHRH+SS), los niveles plasmaticos de
GH aparecieron disminuidos, al igual que tras el tratamiento solo con $S. Esta
situacién es indicativa de la inhibicién de la secrecion de GH que ejercieron tanto el
Somiatén como el Sandostatin, puesto que ambos péptidos fueron administrados 2 h
antes de tomarse la sangre por decapitacion. Este efecto de la SS también ha sido
descrito por otros autores (Lumpkin y cols 1981, Murakami y cols 1987, Tumer y
Tannenbaum 1995).

La administracién de GHRH de forma continua durante 21 dias produjo un
aumento tanto de la concentracion hipofisaria de GH por mg de proteina como de los
niveles plasmaticos de GH, aunque el efecto sdlo fue significativo en este uditimo
parametro. Asi, la GHRH infundida de forma continua en ia rata hembra normal activé
la sintesis y secrecion de GH en las células somatotropas. Nuestros datos no
concuerdan con los de Clark y cols (1985), puesto que estos autores no encontraron
ninglin cambio en el contenido hipofisario de GH tras infusién continua de GHRH
durante 12 dias en ratas hembras. Tanto la dosis de GHRH administrada por
nosotros como el perido de tratamiento fueron mayores en nuestro estudio, lo que
podria explicar estas discrepancias.

Cuando ademas de la infusidn continua de GHRH se inyectd SS, el contenido
hipofisario y los niveles plasmaticos de GH fueron similares a los del animal control.
Asi, Ia 8S se opuso a la accién estimuladora de la GHRH tanto sobre la sintesis como
sobre la liberacién de GH.

La accién inhibitoria de la SS sobre la secrecidon de GH esta en consonancia
con los trabajos de Tannenbaum y Ling (1984) y Clark y cols (1988a) que describen
como la SS atenula la accién estimulante de la GHRH a nivel hipofisario. En cuanto al
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efecto de la SS sobre la sintesis de GH, nuestro trabajo apoya la accion negativa de
este péptido hipotaladmico sobre dicho proceso, tal y como proponen Devesa y
Tresguerres (1996). No obstante, otros autores opinan que ia SS no juega ningun
papel sobre la biosintesis de GH (Barinaga y cols 1985, Fukata y cols 1885).

lgual que ocurria en la rata macho, tras el tratamiento a largo plazo con GHRH
de forma pulsatil o continua, no se produjo vaciamiento hipofisario de GH. Esta
situacion de nuevo confirma la capacidad de la hipéfisis de la rata para adaptarse a la
presencia de unos niveles circulantes elevados de GHRH, como Ioé alcanzados tras
la administracién de dosis de GHRH de hasta 1.2 mg/dia. Nuestra teoria también se
apoya en ios trabajos de Bowers y cols (1984) y Gonzalez y cols (1989), en los que
se describe el mantenimiento de la respuesta a GHRH sin desf:enso en la GH
acumulada en la hipéfisis después de infusion de dicho péptido a Iargo plazo en ratas
hembras normaies. '

Por otro iado, Hu y cols {(1993) observan un contenido hipofisario de GH
inferior al de los animales controles después de 7 dias de tratamiento con GHRH,
debido a una estimulacioén desigual de los procesos de sintesis y secrecion de GH,
predominando este segundo sobre el primero. Esto podria indicar que tanto en
nuestro estudio como en los de Bowers y cols (1984) y Gonzalez y cols {1989) no se
produjo tal desequilibrio en la dinamica de sintesis y secrecion de la célula
somatotropa tras el tratamiento crénico con GHRH.

De igual forma, tras el tratamiento con SS a largo plazo los animales
mantuvieron la respuesta a dicho tratamiento durante todo el estudio, como o
demuestran unos valores plasmaticos de GH disminuidos a las 2 h de la inyeccion del
péptido tras 19 dias de tratamiento. Turner y Tannenbaum (1995) y Tzanela y cols
(1996) tampoco observaron desensibilizacién tras administracién crénica de SS. Es
mas, Turner y Tannenbaum describen un aumento de la respuesfa a la GHRH en
ratas hembras tratadas previamente con 88, y Clark y cols (1988a) exponen un
aumento del contenido hipofisaric de GH tras tratamiento con SS de forma pulsatil
durante 10 dias, lo que apoyaria nuestra hipétesis respecto al papel de la SS como
hormona *“sensibilizadora™ o previsora de la desensibilizacion, y responsable de la
adaptacién de la hipofisis a la estimulacién prolongada con GHRI—{. La ausencia de
desensibilizacion debida a la administracién de SS a largo plazo también aparece
respaldada por la efectividad del Octrectide disminuyendo la GH plasmatica en
individuos acromegalicos tratados durante 3 afios (Lamberts y cols 1987, Newman y
cols 1995).
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2.1.3. Niveles plasmaticos de GH tras estimulo agudo con GHRH.

En el experimento 5, ni el grupo Control, ni los tratados con GHRH de forma
continua s6lo o con inyecciones de SS, mostraron un incremento plasmatico de GH
en respuesta a la inyeccion de GHRH, posiblemente como consecuencia de la
inhibicién de la secrecion de GH debida al estrés al que fueron sometidos los
animales. Krulich y cols (1974) observaron como el manejo del animal, el cambio de
ambiente desde el animalario hasta el quiréfano, y sobre todo la exposicion a la
anestesia por éter producen una inhibicién de la liberacion hipofisaria de GH.

Hay trabajos en los que se sugiere que el descenso de los niveles plasmaticos
de GH producido por el estrés agudo es debido a un aumento de la liberacién de SS
(Terry y cols 1976, Benyassi y cols 1992). Asi, la ligera respuesta al estimulo agudo
con GHRH en la rata hembra tratada crénicamente de forma continua con dicho
péptido hipotalamico, podria indicar la existencia en estos animales de unos niveles
circulantes de GHRH elevados, capaces de neutralizar y superar la acciéon de la SS
liberada tras el estrés. Esta hipotesis se ve corroborada por la atenuacién de dicha
respuesta tras la administracién crénica conjunta de GHRH y SS.

2.1.4. Niveles circulantes de IGF-1.

Ninguno de los tratamientos lievados a cabo con GHRH y/o SS fue capaz de
modificar los niveles plasmaticos de IGF-l, pese a las alteraciones ya comentadas en
los niveles circulantes de GH, lo que podria indicar que tampoco en esta ocasion se
alterd el patron pulsatii de GH en la rata hembra, tal y como ocurria con la rata
macho. Tampoco Kovacs y cols (1996a) consiguieron alterar los niveles ptasmaticos
de IGF-I tras inyecciones del andlogo de GHRH JI-38 durante 14 dias.

Por otro tado, Groesbeck y cols (1987) administrando GH y Hu y cols (1993)
infundiendoe GHRH de forma pulsatil si observaron un aumento en los niveles
plasmaticos de IGF-I. En el trabajo de Groesbeck y cols se comenta la existencia de
una posible limitacién en ratas puberales en comparacién con ratas adultas y viejas,
en cuanto a producir cambios en los niveles circulantes de IGF-l tras inyecciones de
GH. Esta circunstancia apunta de nuevo la dificultad en cuanto a alterar el eje
somatotropo en la etapa puberal, y mas concretamente el aumento de IGF-1 que tiene
lugar en la rata durante este periodo (Handelsman y cols 1987) en el que nosotros
estamos trabajando, tal y como vimos en los estudios realizados con la rata macho.
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2.1.5. Crecimiento.
*+ Peso.

La administracion de GHRH durante 19 dias aumentd el peso corporal. Este
efecto de la GHRH parece ser dependiente de la dosis, ya que 600 pg/dia
administrados en forma de inyecciones o mediante pellet de ‘liberacion lenta,
Ginicamente produjeron un aumento de peso muy ligero, mientras que el incremento
fue significativo cuando la dosis inyectada fue de 1.2 mg/dia. En consonancia con
esto, Gonzalez y cols (1989) no consiguieron aumentar el peso corporal de ratas
hembras tratadas durante 10 dias con una dosis diez veces inferior a la nuestra.

Con la dosis de 600 ng GHRH/dia se produjo el mismo incremento medio de
peso independientemente de si se hizo de forma pulsatil o continua (3.75 g/dia en el
grupo Control, 4.11g/dia tras inyeccicnes de GHRH y 4.15 g/dia tras la administracion
continua de éste). En ningtin caso el efecto fue significativo, y aunque la forma de
administracion de GHRH es un factor que parece influir en la accién de este péptido
sobre el crecimiento (Robinson y Clark 1987), a la vista de nuestros resultados no
podemos concluir nada este respecto. No obstante, Clark y cols (1985) empleando
una misma de dosis de GHRH de forma pulsatil y continua, sélo obtuvieron aumento
del peso corporal tras la administraciéon pulsatil. Esta mayor efectividad de ila
administracién pulsatil en comparacién con la continua ha sido también sugerida por
otros autores inyectando GH a ratas hipofisectomizadas (Robinson y,Clark 1987).

El presente experimento y el de Clark y cols {(1885) indican la posibilidad de
incrementar el peso corporal administrando GHRH durante largo tiempo en la rata
hembra durante la etapa puberal, con lo que dicho modelo animal podria ser mejor
que la rata macho para el estudio de la regulacion del eje somatotropo a largo plazo.

El efecto que acabamos de comentar de la GHRH sobre el peso corporal no
varié cuando se administré conjuntamente con SS. Tampoco la 8S administrada de
forma Gnica produjo cambios en el peso corporal respecto a los animales controles, al
igual que vieron Spencer y Hallet (1985) tratando a ratas hembras con SS de forma
continua durante 2 semanas. Los altos niveles circulantes de éS presentes en
ratones transgénicos para esta hormona, con un peso corporal similar al def animal
normal también apoyan nuestros datos. Clark y cols (1988b) infundiendo SS de forma
intermitente (periodos de administracién continua del péptido alternandose con
periodos de interrupcion de ésta) observaron un aumento del pesd corporal, lo que
apoyaria alin mas el papel positivo de la SS en la secrecién de GH y el proceso de

crecimiento.

139



Discusién

* Longitud tibial.

En lo que se refiere a la longitud tibial, valorada ésta por micrecknemometria, la
administracion continua de GHRH no incrementé significativamente la longitud tibial,
tal y como vieron Clark y cols (1985). Tampoco Kovacs y cols (1996a) encontraron
alteraciones en la longitud tibial en ratas hembras tratadas con inyecciones del
analogo de GHRH JI-38 durante dos semanas.

De igual forma, la administracién conjunta de GHRH, infundido de forma
continua, e inyecciones de SS, no modificé tampoco la longitud de la tibia.

En el trabajos de Robinson y Clark {1987) se propone que el incremento en la
longitud tibial observado tras tratamiento prolongado de forma pulsatil con GHRH en
la rata hembra, es debida a “masculinizaciéon’ del patrén de secrecién de GH en este
animal, circunstancia que no habria ocurrido en nuestro estudic administrando GHRH
de forma continua. En relacién con esto, Edén (1979) y Jansson y cols (1985b)
muestran como el patron de secrecion de GH en [a rata macho normal parece ser el
mas efectivo a nivel de crecimiento.

Tanto en trabajos de nuestro grupo (Tresguerres y cols 1994, Rol de Lama y
cols 1997) como en los de otros autores (Aspenberg y cols 1985), se muestra como
en la rata hembra normal en la etapa puberal se puede aumentar la longitud tibial y el
peso corporal cuando se administran inyecciones de GH durante largo tiempo. Este
hecho corroboraria nuestra hipotesis de que la rata hembra parece ser un animal mas
apropiado para el estudio de la regulacién del eje somatotropo a largo plazo. Asi, el
incremento en el peso corporal observado en nuestro estudio tras la infusién puisatil
de GHRH en altas dosis también pudo ir acompafiado de modificaciones en el

cartilago de crecimiento, y por lo tanto, en la longitud tibial.
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2.2. ESTUDIOS EN LA RATA HEMBRA DEFICITARIA EN GH.

En vista de que la rata hembra parecia responder mejor '_que el macho a
nuestros tratamientos con GHRH y SS, se procedid a estudiar el cofmportamiento de
ratas hembras deficientes en GH por tratamiento neonatal con GMS (ratas GMS) ante
la administracién de ambos péptidos. ‘

Al igual que en la rata macho, la administracion de GMSj durante los 10
primeros dias de vida en ratas hembras produjo un descenso significétivo del peso de
la hipofisis, del contenido hipofisario de GH, de los niveles plasmaticos de GH e IGF-I,
del peso corporal y de la longitud tibial, en consonancia con Iés resultados de
Nemeroff y cols (1977), Dada y cols (1984), Wakabayashi y cols (1986}, y Kubota y
cols (1994). f
2.2.1. Contenido hipotaldmico de SS. :

Tras la administracién neonatal de GMS, el contenido hipotalamico de SS no
varié significativamente respecto al del animal normal, al igual que dbservaron Maiter
y cols (1991) en el mismo modelo animal deficitario en GH y, nosotros en el
experimento 2 realizado en ratas machos GMS. Esta situacion esta en consonancia
con los trabajos de Bloch y cols (1984) y Slama y cols (1993), en los que se describe
una accion especifica y selectiva del GMS sobre las neuronas GHRH—érgicas del
nucleo arcuato. :

Cuando se infundidé GHRH tanto de forma pulsatil como;continua, no se
modificé el contenido hipotalamico de SS, al igual que sucedié en la rata macho
GMS. Esta situacién indicaria, de nuevo, la ausencia de aiteracionés en la dinamica
de sintesis y secrecion de las neuronas somatostatinérgicas tras la administracion de
GHRH.

Tampoco la administracién continua de GHRH combinada con inyecciones de

S8 alterd el contenido hipotalamico de SS.

2.2.2. Contenido hipofisario y niveles plasmaticos de GH. i

Aunque como comentabamos anteriormente el GMS dismin:uyé el contenido
hipofisario de GH, la concentracién de GH en la glandula por mg de’proteina no varié
significativamente respecto a la del animal normal, ya que el GMS tafmbién produjo un
descenso significativo en el contenido total de proteinas hipoﬁsariaé (1.240.07 mg en
el animal normal y 0.66+0.05 en e! tratado con GMS, p<0.05). Esté circunstancia se

vi6 corroborada por un peso hipofisario también significativamente :menor que el del

141



Discusion

animal normal no deficiente en GH. Dada y cols (1984), Wakabayashi y cols (1986) y
Maiter y cols (1991) también encontraron, en ratas GMS, una concentracién
hipofisaria de GH por mg de proteina igual a la del animal normal.

Cuando la GHRH se administré de forma pulsatil durante 36 dias, se observd
un aumento del contenido hipofisario de GH sin que se alterasen sus niveles
plasmaticos, al igual que vieron Robinson y Clark (1987) y Kovacs y cols (1995,
1896a). Segan esto, podriamos sugerir que la rata hembra deficitaria en GH por
tratamiento neonatal con GMS conserva la capacidad de sintesis de GH, puesto que
dicho proceso se estimulé normalmente cuando se administraron inyecciones de
GHRH. E! aumento significativo en el contenido de proteinas totales en las hipéfisis
de los animales GMS tratados con GHRH respecto al animal GMS sin este
tratamiento (0.88+0.06 mg en el grupo GMS-GHRH y 0.66+0.05 mg en el grupo GMS,
p<0.05) confirman este hecho.

La infusién continua de GHRH sblo o combinado con inyecciones diarias de
SS, durante 21 dias, no fue capaz de modificar ni el contenido hipofisario ni los
niveles circulantes de GH, al igual que habian visto Robinson y Clark (1987} y Kovacs
y cols (1995).

Puesto que se activé la sintesis hipofisaria de GH cuando se infundié de forma
pulsatil una dosis diaria de GHRH tres veces menor que de forma continua (200 pg
de forma pulsatil vs 600 pg continua), parece ser que dicho proceso es mas
dependiente de la forma de administracién del péptido que de la dosis total utilizada.
Esto podria deberse a que {a concentracion instantdnea de GHRH que se alcanzd a
nivel de la hipdfisis fue mayor tras las inyecciones (200 pgfinyeccion) que tras la
infusion continua (0.4 pg/minuto). No obstante, el tratamiento pulsatil se realizé
durante 36 dias, mientras que la infusién continua duré 21 dias, circunstancia que
también pudo influir en la distinta respuesta de la célula somatotropa ante la
administracibn de GHRH. En consonancia con nuestros datos, Robinson y Clark
(1987) observaron un aumento del contenido hipofisario de GH después del
tratamiento con GHRH de forma pulsatil, pero no tras la infusién continua de la misma

dosis del péptido en ratas GMS.
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2.2.3. Respuesta a Ia estimulacién aguda con GHRH. ;

Los animales GMS sin tratamiento con GHRH o GHRH+SS aumentaron los
niveles plasmaticos de GH en respuesta al estimulo agude con GHRH, indicando
claramente que pese a ser animales deficitarios en GH mantieneni la capacidad de
responder a estimulos que inciden directamente sobre la célula sdmatotropa, como
por ejemplo la GHRH. También Millar y cols (1982), Wakabayashi y cols (1986) y
Kovacs y cols (1995, 1996a) observaron respuesta a la inyeccion dfe GHRH en ratas
tratadas neonatalmente con GMS. '

La aparicién de esta respuesta demuestra que las células ‘:somatotropas de
estos animales tienen receptores para GHRH, aunque como demtilestran Kovacs y
cols (1996a) en menor nimero que las células de los animales normales no
deficitarios en GH. Puesto que se ha demostrado que la GHRH reéula la expresion
de su propio receptor en la hipdfisis (Takahashi y cols 1995, Horikawa y cols 1996), la
presencia de receptores para GHRH en las céluias somatotropas dje estos animales
indicaria que en la rata GMS existen unos niveles circulantes de GH:RH minimos pero
suficientes para mantener algunos de los receptores para efl citado péptido
hipotatamico. Merchentaler y cols {1984) indican que el GMS no !Iegia a destruir todas
la neuronas GHRH-érgicas del nicleo arcuato, y ademds detectan produccién de
GHRH en otros nucleos hipotalamicos diferentes del arcuato, apoyfando aln mas la
existencia de GHRH en la hipéfisis de los animales GMS.

Tal y como decilamos cuando analizabamos la respuesta afl estimulo agudo
con GHRH en fa rata hembra normal, la anestesia con éter es una situacion
estresante para la rata, que produce inhibicién de la secrecién hipofisaria de GH, lo
que podria explicar por qué tampoco se observo el esperado aumehto en los niveles
plasmaticos de GH tras la inyeccion de GHRH en los grupos GTMS tratados con
GHRH o con GHRH+SS. Si aceptamos que, en la rata, la inhibiciéh de la liberacion
de GH debida al estrés agudo es dependiente de la secrecién de SS (Terry y cols
1976, Benyassi y cols 1992), la respuesta a la estimulacion éguda de GHRH
observada en los animales GMS sin tratamiento podria indicar qué la SS circulante
tiene menos efecto en este modelo animal. '

En relacién con la teoria que acabamos de proponer, Wehrenberg y cols
(1984b) y Kovacs y cols (1996a) proponen la existencia, en ratas GMS, de unos
niveles circulantes disminuidos de SS respecto a los del animal normal, como
resultado de un descenso en los niveles plasmaticos de GH e IGF-I. Cella y cols
(1990) describen un descenso en el nimero de receptores para SS;en la hipéfisis de
animales deficitarios en GH por tratamiento neonatal con anticuerpo anti-GHRH. Sin
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embargo, Arce y cols (1995) indican que a la hipdfisis de los animales GMS llega la
misma cantidad de SS que en el animal normal tras una inyeccién de GHRH.

Por otro lado, también la existencia de un aumento en la sensibilidad a la
GHRH en los animales GMS, al haber estado deprivados de dicho péptido durante
largo tiempo, podria justificar la respuesta del grupc GMS. Tanto el trabajo de Spinedi
y cols {1984) in vitro, en el que se describe una respuesta aumentada a LHRH y CRH
en las células hipofisarias de animales GMS, como el de Kovacs y cols (1996a),
donde se describe una mayor afinidad de los receptores para GHRH en la hipéfisis de
los animales tratados neonataimente con GMS, estan en consonancia con este

hecho.

2.2.4. Niveles plasmaticos de IGF-I.

Ni el tratamiento pulsatil con GHRH ni la administracién de GHRH de forma
continua solo ¢ con SS fueron capaces de alterar los niveles plasmaticos de IGF-1 de
los animales GMS.

Los datos de la literatura son muy dispares respecto a los niveles circulantes
de IGF- tras tratamiento con GHRH a largo plazo en ratas GMS. Asi, mientras que
Hu y cols (1993) no observaron alteraciones en este parametro tras tratamiento con
GHRH, Kovacs y cols (1996a) si describen niveles plasmaticos elevados de IGF-{ tras
la administracién de un analogo muy potente de GHRH. Los animales utilizados en
nuestro estudio estaban en plena etapa puberal y aunque el GMS atenua el aumento
de IGF-1 que se produce en este periodo (Handelsman y cols 1987), parece que dicho
incremento tampoco pudo ser potenciado por los péptidos que administramos.

2.2.5. Crecimiento.
* Peso.

L.a administracion de GHRH de forma pulsatil o continua, esta tltima ya sea
s6la como con SS, no produjo ninguna ganancia de peso ni a la semana ni a los 21
dias de tratamiento. Sin embargo, cuando el tratamiento de forma pulsatil se prolongé
durante 5 semanas, se observé un incremento de peso significativamente mayor
respecto al del animal GMS sin tratar con GHRH. Esta accion de la GHRH
dependiente de la duracién del tratamiento confirma el hecho que ya comentabamos
en la rata macho GMS, y es que la recuperaciéon del eje somatotropo en animales
deprivados de GHRH durante mucho tiempo, como los animales GMS, necesitaria de
la administracién de GHRH por periodos de tiempo muy largos (Kovacs y cols 1996a).
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*Longitud. :

El efecto de las inyecciones de GHRH aumentando el peso corporal tras el
tratamiento durante 5§ semanas no se manifesté de igual forma en: ta longitud tibial.
Los trabajos de Kovacs y cols (1995, 1996a) administrando anélodos muy potentes
de GHRH a ratas hembras GMS de la misma edad que las nuestras muestran
incremento tanto de peso corporal como de fa longitud de ia tibia, ;alcanzéndose en
ambos pardmetros valores similares a los del animal no deficiente en GH. Esta
recuperacion total del crecimiento contrasta con la ausencia-de la misma en nuestros
estudios administrando GHRH 1-29, circunstancia que podria dekj)erse a fa mayor
afinidad del anélogo por et receptor de GHRH y una menor degrédacién-de dicho
farmaco en comparacién con el péptido utilizado por nosotros (Izdebski y cols 1995).

Por otro lado, Robinson y Clark (1987) observaron aumentq de peso y de la
longitud de ia tibia tras administrar GHRH en ratas hembras GMS viejas, lo que
indicaria que, en la rata hembra deficitaria en GH, el tratamiento con GHRH es
dependiente de la etapa durante la cual se administre el citado ﬁéptido, siendo la
etapa puberal un periodo en el que el eje somatotropo es diﬁcilm'ente modificable,

como ya vimos en la rata macho.

3. ESTUDIO DE LA ADMINISTRACION DE GHRH Y SS EN
CORDEROS. '

Una vez realizado el estudio del eje somatotropo y del proceéo de crecimiento
en la rata, y tras observar que este animal presentaba una serie t:fe limitaciones en
cuanto al estudio de dicho proceso, el siguiente paso en nuestras investigaciones fue
ver la respuesta a la administracion de GHRH y SS en otro animal que no presentase
tales caracteristicas, escogiéndose el cordero, del que existian algunos estudios de
crecimiento debido a su interés en el campo de la ganaderia {Godfredson y cols
1990, Beermann y cols 1990). |

!
3.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE GHRH.
Como consecuencia de la administracion de GHRH tanto de forma pulsatil
como continua, el contenido hipotalamico de GHRH aumentd resp:ecto al del grupo

control, pero en ninguno de los casos de forma significativa. Esté acumulacién de
GHRH en el hipotalamo reflejaria la accién negativa que produjo la GHRH
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administrada sobre su propia liberacion. Este mismo efecto también ha sido
observado infundiendo GHRH de forma i.c.v. en ratas {Lumpkin y cols 1985).

Ademds, la GH plasmatica se encontraba aumentada tras las inyecciones de
GHRH, como veremos en el siguiente apartado, con lo que también esta hormona
podria actuar a nivel de las células productoras de GHRH inhibiendo la liberacion de
este péptido, puesto que éste es uno de los mecanismos de control que intervienen
en la regulacidn de la secrecién de GH (retroalimentaciéon de asa corta). De acuerdo
con esta teoria figuran los trabajos de Clark y cols (1988a) y Leidy y cols {1990) en
los que tras administrar GH observaron un aumento en el contenido hipotalamico de
GHRH. En esta misma linea, Cella y cols (1990) describen la inhibicién que sufre la
liberacién de GHRH desde el hipotalamo tras administrar inyecciones de GH en ia
rata.

Cuando la administracion de GHRH se combiné con inyecciones de S5, el
contenido hipotaldmico de GHRH fue muy similar af del animal control, reflejando la
existencia de un balance entre la accidn de ambas hormonas. Segln esto, la
administracion de SS atenuaria el efecto de la GHRH, estimulando la liberacién de
este peptido desde las neuronas hipotalamicas encargadas de este proceso, tal y
como Murakami y cols (1987) y Tannenbaum y cols {(1990) proponen.

La accion de la SS sobre la liberacién hipotaldmica de GHRH no esta del todo
clara, ya que existen trabajos que indican un efecto positivo de SS sobre la secrecion
de GHRH, como es el caso del nuestro y los anteriormente citados de Murakami y
Tannenbaum, mientras que Katakami y cols (1988) y Miki y cols (1988) sugieren una
inhibicién ténica de la SS sobre la actividad GHRH-érgica en ia rata. Magnan y cols
(1992) administrando andlogos de SS de forma iv. en corderos obtienen un
descenso de los niveles de GHRH en el sistema portahipofisario apoyando una
accciodn inhibitoria de la SS sobre la liberacion de GHRH.

3. 2. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS.

La administracién de GHRH de forma continua dié lugar a la acumuiacién de
S8 en el hipotalamo, lo que sugiere una accién positiva de la GHRH sobre la
actividad de las neuronas somatostatinérgicas, estimulando la sintesis de SS en
mayor medida que la liberacién de dicho péptido. Ambas acciones también han sido
postuladas por otros autores tanto en ratas (Katakami y cols 1986a, Mitsugi y cols
1990, Gil-Ad y cols 1991) como en corderos {Spencer y cols 1992).
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Sin embargo, tras fas inyecciones de GHRH, et contenido hipotalamico de SS
no varié significativamente respecto at de los corderos controles. Cbnsiderando que
la cantidad de GHRH infundida de forma continua (1.2 mg/dia) fuie mayor que de
forma pulsatil (750 pg/dia), mientras que fos niveles instantaneos c:ie GHRH fueron
mayores tras las inyecciones que tras la infusién continua (250 pgfinyeccion y
0.83 pg/minuto respecitivamente), podriamos decir que tal vez la acciéon de la GHRH
sobre las neuronas somatostatinérgicas sea, en el cordero, mas d!ependiente de la
forma de administracién y de la dosis total utiizada que de ia concentracién
alcanzada por la GHRH en ¢cada momento. '

En el apartado anterior veiamos como las inyecciones de GHRH y el aumento
plasmatico de GH producido por éstas actuaban sobre las células GHRH-érgicas. En
el caso de las neuronas somatostatinérgicas, ninguno de estos doé factores parece
alterar la actividad de dichas células, lo que podria sugerir la exist:encia de distinta
sensibilidad en las células productoras de SS ante la GHRH y Iaf GH circulantes.
Maiter y cols (1980) observaron este mismo hecho, ya que tras tratar durante 10 dias
con inyecciones de GH a ratas machos, unicamente se alterd el contenido
hipotalamico de GHRH, permaneciendo invariable el de SS res:pecto al de los
animales control.

Puesto que tal y como proponiamos al inicio de este apartaélo, la infusién de
GHRH actuaba sobre la sintesis y liberacién de SS, para qué apareciese un
contenido hipotalamico de SS igual al del animal control tras I?a administracion
conjunta de GHRH y S8, seria necesaria la existencia de un equilibrio entre la accién
de ambas hormonas a nivel de las neuronas somatostatinérgicas. Es:to implicaria una
accién negativa de la SS exdgena sobre su propia sintesis. La existencia de tal
autorregulacién negativa de la actividad SS-érgica ha sido observada por Peterfreund
y Vale (1984) y Richardson y Twente (1986). |

i
3. 3. NIVELES PLASMATICOS Y CONTENIDO HIPOFISARIO DE G}|-I.

Los corderos tratados con GHRH de forma pulsatil mostra;ron unos niveles
plasmaticos aumentados de GH respecto a los del animal control;en fas muestras
tomadas justo antes de realizarse las pruebas de estimulo, 1 ﬁ después de la
inyeccion de GHRH correspondiente al tratamiento diario. Esto .indicaria que la
administracién pulsati! diaria de GHRH estimulé la liberacidon de GH c:iesde la hipéfisis,
tal y como vieron también Kensinger y cols (1987}, Byrem y cols (1989) y Pastoureau
y cols (1989) tratando a corderos con el mismo péptido. Ademas, ta:mbién podriamos
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decir que tras cada inyeccion de GHRH, los niveles plasmaticos de GH se
mantuvieron por encima de los basales al menos durante 1 h. De acuerdo con esto,
Hart y cols (1985), Barenton y cols (1987) y Kensinger y cols (1987) proponen que los
niveles circulantes de GH se elevan tras la administracién de GHRH y no vuelven a
los niveles basales hasta 2 h después del estimulo.

El aumento de los niveles plasmaticos de GH tras el tratamiento con GHRH
aparecio acompafiado de un contenido hipofisario de GH similar al de los corderos
confroles, por lo que parece que las inyecciones de GHRH también actuaron de
forma positiva sobre la sintesis hipofisaria de GH. El aumento del contenido proteico
hipofisario tras dicho tratamiento apoyaria esta hipétesis (26.18 + 3.4 mg en el grupo
tratado con inyecciones de GHRH vs 16.27 £ 2.6 mg en el grupo control).

En las dos primeras semanas de estudio, los corderos tratados con
inyecciones de GHRH no respondieron de forma significativa al estimulo agudo con el
mismo péptido administrado 1 h después de la inyecciéon de GHRH correspondiente
al tratamiento diario. No obstante, ya en la segunda semana de tratamiento, se
produjo un ligero aumento en la GH plasmatica post-estimulo, pero no fue hasta
transcurridas 3 semanas cuando la respuesta a la estimulacién aguda con GHRH fue
significativa. Esto podria indicar que la respuesta hipofisaria a la admistracién aguda
de GHRH depende del nimero de receptores hipofisarios para GHRH libres que
existen justo antes de cada una de las pruebas. Asi, posiblemente después de 3
semanas de tratamiento diario con inyecciones de GHRH, aumenté el nimero de
receptores para este péptido, posibilitando la respuesta de la hipéfisis ante un
estimulo agudo.

Este incremento en el numero de receptores de GHRH en la hipéfisis podria
deberse a un incremento en el numero total de receptores en cada célula o al
aumento en el numero de células somatotropas como consecuencia del efecto
proliferativo de la GHRH sobre estas células (Billestrup y cols 1986). Horikawa y cols
(1996) demuestran como la administracidon de anticuerpos anti-GHRH disminuye el
numero de receptores hipofisarios para este péptido, indicando que la GHRH regula
positivamente la expresién de su propio receptor en la hipdfisis, lo que estaria en
consonancia con nuestra hipétesis.

Por otro lado, parece que tfras fa infusion continua de GHRH mediante peliet
de liberacién lenta o mediante minibomba osmética no se alcanzaron los niveles de
GHRH, en el sistema porta hipotalamo-hipofisario, necesarios para alterar la actividad

de las células somatotropas, a ia vista de la ausencia de modificaciones en los
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niveles circulantes de GH o en el contenide hipofisario de. esta hormona.
Corroborando esta ultima circunstancia, el contenido de proteinais totales en las
hipdfisis de los corderos sometidos a este tratamiento n6 fue diferente
significativamente de! de ios animales controles (21.5 + 2.9 mg en el grupo tratado
con GHRH de forma continua y 16.27 =+ 2.6 mg en el grupo controI:). Nuestros datos
no estarian de acuerdo con los trabajos de Kensinger y cols (1987), Byrem y cols
(1989) y Godfredson y cols (1990) en los que se describe un aumento en los niveles
plasmaticos de GH tras la infusion continua de GHRH en corderos. La administracion
de una dosis de GHRH 1.6 y 2.3 veces superior a la nuestra en los trabajos de
Kensinger y Byrem respectivamente, y de un analogo de GHRH mas potente que el
GHRH 1-29 en el de Godfredson podria justificar esos resultados.

Puesto que, como acabamos de comentar, las inyecciones de GHRH
aumentaron los niveles plasméticos de GH, parece que la admin'istracién de este
péptido de forma pulsatil fue mas eficaz en su accién a nivel rjipofisario que la
infusién continua del mismo. Kensinger y cols (1987) también obsérvaron un mayor
incremento en los niveles plasmaticos de GH inyectando GHRquue infundiendo
dicho péptido de forma continua. Una posible explicacién a esta circunstancia podria
erradicar en las concentraciones de GHRH alcanzadas a nivel de la‘hipéfisis en cada
momento, tal y como veiamos anteriormente. Estas serian mucho mayores tras la
inyeccion de GHRH (250 pg/inyeccion) que mediante la administraciién del péptido de
forma continua {0.83 pg/minuto). |

Como deciamos en la introduccién, se ha descrito la existencia de fenémenos
de desensibilizacién al tratamiento con GHRH a largo plazo en el perro o en el
hombre (Huise y cols 1986, Tresguerres y cols 1993). Sin embargo, Han y cols {(1985)
y Beermann y cols (1990) describen aumento mantenido de GiH administrando
inyecciones de GHRH durante largo tiempo en el cordero. De fforma similar, los
corderos de nuestro estudio conservaron la respuesta a fa adminisiracién pulsétil de
GHRH durante todo el experimento, esto es, las dosis de GHRH empleadas en
nuestros experimentos no condujeron a una disminucion en la respljesta hipofisaria a
tal estimulo a largo plazo. Al igual que postulabamos en la rata, la administracion de
una dosis de GHRH tal que permita un equilibrio en la célula sométotropa entre las
tasas de sintesis y secrecion de GH podria hacer posible la adaptac:ién de la hip6fisis
a la estimulacién con GHRH a largo plazo. ,

A la vista de los datos obtenidos en la rata y en el corfdero respecto al

mantenimiento de la respuesta a la administracion de GHRH a largo plazo, se podria
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sugerir que dicho proceso depende de la consecucién de un nuevo equilibrio entre
las actividades de sintesis y secrecién hipofisarias tras la administracion de GHRH.

La aparicién de la respuesta al estimulo agudo con GHRH, junto con unos
niveles plasmaticos de GH maximos en la tercera semana en los animales tratados
diariamente con inyecciones de GHRH podria sugerir la posibilidad de que la hipéfisis
estuviera comenzando a aumentar su capacidad de respuesta a la administracion
pulsatil de GHRH. Esto estaria en conscnancia con el presumible incremento en el
nimero de receptores hipofisarios para GHRH comentadc anteriormente. Barenton y
cols (1987) y Kensinger y cols (1987) en corderos y Dubreuil y cols (1987) en cerdos
también proponen la existencia de sensibilizacién tras tratamiento con inyecciones de
GHRH a largo plazo.

En lo que se refiere a la accidén de 1a SS, administrada con la GHRH, no varié
ninguno de los efectos que ésta Ultima ejercié sobre la célula somatotropa, {o que
sugiere un papel preponderante de la GHRH sobre la SS cuando ambos péptidos se
infunden conjuntamente. Law y cols (1985) y Blanchard y cols (1987) también
observan este hecho en sus estudios in vitro.

3.4. NIVELES PLASMATICOS DE IGF4.

La administracion de GHRH de forma pulsatil, aun produciendo un aumento
los niveles plasmaticos de GH, no provocé alteraciones significativas en los niveles
circulantes de IGF-l. Tampoco lo hizo la infusién continua de GHRH mediante pellet
de liberacion lenta o mediante bomba osmética. En consonancia con nuestros datos,
Pastoureau y cols {(1989) y Godfredson y cols (1890) no vieron alteraciones en la
IGF-! plasmatica después de tratar a corderos con GHRH a largo plazo, en los que
también se habia producido una elevacion de los niveles plasmaticos de GH al igual
que en nuestro caso.

Los corderos utilizados en nuestro estudio y en los de Pastoureau se
encontraban en ia etapa de crecimiento, en la que, a la vista de nuestros resultados,
los niveles plasmaticos de IGF-l parecen ser dificilmente modificables por GHRH.
Pastoureau y cols (1989), tras administrar GHRH de forma pulsatil solo consiguieron
elevar la IGF-| plasmatica en aquellos corderos cuyo peso al nacer fue inferior al
normal, y en los que tal vez el eje somatotropo no funcione tan bien como el del
animal normal durante esa etapa, confirmande la ineficacia de la GHRH en cuanto a
alterar la concentracién plasmatica de IGF-l en corderos normales durante la etapa

de crecimiento.
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Bass y cols (1991) y Hua y cols (1995) si aumentaron los niveles circulantes
de IGF-l tras la administracién pulsatil de GH en corderos de la misma edad que los
anteriormente citados. Esto indicaria la posibilidad de incrementar ia activad de! eje
somatotropo administrando GH en el cordero, en contraposiciéon a io visto en la rata
macho normal, en ia que ni siquiera es posible modificar los nivjeies de IGF-l en
plasma tras infusién de GH. |

Las inyecciones de SS en combinacion con GHRH tampoco variaron los

niveles plasmaticos de IGF-I respecto a los de los corderos controf. '

3.5. PESO CORPORAL. ;

El peso corporal no se vié aumentado tras el tratamiento con GHRH de forma
pulsatil durante 3 semanas. Byrem y cols (1989) y Beermann y cols (1990)
administrando una dosis de GHRH similar a la nuestra en forma de inyecciones, pero
durante mas tiempo que nosotros (5 y 7 semanas respectivament:e) si fograron un
incremento significativo del peso corporal, por lo que parece que la duracion de
nuestro tratamiento con inyecciones de GHRH fue demasiado corto como para
aumentar el peso del animal. '

Los animales utilizados por Byrem y Beermann se encontrab:an en periodo de
crecimiento, al igual que los nuestros, y en sus trabajos si a:umenté el peso
empleando GHRH, lo que sugiere que el aumento del peso corporal si es potenciable
en dicha etapa de! desarrollo administrando GHRH pero durante un periodo superior
a 4 semanas.

Por otro ado, en el citado trabajo de Beermann y en los de Wolfrom y cols
(1985) y Johnson y cols (1985), la administracién de GH en corderos de la misma
edad que los anteriormente citados, produjo una ganancia de peso: significativa. Asi,
todo parece indicar que el cordero es un modelo animal mejor que la rata para el
estudio del eje somatotropo durante el periodo de crecimiento. .

En lo que se refiere a fa administracion continua de GHRH en los corderos,
tampoco se produjo un incremento del peso corporal tras 3-4 semanas de
tratamiento, al igual que vieron Godfredson y cols (1990) infundiendo en corderos un
andlogo de GHRH de forma continua durante 28 dias. Tampoco Byrem y cols (1989)
observaron ninguna alteracion del peso corporal en corderos trataqos con GHRH de
forma continua durante 5 semanas, pero si cuando la administrac;:ién de GHRH se
realizd6 mediante inyecciones. Esto podria indicar una mayor efectividad de la infusion

pulsatil respecto a la administracion continua de GHRH en cuanté a incremento el
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peso corporal, corroborando o anteriormente expuesto en relacién con la activacion
de la liberacion hipofisaria de GH. Esta circunstancia también ha sido descrita tras
infusién de GHRH a largo plazo en ratas hembras normales y en ratas machos vy
hembras GMS (Clark y cols 1985, Robinson y Clark 1987, Kovacs y cols 1995).

Tampoco la SS administrada junto con la GHRH modificé el incremento de
peso corporal respecto al del animal control, de forma similar a lo expuesto en cuanto
a la repercusion de SS sobre los componentes del eje somatotropo.

4. REGULACION DE LA SINTESIS DE GH POR GHRH EN
TEJIDOS EXTRAHIPOFISARIOS.

Trabajos previos de nuestro grupo tanto in vive como in vitro han mostrado
que la glandula parétida puede asumir funciones hipofisarias, como son la sintesis y
la secrecién de GH, LH, FSH y TSH, cuando es estimulada convenientemente con
hormonas hipotalamicas (Alvarez-Vega y cols 1991, Granados y cols 1993).

Basandonos en esto, nuestro siguiente abordaje experimental fue conocer si
la GHRH podia actuar en un tejido no hipofisaric de forma similar a como lo hace
sobre las células somatotropas. Se eligié la glandula submaxilar en vista del
comportamiento del tejido salival ante los péptidos hipotalamicos, colocandose un
pellet de liberacion lenta de GHRH en el interior de uno de los Iébulos de la glandula
submaxilar de ratones normales.

Las altas concentraciones locales que alcanzé la GHRH en la glandula
submaxilar durante los dos meses de tratamiento indujeron la sintesis de GH en dicho
tejido, como lo demuestran el aumento significativo del contenido de GH por mg de
proteina y la estimulacién de la expresién de GH en las glandulas tratadas con
GHRH. La produccion de GH en ia glandula submaxilar bajo la accién de la GHRH
estaria en relacién con la existencia de tumores en los que se detecta GH y actividad
de GHRH, y en los que posiblemente dicho péptido fuera el desencadenante de la
sintesis y secrecién de GH mediante una accién autocrina y/o paracrina {(Frohman y
cols 1980, Leveston y cols 1981).

El fragmento amplificado en la reaccion de la PCR en el tejido hipofisario y en
el salival, utilizando cebadores especificos para la amplificacién del gen de la GH
hipofisaria, fue de! tamafio que se esperaba. Esto indicaria que 1a GH hipofisaria y la
producida en la glandula submaxilar comparten gran homologia en cuanto a la

secuencia génica que les codifica.
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En los ratones tratados con GHRH, la produccién de GH fue mayor en el
I6bulo portador del pellet, debido a que los niveles de GHRH a!cénzados en éste
fueron mas altos que en el contralateral. Parece por tanto que el efecto de la GHRH
sobre la sintesis extrahipofisaria de GH es dosis dependiente, de forma similar a
como ocurre en la hipofisis (Wehrenberg y cols 1984a). Esta circunstancia indicaria
que la GHRH alcanzé el lébulo contralateral, mediante simple difusidn o por via
sanguinea. ‘

La pequefia cantidad de GH determinada mediante RIA en el animal tratado
con placebo podria ser el resultado de reacciones inespecificas de dicha técnica. No
obstante, diferentes autores han descrito la produccion de GH en iejidos diferentes
de las células somatotropas, como los linfocitos (Weigent y cols 1987), la glandula
mamaria {(Selman y cols 1994) o el cerebro (Lobie y cols 1991).

En relacion también con esta posible sintesis basal de GH observada en la
glandula submaxilar esta el concepto de “transcripcién itegitima”, introducido por
Chelly y cols (1989), segln el cual un gen puede estar expresandose en niveles
basales en células en las que no lo hace normalmente y que carecen de los factores
de transcripcion especificos de tejido de ese gen. Esta transcripcion ilegitima podria
ser consecuencia de la unién al promotor del gen en cuestién de factores
transcripcionales ubicuos. Ademaés, si aceptamos esto, en los animéles con pellet de
GHRH éste péptido podria estar aumentando la actividad basal del promotor de GH
mediante la generacién de factores de transcripcién como el Pit-1 que se unieran al
ADN, tal y como ocurre en la hipéfisis (Ruvkun 1992).

La produccién de GH en la glandula submaxitar no alteré los niveles
circulantes de GH, lo que sugiere que dicha hormona podria esta actuando de forma

3

autocrina o paracrina en e tejido salival. j
Por otro lado, la GHRH no modificé el peso del I6bulo portador del pellet ni del
contralateral, por lo que aunque ha sido descrita una accién estimulante de la GHRH
sobre la actividad proliferativa de céluias somatropas en cultivo (Billestrup y cols
1986), la dinamica normal de crecimiento de la células glandulares in vivo no se
modificé tras el tratamiento con GHRH, al menos durante el tiempo estudiado.

Los presentes resultados, aparte de indicar que la GHRH puede actuar en la
glandula submaxilar de forma similar a como lo hace en la hipéfisis en cuanto a
controlar la sintesis de GH, también demuestran la capacidad del tejido salival de
diferenciarse hacia el fenotipo somatotropo cuando es sometido a un estimulo
hipotatamico adecuado, corroborando los resultados in vitro e in vivo que citibamos

al inicio de este apartado.
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*ENLA RATA:
® El tratamiento con GHRH durante una semana en la rata macho puberal no

modifica el funcionamiento del eje somatotropo (GHRH/SS - GH - IGF-I).

@ La administracién pulsatil de GHRH durante 19 dias en la rata hembra puberal

es capaz de disminuir el contenido hipotalamico de SS, aunque no: de modificar ia
tasa de sintesis y secrecion de GH de las células somatofropas ni los niveles
plasmaticos de IGF-l.

® Asimismo, el tratamiento con GHRH de forma continua en la rata hembra
puberal durante 3 semanas estimuia la sintesis y secreciéon de GH hipofisaria, sin
modificar ni la actividad de tas neuronas somatostatinérgicas: ni los niveles
circulantes de IGF-l. En ningin caso se producen cambios en el patrén de

crecimiento.

@ Los efectos del tratamiento con GHRH anteriormente citados a nivel

hipotalamico e hipofisario en la rata hembra son revertidos por las inyecciones de
SS cuando ambos péptidos se administran conjantamente.

® La rata GMS conserva ia capacidad de respuesta hipofisaria de GH al estimulo

con GHRH. No obstante, el déficit hipotalamico de GHRH nc se restituye
completamente mediante el tratamiento con GHRH at menos en las dosis y pautas
ensayadas en este trabajo, pues ni los niveles plasméaticos de GH e IGF-l ni la

longitud tibial llegan a normalizarse.

* EN El CORDERO:

® EI tratamiento con GHRH de forma puiséatil durante 3 semanas es capaz de

activar la sintesis y secrecion de GH, efecto que no se consig'ue mediante la
administracion continua del péptido. Ambas pautas de administracion aumentan
figeramente el contenido hipotalamico de GHRH de forma semejante, mientras que
su accidn sobre las neuronas productoras de SS es mayor cuandb el fratamiento
con GHRH es de forma continua. De ninguna de las manera$ se consiguen

modificar los niveles plasmaticos de IGF-I ni incrementar el peso corporal.
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@ Al igual que en la rata hembra, cuando se administran conjuntamente GHRH y

SS, ésta contrarresta los efectos de la GHRH a nivel hipotaldmico, pero no en la
hipéfisis, en la que prevalece la accién estimuladora de fa GHRH sobre la sintesis y

secrecion de GH.

*EN AMBOS MODELOS EXPERIMENTALES:
La administracién a largo plazo de GHRH no llega a producir desensibilizacién

de la respuesta de GH. En el cordero este tratamiento incluso aumenta la

sensibilidad de las células somatotropas frente a fa accion de la GHRH.

+ EN EL RATON:

® La GHRH administrada localmente en dosis elevadas en tejidos extrahipofisarios

como la glandula submaxilar induce sintesis de GH.
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