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1. EL FACTOR DE CRECIMIENTO SEMEJANTE A LA INSULINA TIPFO I Y SU
RECEPTOR

Una estimulacion apropiada del cerebro conduce a dos tipos de movimientos: i)
movimientos externos, disefiados para obtener fines deseables y para evitar otros no deseables
o dafiinos y ii) movimientos internos o pasiones, a través de los cuales la liberacion de
espiritus animales regulan el corazon, el higado, y otros érganos. Cuando se encuentra ung
amenaza con fuerza, la pasion de la ira causa la liberacion de espiritus fuertes, mientras
cuando se evita, la pasion del miedo causa en el cerebro la liberacion de espiritus débiles.
Con estas palabras Rene Descartes, en 1669, concebia todo un sistema de sefializacion
quimica intercelular entre el cerebro y distintas dianas del organismo. De los sistemas de
comunicacién quimica, andlogos al concebido por Descartes, ha dependido la compleja
evolucién de los organismos pluricelulares. Dicha comunicacion es esencial tanto para
fenémenos de crecimiento y divisién como para coordinar las diversas actividades en el
normal funcionamiento de los miles de millones de células de un organismo.

La comunicaciéon quimica intercelular se basa en la secrecion de substancias que
actiian como sefiales para células situadas a cierta distancia. Esta comunicacién ha llegado
a ser la funcién primaria de dos sistemas de 6rganos interactuantes altamente especializados,
el sistema nervioso y el sistema endocrino. Células nerviosas y endocrinas presentan notables
diferencias en el modo de su sefializacion intercelular. Sin embargo, en algunos aspectos, los
mecanismos de sefializacién de ambos sistemas son similares. Muchas de las moléculas de
sefializacion utilizadas por las células endocrinas son también utilizadas por las neuronas,
como son las hormonas peptidicas (Hokfelt, 1991).

Las hormonas peptidicas se encuentran ampliamente distribuidas en numerosos
organismos y tejidos, pudiendo actuar por diferentes vias de comunicacion intercelular
(hormona endocrina, factor local, neurotransmisor y neurohormona; Krieger, 1983). Un buen
ejemplo de hormonas peptidicas ampliamente distribuidas en los organismos, son los péptidos
de l1a familia de la insulina. Los péptidos relacionados con la insulina han sido detectados en
insectos, anélidos, moluscos, protozoos, hongos, plantas con flor e incluso organismos
unicelulares como las bacterias (Schuldiner y col., 1991). Dentro de un mismo organismo,
los péptidos de la familia de la insulina se hallan distribuidos en numerosos tejidos. Esta
ubicuidad parece indicar que, en el curso de la evolucién, ante la necesidad creciente de
diversificar la sefalalizacién intercelular, un relativamente pequefio niimero de substancias
quimicas mensajeras y sus receptores han desarrollado una multiplicidad de papeles



Introduccién

funcionales especificos, pudiendo coordinar diferentes actividades en un mismo organismo
(Scharrer, 1987).

En los vertebrados, los péptidos miembros de la familia de la insulina son cuatro: la
propia insulina, los factores de crecimiento semejantes a la insulina tipo I y II IGF-I ¢ IGF-
ID) y la relaxina (Bolander, 1989a).

El descubrimiento de los IGFs se realizé a partir del anilisis independiente y paralelo
de tres factores diferentes, cada uno de ellos responsable de diferentes actividades bioldgicas:

1. Las somatomedinas: factores que mediaban la actividad promotora del crecimiento
de la hormona del crecimiento (GH) en el cartilago (Daughaday y col., 1972).

2. Moléculas con actividad similar a la insulina no suprimible (NSILA): factores que
estimulaban la captacién de glucosa en tejido adiposo, incluso en presencia de antisuero a-
insulina (Froesch y col., 1963).

3. Moléculas con actividad estimulante de multiplicacién (MSA): factores del suero
o medios condicionados que estimulaban la proliferacion de células en cultivo (Pierson y
Tiemin, 1972) .

La purificacién de las somatomedinas de suero humano permitié la identificacién de
tres fracciones, somatomedina A (Hall, 1972), somatomedina C (Van Wyk y col., 1974) y
somatomedina B (Fryklund y col., 1976), esta dltima se comprobé mds tarde que no
correspondia a una somatomedina. El andlisis de los NSILA de suero humano dio la
estructura de los dos IGFs, denominados IGF-I e IGF-II (Rinderknecht y Humbel, 1978a;
Rinderknecht y Humbel, 1978b). La somatomedina C se comprobd que era idéntica al IGF-]
{Klapper y col., 1983) y la somatomedina A era una mezcla de las dos especies de IGFs
(Spencer y col., 1983). La purificacién de MSA permitié su identificacién con IGF-II
(Marquardt y col., 1981). Actualmente se ha adoptado una Unica terminologia: IGF-I e IGF-
II.

Los IGFs son péptidos generados probablemente por duplicacién. Todos tienen una
cadena A y otra B unidas por tres puentes disulfuro. Las mayores diferencias residen en la
presencia y longitud del péptido C, asi como en la extensién de los terminales amino y
carboxilo (Bolander, 1989a). IGF-I e IGF-II tienen un 64% de homologia entre si y un 50%
cada uno de ellos con la insulina (Daughaday y Rotwein, 1989). A diferencia de la insulina,
la cual solo es sintetizada por las células B del pancreas en el adulto, los IGFs son
sintetizados por multiples 6rganos (D’Ercole y col., 1984). El cuarto miembro de la familia
de la insulina, la relaxina Unicamente posee un 20-25% de homologia con la insulina o los
IGFs (Bolander, 1989a). Algunos autores piensan que el factor de crecimiento nervioso
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(NGF), con un 15-20% de homologia con los IGFs, podria ser otra de las moléculas
relacionadas con la familia de la insulina, pudiéndose haber generado por una reduplicacion
parcial del gen de la proinsulina (Bolander, 1989a). La actividad bioldgica de esta familia
es doble: crecimiento y metabolismo, ambas estin interrelacionadas ya que el metabolismo
debe ser ajustado para poder realizarse el crecimiento (Froesch y col., 1985). La insulina es
fundamentalmente una hormona anabdlica, aunque altas concentraciones pueden promover
el crecimiento, probablemente a través del receptor de IGF-I (R-IGF-I; Moses y Tsuzaki,
1991). La especifidad de las acciones de estas hormonas viene dada por el tipo de receptor
con los que interactuan (Bolander, 1989b). Los receptores de la familia de la insulina
presentan similitudes con otros factores de crecimiento (factor de crecimiento epidérmico,
EGF; factor de crecimiento derivado de plaquetas, PDGF), pudiendo ser debida a una
evolucidn convergente ¢ a una duplicacién de genes con intercambio de dominios (Bolander,
1989b).

1.1. El IGF-1

El IGF-I madurc contiene 70 aminoacidos distribuidos en los dominios: nu,B-C-A-
Dcoou (Foyt y Roberts, 1991; Zapf y col., 1981; Daughaday y Rotwein, 1989). Una
importante caracteristica es su alta conservacién en la evolucion. En la filogenia de IGF-I las
sustituciones de aminoacidos son relativamente pocas. Entre los mamiferos la conservacion
de la secuencia de aminoécidos de IGF-I circulante es mayor del 92%. La mayor parte de
las sustituciones suelen estar cercanas al grupo terminal carboxilo (Foyt y Roberts, 1991).
En otros grupos de vertebrados, e incluso procordados, ha sido demostrada la presencia de
material similar a IGF-I (Reinecke y col., 1991; Kajimoto y Rotwein, 1990; Reinecke y col.,
1993). Este péptido es producido mayoritiriamente por el higado, bajo el control de GH,
ejerciendo importantes acciones endocrinas (Froesch, 1985). Sin embargo, otros muchos
tejidos también son capaces de sintetizarlo, ejerciendo posiblemente acciones autocrinas y/o
paracrinas (D’Ercole, 1984).

Al igual que otros péptidos secretables, IGF-1 es sintetizado como un precursor
(preprolGF-1) el cual contiene un péptido sefial (Foyt y Roberts, 1991). Estudios en la
caracterizacion del ADNc de IGF-I, han mostrado la presencia de un quinto dominio en el
extremo terminal carboxilo, el péptido E. En el caso de algunas especies como el hombre o
la rata, dos tipos de secuencia ADNc han sido descritas, las cuales codifican para dos
diferentes péptidos E, originando dos IGF-I diferentes: 1GF-Ia y IGF-Ib. Estas diferencias
son el resultado de un procesamiento alternativo de los transcritos primarios (Roberts y col.,
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1987). El péptido E no forma parte del IGF-I maduro circulante, sino del proIGF-I. Sin
embargo, en algunos casos ¢l péptido E se ha encontrado en formas maduras del péptido
(Conover y col., 1989). El posible papel del péptido E es desconocido.

El gen que codifica al IGF-I es un Unico gen con varios exones. En la rata este gen
posee mas de 70 Kb y esta compuesto por 6 exones separados por 5 intrones. Los exones 1
y 2 codifican el péptido sefial y secuencias de una regién no traducida 5°. El exdn 3 codifica
el resto de la secuencia del péptido sefial y la mayoria del dominio B. El ex6n 4 codifica el
resto del dominio B, el C, el A, el D y los 16 primeros aminoacidos del péptido E. El exén
5 codifica parte del dominio E y el 6 el resto del péptido E y una secuencia de una regién
no traducida 3’. Existe una regulacién de procesamiento alternativo capaz de generar
diferentes ARNm, los cuales codifican distintas moléculas prepro-IGF-1 o prolGF-I con
diferentes péptidos sefial o con diferentes péptidos E, que se procesan hacia una misma
molécula madura. Es probable que exista un procesamiento, transporte y secrecion de la
prohormona o de la forma madura caracteristico de cada preprolGF-I. En funcién del estado
de desarrollo y de una manera especifica para cada tejido la proporcién de cada ARNm
puede variar indicando una multitud de funciones para la molécula madura o de algunos de
sus precursores (Lund y col., 1991; Adamo y col., 1991a; Gilmour, 1994). La transcripcién
del gen de IGF-I esta controlada por, al menos, dos promotores los cuales originan distintos
ARNms (Steenbergh y col., 1993; Adamo y col., 1993; Gilmour, 1994), Otro mecanismo
por el cual se generan diferentes tamafios de los ARNm de IGF-I es la presencia de sitios de
poliadenilacién (Lund y col., 1991; Adamo y col., 1991a).

La necesidad de modular cuidadosamente los niveles de hormona activa bajo
diferentes circunstancias (en distintos tejidos y en diferentes estados funcionales) requiere
multiples niveles de control. Estos podrian incluir la sintesis de diferentes especies de
ARNm, los cuales pueden ser diferencialmente estables o diferenciaimente traducidos.
Ademas la codificacion de distintos precursores prepro- y pro-IGF-I por diferentes ARNm
puede permitir un control mas de la expresién del gen de IGF-I, como puede ser el
procesamiento, transporte y secrecion del producto primario de la traduccion.

1.2. El R-IGF-1

Las acciones biolégicas de IGF-I son el resultado de una cadena de eventos, los cuales
son iniciados por su interaccién con la porcidn extracelular de una glicoproteina de
membrana. La unién del ligando causa cambios alostéricos en la estructura del receptor que
son transducidos mediante un segmento transmembrana, ¢l cual activa un dominio catalitico
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citoplasmadtico de la molécula (Werner y col., 1991). La organizacion del preproreceptor ha
sido establecida mediante analisis de secuencia, mostrando la siguiente disposicion: nu,péptido
sefial- subunidad o~ subunidad Bcoon (Maly y Liithi, 1986; Ullrich y col., 1986). La proteina
madura es un heterotetrdmero con la conformacién B-a-a-8. La subunidad o es totalmente
extracelular y conteniene una regién rica en cisteina y 11 sitios potenciales de glicosilacion.
La subunidad B es una cadena transmembrana con un dominio intracelular enzimdtico tirosina
quinasa y un sitio de unién para ATP (Morgan y col., 1986). La homologia mas alta entre
los receptores de IGF-1 y de insulina reside en el dominio tirosina quinasa, mientras que la
més baja se encuentra en los segmentos ricos en cisteina, pudiéndose explicar las diferentes
especificidades de los receptores de IGF-1 y de insulina por sus ligandos (Werner y col.,
1991). Existe una heterogenicidad de R-IGF-I en diferentes tejidos, presentando la «
subunidad diferentes afinidades por '“I-IGF-I y diferentes pesos moleculares, consecuencias
probablemente de una glicosilacion diferencial (Gammeltoft y col., 1985).

Los ARNm de R-IGF-I se piensa que derivan de un unico gen. En el adulto, los
niveles maximos de expresién del transcrito de R-IGF-1 son detectados en cerebro, sin
observarse ningin mensaje en higado. El promotor del gen del R-IGF-I parece tener algunas
similitudes con los promotores altamente regulados (Werner y col., 1991). Los diferentes R-
IGF-I que se han descrito podrian ser el resultado de procesamientos alternativos del ARNm
o de maduracion postraducional especifica de tejido. Sin embargo no puede ser descartada
totalmente la posibilidad de la existencia de un segundo gen.

La afinidad de R-IGF-I por IGF-I es aproximadamente 1nM, siendo de 2 a 10 veces
menor por IGF-II y de 100 a 500 veces menor por insulina. A su vez el receptor de la
insulina, ademas de por insulina, también presenta afinidad por los IGFs, mientras que R-
IGF-II tan solo presenta afinidad por los dos IGFs. La capacidad de IGF-I, IGF-1I e insulina
de unirse a los distintos receptores hace que, in vivo, se puedan solapar las acciones
biolégicas de estos péptidos. Debido a este "solape”, en determinadas ocasiones, los IGFs
pueden inducir hipoglucemia y la insulina puede presentar actividad mitogénica {Schuldiner
y col., 1991; Werner y col., 1991).

La uni6én de IGF-I a su receptor induce la autofosforilacién de la subunidad B de dicho
receptor. Esta fosforilacion es dependiente de la concentracién de ligando y necesita la
presencia de Mn** y Mg?>*ATP (Jacobs y col., 1983; Sasaki y col., 1985). Entre los
substratos exdgenos de la actividad tirosina quinasa de R-IGF-I destacan los polimeros de
acido glutdmico y tirosina (Glu/Tyr (4:1)), S6 ribosomal y proteinas histonicas (Sasakiy col.,
1985; Werner y col., 1991). Tanto la autofosforilacién como la actividad tirosina quinasa de
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R-IGF-I son necesarias para mediar las acciones biologicas de IGF-I. En un principio,
mediante el empleo de cultivos celulares, se identificaron una serie de proteinas con tirosinas
fosforiladas inmediatamente después de la unién de IGF-I a su receptor (pp185, ppl7S, pp
170 y pp220), sugiriéndose un papel de estos substratos enddgenos fosfoproteicos como
mediadores de la accidon de IGF-I (Roth y col., 1991; Werner y col., 1991). Mas
recientemente se ha purificado una de las proteinas componentes de la pp185, denominandose
el substrato 1 del receptor de insulina (IRS-1), dicho substrato es comin para los receptores
de insulina y de IGF-I. L.a unién de IGF-I o insulina a sus receptores provoca la fosforilacion
del IRS-1, el cual interactua sobre proteinas que poseen dominios SH2 (src homology 2). La
quinasa 3’ fosfatidilinositol parece ser la principal proteina a la cual se asocia el IRS-1,
debido a esta interaccién se produce la acivacion de la quinasa (Keller y col., 1993; Chuang
y col., 1993; Myers y col., 1993). Esta activacion de la quinasa 3’ fosfatidilinositol se ha
demostrado que puede ser inhibida por fosfatasas transmembranales (Way y Mooney, 1993).
Por ltimo, la quinasa 3’ fosfatidilinositol podria ser la responsable de la elevacion de los
fosfatidilinositol 3,4-difosfato y 3,4,5-trifosfato observada en células tratadas con insulina,
Es posible que, ademis de los fosfatidilinositoles, existan otros substratos de la quinasa 3’
fosfatidilinositol ain desconocidos que permitan el desarrollo de la sefial inducida por
insulina/IGF-1 (Keller y col., 1993). El hecho de que IRS-1 sea una sefial comun tanto para
IGF-I como para insulina, hormonas con respuestas fisiologicas diferentes, hace pensar en
una posible fosforilacion parcial y especifica de IRS-1 inducida por cada hormona. Tampoco
se descartan interacciones de IRS-1 con diferentes proteinas con dominios SH2, asi como la
existencia de otras proteinas diferentes de IRS-1 susceptibles a fosforilacién por la subunidad
B del receptor de IGF-I/insulina (Prager vy Melmed, 1993; Myers y col., 1993). Otros autores
también relacionan proteinas como ras o la quinasa activada por mitogenos (MAP kinase) con
la via de sefializacion intercelular inducida por R-IGF-I (Lu y Campisi, 1992; Roth y col.,
1991)

Algunos aspectos de las sefiales mitogénicas inducidas por los receptores de IGF-1 y
de insulina son similares a las generadas por una familia de moléculas de membrana
transformantes, denominadas oncogenes tipo-src, los cuales incluyen v-erb, v-fins, y neu. Asi
pues, se ha sugerido que los receptores de IGF-I y de insulina pudieran representar proto-
oncogenes potenciales. En relacion a esta potencial accion transformante, se ha demostrado
que una sobrexpresion de R-IGF-I en células NIH3T3 puede promover transformaciones
neoplésicas dependientes de IGF-1. De todas las proteinas oncogénicas estudiadas, la proteina
transformante del virus sarcoma aviar (v-ros) parece la mas similar a los receptores de IGF-I
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y de insulina (Werner y col., 1991).

Al igual que otras hormonas peptidicas, el IGF-I unido a su receptor es internalizado
por endocitosis, siendo requerida ciertas secuencias del receptor para este proceso (p.e.
NPXY). Tras la internalizacién de los complejos ligando-receptor, el IGF-I es degradado
(Geary y col., 1988; Hsu y col., 1994).

En la mayoria de las células R-IGF-I es un heterotetrimero «,88,. Recientemente, se
han descrito en varios tejidos y lineas celulares una subpoblacién de receptores hibridos que
contienen las subunidades o y 8 del receptor de IGF-I y las subunidades « y B del receptor
de insulina con una configuracion Bir.-QtiGriinsuina Binsuing- S1N €mbargo, no se conoce el
control del ensamblaje de las distintas subunidades, papel biolégico, distribucién y regulacion
de estos receptores. La existencia de receptores hibridos podria incrementar las posibles
acciones bioldgicas que parecian restringidas a los ligandos individuales con sus receptores
homologos (Pessin y Frattali, 1993; Jacobs y Moxhan, 1991; Werner y col., 1991).

1.3. Proteinas de unién de los IGFs

Las proteinas de unién de los IGFs (IGFBPs) son moléculas que presentan una alta
afinidad por los IGFs y que se encuentran principalmente en liquidos extracelulares, jugando
importantes papeles en el control de las acciones de los IGFs (Clemmons, 1991; Baxter,
1991).

Actualmente han sido descritas seis formas diferentes de IGFBPs (IGFBP-1 - IGFBP-
6), ubicuamente distribuidas en liquidos extracelulares. Las IGFBPs presentan afinidades muy
altas por ambos IGFs, a menudo superiores que las que presentan los receptores de los IGFs
por sus ligandos. Debido a que la insulina no se une a estas proteinas, las IGFBPs podria
estar implicadas en los mecanismos reguladores diferenciales y coordinados de las acciones
de estas dos clases de hormonas (IGFs e insulina). IGFBP-1, -2 y -3 presentan homologias
estructurales entre si, como son la presencia de regiones ricas en cisteinas. De estas tres
IGFBPs, IGFBP-1 e IGFBP-2, contienen una secuencia Arg-Gly-Asp cerca de su carboxilo
terminal, la cual podria mediar su fijacion a proteinas de la matriz extracelular, denominadas
integrinas (Rosenfeld y col., 1990; Clemmons, 1991).

Las IGFBPs pueden regular: I) la cantidad y el transporte de los IGFs en los
compartimentos vasculares, II) el transporte de los IGFs en liquidos intersticiales hacia
células y tejidos especificos, III) la cantidad de IGFs disponible para interaccionar con sus
receptores especificos, IV) el metabolismo de los IGFs en los fluidos intersticiales y V) la
accion de los IGF en sus células diana, potencidndola ¢ inhibiéndola (Clemmons, 1991;
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Baxter, 1991). Por iltimo, ha sido propuesto que algunas IGFBPs puedan ejercer acciones
celulares directas, independientes de los IGFs (Drop y col., 1991)

Los diferentes dominios de los IGFs poseen diferentes funciones, el dominio B (el N-
terminal) presenta una gran afinidad por las IGFBPs, mientras que el dominio A es el
responsable de su unién a los receptores (Clemmons, 1991). Cuando las IGFBPs y los
receptores de los IGFs estdn presentes conjuntamente en un mismo sistema fisiologico, los
IGFs presentes en el medio se unen a IGFBPs 0 a sus receptores en funcion de sus afinidades
relativas, existiendo un equilibrio mediado por estas afinidades relativas. En condiciones de
equilibrio, IGFBP-3 parece ser la IGFBP con mayor afinidad por los dos IGFs, siendo esta
afinidad mayor de 10 veces que la de R-IGF-I por ambos IGFs. En todos los casos las
afinidades de IGFBPs por los dos ligandos es igual o mayor que la de R-IGF-I por ambos
ligandos, indicando que los IGFs se unen preferencialmente a IGFBPs. Tanto el pH como
las sales parecen afectar a afinidades de las IGFBPS por los IGFs (Rosenfeld y col., 1990;
Clemmons, 1991, Baxter, 1991; Clemmons y col., 1992). Caracteristicamente, ciertas
IGFBPs son capaces de adherirse a las superficies celulares. A bajas concentraciones de
IGFs, estas IGFBPs controlan, principalmente, la distribucion de IGFs entre IGFBPs
asociadas a superficies celulares y sus receptores de membrana. A concentraciones altas de
IGFs, las IGFBPs libres también compiten por los IGFs del medio. Mediante este
mecanismo, las IGFBPs podrian regular la cantidad de IGFs asociados con la superficie de
tipos celulares especificos y modular su interaccion con el R-IGF-1, regulando finalmente la
accion de los IGFs sobre el metabolismo celular (Clemmons, 1991).

Una gran variedad de factores pueden regular la expresion de las diferentes IGFBPs
(insulina, IGFs, GH, AMPc, glucocorticoides, progesterona, hormonas tiroideas, estados
nutricionales...). Algunos de estos factores también son reguladores de la expresién del los
IGFs, aunque también existen factores reguladores especificos de la expresion de las IGFBPs
y no de los IGFs (Clemmons y col., 1991; Bale y Conover, 1992).

1.4. Regulacién de la expresion de IGF-I y R-IGF-I

Tanto la expresion del ligando IGF-I, como la de su receptor, estin sometidas a una
regulacion multifactorial. Factores hormonales y nutricionales, especificos de cada tejido y
de cada épocas del desarrollo, regulan la expresion del sistema IGF-I (Rotwein, 1991;
Rotwein y col., 1993).

Regulacion durante el desarrollo
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En los distintos tejidos, el ARNm de IGF-1 y su receptor son expresados de forma
diferencial durante el desarrollo. Durante el crecimiento fetal y postnatal hay una alta
expresién de IGF-I y R-IGF-I en numerosos tejidos, el cual probablemente desempeifie una
funcién autocrina y/o paracrina en el crecimiento y desarrollo. En edades postnatales
tempranas la produccién hepatica de IGF-I ARNm llega a ser cuantitativamente
predominante, incrementando sus niveles entre 10 y 100 veces desde el nacimiento hasta la
edad adulta, siendo IGF-I una importante sefial endocrina para el crecimiento longitudinal
postnatal. Inversamente a la expresion del IGF-1 hepatico, sus receptores estdn presentes en
el higado fetal, pero no en el adulto. La placenta es otro de los mayores productores de IGF-
I, siendo su expresiéon regulada en su desarrollo. La regulacién de la expresion de IGF-1 y
su receptor durante el desarrollo, tanto en el higado como en tejidos extrahepaticos, es el
resultado de la interaccién de numerosos factores sistémicos especificos de cada tejido
(Adamo y col., 1991b; Bach y col., 1991b).

Regulacion por hormonas sistémicas

Uno de los efectos de la unién de GH a sus receptores hepaticos es la estimulacion
de la sintesis y secrecion de IGF-I, el cual es el principal responsable del crecimiento
longitudinal. Con la excepcién de algunos tejidos como el tracto reproductor femenino, la
mayor parte de la produccion extrahepitica de IGF-1 también es regulada por GH, pudiendo
actuar IGF-I sintetizado localmente de una manera autocrina y/o paracrina sobre estos tejidos
(Adamo y col., 1991b; Rotwein y col., 1993; Fagin y col., 1988).

Otras hormonas circulantes wUnicamente regulan la expresién del IGF-I que es
producido en dérganos diana especificos. De este modo, las hormonas foliculoestimulante
(FSH) y luteinizante (LH) incrementan la sintesis de IGF-1 en testiculo y ovario sin
incrementar los niveles circulantes de IGF-I (Adamo y col., 1991b; Werner y col., 1991).
Los estrégenos son el principal estimulo fisioldgico de IGF-I producido en el ttero y en las
células de la granulosa del ovario, aunque también pueden estimular la produccién de IGF-1
¥y su receptor en otros tejidos (Murphy, 1991; Adamo y col., 1991b; Michels y col., 1993).
Los glucocorticoides también tienen capacidad de regular IGF-I, su receptor ¢ IGFBPs en
diversos tejidos (Price y col., 1992; Adamo y col., 1991b). Los efectos inhibidores de los
glucocorticoides sobre los niveles del sistema IGF-I descritos por varios autores, podrian
explicar los efectos antiproliferativos y retardadores del crecimiento de estas hormonas sobre
el organismo. Otras hormonas que pueden regular los niveles de IGF-1 y de su receptor
incluyen las hormonas tiroideas, paratiroidea y gonadotropinas corionicas (Werner y col.,
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1991; Adamo y col., 1991b; Rodriguez-Arnao y col., 1993; Miell y col., 1993).

En ratas diabéticas se produce una resistencia a GH acompaiiada de un descenso de
la sintesis de IGF-I en higado (LeRoith y col., 1991; Adamo y col., 1991a). Este descenso
de IGF-I circulante esta asociado con una retraso en el crecimiento total y de organos
especificos. La produccién de IGF-I por algunos érganos extrahepaticos también parece estar
disminuida en la diabetes, mientras que en otros, como el rifién, estd estimulada (Catanese
y col., 1993). Estos datos reflejan la importante interaccion de la insulina con la expresion
de IGF-1. Mas recientemente se han implicado a los glucocorticoides como factores
reguladores de los niveles de IGF-I durante la diabetes (Unterman y col.,, 1993). La
expresion de R-IGF-I e IGFBPs también se altera en la diabetes (Werner y col., 1991; Bach
y col., 1991a; LeRoith y col., 1991).

Regulacion por factores de crecimiento.

Al igual que existe una compleja interrelacion entre las hormonas circulantes con el
objeto de conseguir un equlilibrio en la expresién de cada una de ellas, lo mismo parece
ocurrir con otros mensajeros quimicos: los factores de crecimientos. Cada vez son mas los
trabajos que demuestran acciones reguladoras entre diferentes factores de crecimiento,
reflejando 1a importancia de la accién coordinada entre distintos factores de crecimiento. Ha
sido propuesto que IGF-I es un mediador de los efectos promotores del crecimiento de otros
factores de crecimiento, regulando el crecimiento celular basal (Lowe, 1991). Factores de
crecimiento como EGF, factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), factor de
crecimiento transformante tipo B1 (TGFB1) y PDGF son capaces de regular la sintesis de
IGF-I en diferentes tipos celulares (Murray y col., 1993; Canalis y col., 1993). También han
sido descritas interacciones cooperativas entre PDGF y FGF con IGF-I en diferentes tipos
celulares (Barnea y Cho, 1993a; Nicoll y Russell, 1991; Pfeifle y col., 1987).

Regulacion por otros factores

Otros muchos factores como son el calcio intracelular (Hovis y col., 1993),
endotoxinas (Fan y col., 1994), prostaglandinas (Raisz y col., 1993)... son capaces de
regular la expresion génica de IGF-I en determinados tipos celulares.

Regulacion en estados nutricionales alterados.

La sintesis de IGF-I y su receptor es afectada en estados de malnutricién. Durante el
ayuno o dietas pobres en proteinas los niveles de IGF-I en suero y su sintesis en higado

10



Introduccion

descienden de una manera especifica para cada tejido. Este descenso puede ser debido, al
menos en parte, a la reduccion de los niveles de GH y a la resistencia hepética a dicha
hormona {LeRoith y col., 1991; Bach y col., 1991b; Thissen y col., 1994).

Regulacion durante neoplasia, diferenciacion y regeneracion celular

La existencia de lineas celulares y tumores cancerigenos que expresan IGF-I1 y su
receptor ha sugerido la posibilidad que este factor de crecimiento pueda ser regulado e
intervenir en procesos cancerigenos (LeRoith y col., 1991). La expresion de IGF-I también
ha sido estudiada en varios modelos de diferenciacién celular y desdiferenciacién,
observindose que la expresion de IGF-I puede estar en funcién del grado de diferenciacion
celular (Adamo y col., 1991b). IGF-I también puede ser inducido por lesiones tisulares y
actuar en los procesos de regeneracion y reparacion de tejidos de un modo autocrino y/o
paracrino. IGF-I parece especialmente implicado en la supervivencia y regeneracién del
sistema nervioso {Mattson y col., 1993), misculo esquelético (Edwall y col., 1989) y en
hipertrofias renales (Hirschberg, 1993). En estos casos los niveles de IGF-I son
incrementados, ejerciendo una accién local independiente de GH.

Distintos niveles de regulacién de la expresion de IGF-I

Todas las posibles regulaciones de la expresion de IGF-I, anteriormente descritas,
pueden tener lugar a diferentes niveles a lo largo de la sintesis del péptido, de tal modo que
las posibilidades de regulacién de la expresién del IGF-I maduro adquieren una enorme
complejidad (Adamo y col. 1991a).

A nivel transcripcional, ademés de una regulacion de la expresién del ARNm total
de IGF-I, puede darse una regulacion diferencial de las distintas especies de ARNms de IGF-
I, por iniciacién de diferentes promotores o por procesamiento alternativo, pudiéndose
originar miltiples moléculas prepro-IGF-I.

A nivel postranscripcional los posibles niveles de regulacién son mds numerosos.
Ciertas variantes de ARNm de IGF-I presentan una vida media més corta que otras (p.e. la
de 7.5 Kb), existiendo una diferente estabilidad de los transcritos. Un modo adicional de
regulacién podria ser la traduccién diferencial de los diferentes transcritos, originando
diferentes prepro-IGF-1. El procesamiento del péptido serfa otro nivel potencial de regulacién
de IGF-I, el cual incluiria la escision de los diferentes péptidos sefial y la potencial
glicosilacion diferencial de las prohormonas. Las distintas formas glicosiladas, podrian
presentar diferencias estructurales y un diferente transporte intracelular. Por Gltimo, aunque
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La capacidad de estimular el transporte de glucosa por IGF-I pudiera estar relacionado con
la distribucién heterogénea y diferencial en los tejidos de la expresion de subtipos especificos
de transportadores de glucosa (Zapf y col., 1981; Lowe, 1991; Froesch y col., 1985).

Ademas de los efectos metabdlicos, IGF-I tiene importantes acciones en la promocion
del crecimiento de una gran variedad de tipos celulares, algunas de las cuales son
dependientes de GH y otras independientes (de Pablo y col., 1990; LeRoith y col., 1991;
Lowe, 1991; D’Ercole, 1991). Para que IGF-I estimule la proliferacién celular parece
necesario la interaccion con otros factores de crecimiento. IGF-I actiia como un factor de
progresion, permitiendo la progresién de la fase G, del ciclo celular y la iniciacion de la
sintesis del ADN. Sin embargo, para que una célula salga de la fase G, y entre en la G, hace
falta la actuacién de otros factores de crecimiento denominados competentes (PDGF,
FGF...). El efecto de IGF-I como factor de progresion parece estimular modificaciones
postranscripcionales de proteinas especificas més que la transcripcion de estas proteinas.
Probablemente otra funcién de IGF-I durante la fase G, sea la estimulacion de la produccion
del ARN ribosomal (L.owe, 1991).

El importante papel que juegan IGF-I y su receptor en el crecimiento embrionario y
postnatal ha sido recientemente evidenciado mediante el desarrollo de mutantes a los cuales
les ha sido eliminado los genes de IGF-I y de R-IGF-1. Los mutantes para R-IGF-] mostraban
una severa deficiencia en el crecimiento y fallecian en el momento del nacimiento. Algunos
de lo mutantes para IGF-I lograban sobrevivir, aunque mostraban importantes deficiencias
en el desarrollo y crecimiento (Liu y col., 1993; Baker y col., 1993).

IGF-I juega un papel critico en el crecimiento y desarrollo. Sin embargo, la
persistencia de la expresion de IGF-I en el higado y otros tejidos extrahepaticos en el
individuo adulto que han finalizado su crecimiento hace pensar en otras posibles acciones de
IGF-1I. Recientemente se ha demostrado que IGF-I en el adulto puede estar implicado en
reparacién y regeneracion de tejidos. El misculo esquelético y el sistema nervioso parecen
ser de los tejidos que responden a la accion regeneradora de IGF-I durante lesiones. En
etapas adultas, IGF-I también ha sido relacionado con procesos inflamatorios, donde su
cooperacion con otros factores de crecimiento, como es el PDGF, parece ser fundamental
(Lowe, 1991). Por otra parte, la potente accién mitogénica de IGF-I ha sugerido que este
péptido pueda estar implicado en procesos tumorales (Prager y col., 1994).

Actualmente se estdn buscando posibles aplicaciones terapéuticas de IGF-IL.
Determinados casos de diabetes, insensibilidad a GH, osteoporosis, inmunodeficiencia,
neuropatia periférica y fallo renal podrian ser algunos candidatos a las aplicaciones clinicas
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de IGF-I (Froesch, 1993; Bondy, 1994).

2. IGF-I Y R-IGF-I EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)
2.1. IGF-1, su receptor e IGFBPs en SNC

Hasta hace relativamente muy poco tiempo, la posibilidad de que el SNC pudiera
sintetizar péptidos relacionados con la insulina, incluido IGF-I, habia sido tema de polémica
(Baskin y col., 1988). La sintesis de IGFs por el SNC, hoy en dia esta bien establecida
(Hepler y Lund, 1990; Bondy y Lee, 1993). Sin embargo, la posible sintesis de insulina
sigue siendo discutida (Schechter y col., 1994; Devaskar y col., 1994; Heidenreich, 1991).

En el SNC de varios mamiferos, incluido humanos, IGF-1 ha sido aislado (Sara y
col., 1982; Yamaguchi y col., 1990; D’Ercole y col., 1984; Sara y col., 1986; Carlsson-
Skiwirut y col., 1986). Curiosamente, la tinica especie del péptido detectada en cerebro
humano ha sido una forma truncada de IGF-I (des(i-3)-IGF-I), la cual carece del tripéptido
terminal del dominio B (Gly-Pro-Glu, GPE) (Saray col., 1986; Sara y col., 1989; Carlsson-
Skiwirut y col., 1986). Se postula que esta modificacién del N-terminal se debe a
modificaciones postraduccionales de la hormona, pudiendo representar des(1-3)-IGF-1 y GPE
dos formas finales de la misma proteina. E! IGF-I truncado presenta una mayor actividad
bioldgica que el péptido IGF-1 intacto, probablemente debido a que este des(1-3)-IGF-I pierde
su capacidad de unirse a IGFBPs. Al no poder unirse a sus proteinas de union, este péptido
truncado presenta una vida media mas corta, pero a su vez una mayor disponibilidad para
sus receptores (Sara y Carlsson-Skiwirut, 1990). Ha sido descrita la presencia de IGFs en
el liquido cefalorraquideo (LLCR), siendo mayoritaria la presencia de IGF-II respecto a los
niveles encontrados de 1GF-1 (Haselbacher y Humbel, 1985).

Mediante técnicas bioquimicas se ha podido detectar el ARNm de IGF-I en areas del
SNC de humanos y roedores (Rotwein y col., 1988; Sandberg y col., 1988; Bach y col.,
1991a). Al igual que en otros tejidos extrahepiticos, la especie del ARNm de IGF-I que
predomina en cerebro de rata es IGF-Ia.

Ademas del demostrado origen enddgeno de IGF-I en SNC, ha sido propuesta una
posible entrada del péptido circulante a través de la barrera hematoencefilica. Se ha
demostrado que las céluias endoteliales de cerebro presentan R-IGF-I, los cuales son capaces
de internalizar principalmente IGF-II y en menor medida IGF-I (Rosenfeld y col., 1987;
Frank y col., 1986; Pardridge, 1986; Duffy y col., 1988).

Mientras que los niveles de IGF-I y de su ARNm en SNC son bastante moderados,
la expresion de sus receptores en tejidos nerviosos es de las mds elevadas dentro deil
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organismo, estando presentes en neuronas, células de glia y endoteliales (Werner y col.,
1991). Caracteristicamente, debido a un patrén diferente de glicosilacién, la subunidad o de
R-IGF-I encontrado en cerebro es algo mis pequeiia que la de otros tejidos. Estos receptores
de menor tamaifio han sido descritos en neuronas, mientras que el R-IGF-I presente en células
de glia y endoteliales son del mismo tamafio que los aislados en tejidos periféricos (Burgess
y col., 1987, Shemer y col., 1987, McElduff y col., 1988, Heidenreich y col., 1986). En
cultivos primarios de neuronas, ha sido demostrado que una vez unido ¢l ligando a su
receptor se produce una endocitosis y degradacion del péptido (Nielsen y col., 1990),
probablemente desencadenando mecanismos celulares semejantes a los descritos en otros
tejidos. En este dltimo sentido, muy recientemente se ha descrito la expresion del ARNm de
IRS-1 en SNC, localizandose en neuronas (Baskin y col., 1994).

En cuanto a la presencia de IGFBPs en SNC, Binoux y col., (1981) fueron los
primeros que las describieron en explantes de tejido nervioso. Mas tarde se ha comprobado
que tanto ¢! LCR como el parénquima nervioso presentan IGFBPs, pudiendo ser sintetizadas
tanto por astrocitos como por neuronas en cultivo (Clemmons, 1991). Aunque en distintas
cantidades y presentando diferentes patrones de distribucion, la expresion de los ARNm de
varias IGFBPs han sido localizadas en distintos derivados de la placa neural (Rosenfeld y
col., 1988; Stenvers y col., 1994; Bach y col., 1993; Bondy y Lee, 1993b; Brar y
Chernausek, 1993; Green y col., 1994). Al igual que en otros tejidos, en el SNC las IGFBPs
podrian modular y dirigir las acciones bioldgicas de los IGFs.

2.2. Distribuciéon de IGF-1 y R-IGF-I en SNC

Cultivos celulares, tanto neuronas como neuroglia, son capaces de producir IGF-I-
inmunoreactivo (-IR; Kiess y col., 1984; Pons y Torres-Aleman, 1992). Estudios realizados
in vivo también han demostrado la presencia de IGF-I en SNC. Anilisis de las
concentraciones de IGF-I en extractos acidos de SNC de mamiferos han mostrado que el
bulbo olfativo, hipotdlamo, cerebelo y corteza cerebral son las dreas cerebrales que presentan
un mayor contenido de IGF-I-IR (Sara y col., 1982; Yamaguchi y col., 1990). Respecto a
los estudios inmunocitoquimicos, los resultados presentados hasta el momento no son muy
homogeneos. El primer estudio detallado de la localizacion de IGF-I en SNC adulto fue
realizado por Noguchi y col. (1987) donde encontraban un gran mimero de neuronas positivas
para IGF-1 en numerosas areas del cerebro anterior, a excepcién de la corteza cerebral.
Posteriormente Hansson y col. (1988b), tras administracién de colchicina a ratas adultas,
Gnicamente haltan inmunoreactividad para IGF-I en ias motoneuronas del asta anterior de Ia
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médula espinal y en células de Purkinje del cerebelo. Mds recientemente, Garcia-Segura y
col., (1991) encuentran inmunoreactividad para IGF-I en SNC adulto en células
ependimarias, eminencia media, y algunas neuronas del nicleo arcuato, mientras que tras la
administracién de colchicina numerosas 4reas presentaban IGF-IR. Si bien la
inmunoreactividad para IGF-1 en SNC adulto ha sido localizada principalmente en neuronas
y ependimocitos (Andersson y col., 1988; Hansson y col., 1988b; Garcia-Segura y col.,
1991), durante €l desarrollo y lesiones también es detectada en células gliales (Andersson y
col., 1988; Hansson y col., 1988b; Garcia-Segura., 1991; Komoly y col., 1992; Garcia-
Estrada y col., 1992).

En cuanto a la expresiéon del ARNm de IGF-I en SNC, las distintas técnicas
empleadas han mostrado notables diferencias en los resultados obtenidos. Mediante técnicas
de Northern blot algunos autores han sido capaces de detectar expresion del ARNm de IGF-I
en tejidos nerviosos en desarrollo (Lund y col., 1986; Ballotti y col., 1987), sin que otros
autores fueran capaces de detectarla en el adulto (Lowe y col., 1987). Mediante la aplicacion
de técnicas de hibridacion mds sensibles que el Northern blot, como es ¢l ensayo de
proteccion de ribonucleasas, se ha demostrado que neuronas y células de glia en cultivo, asi
como extractos de cerebro, expresan el ARNm de IGFE-I (Rotwein y col., 1988). En SNC
adulto los niveles de expresién mds altos correspondenn con la médula espinal, bulbo olfativo
y cerebelo (Rotwein y col., 1988). Sin embargo, la aplicacion de técnicas de hibridacion in
situ han mostrado que la expresion del gen de IGF-I es muy baja y restringida a muy pocas
areas. Werther y col. (1990) describieron por primera vez la localizacion del ARNm de IGF-
I en ¢l cerebro de rata adulta, donde los transcritos fueron hallados Unicamente en el bulbo
olfativo, hipocampo y cerebelo. Sin embargo, estudios de hibridacién in situ posteriores
(Bondy, 1991) no han reproducido los resultados anteriores. En este ultimo trabajo, la sefial
de hibridacién para el ARNm de IGF-I en SNC adulto se localizaba en bulbo olfativo,
corteza piriforme, coliculos superiores, oliva superior y células de Purkinje del cerebelo.
Mientras que en el adulto los transcritos del gen de IGF-I detectados por hibridacién in situ
son observados en muy pocas areas, durante el desarrollo su distribucién es mucho mds
amplia, localizandose principalmente en neuronas (Bondy, 1991; Bartlett y col., 1991a,b; Lee
y col., 1992b).

Los primeros estudios de distribucién de R-IGF-I en SNC de roedores y humanos se
realizaron mediante técnicas autoradiograficas de unidén de ligando marcado. Estos trabajos
mostraron las densidades mads altas de receptores en plexos coroideos, eminencia media e
hipéfisis y niveles mas moderados en bulbo olfativo, hipocampo, cerebelo e hipotalamo
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(Bohanon y col., 1986; Lesniak y col., 1988; Araujo y col.. 1989; Matsuo y col., 1989;
Bassas y col., 1989; Adem y col., 1989; Kar y col., 1993b). Debido a que el SNC también
expresa otras moléculas con afinidad por IGF-1, los resultados obtenidos en los estudios
autoradiogrificos de unién de ligando marcado puedan reflejar, ademas de R-IGF-I,
receptores de IGF-II, de insulina ¢ IGFBPs. La aplicacion de técnicas de hibridacién in situ
usando sondas complementarias al ARNm de R-IGF-I elimina las posibles reacciones de
cruce entre R-IGF-I y otras proteinas ligadoras de IGF-I1.

Recientemente han sido publicados varios estudios de localizacién del ARNm de R-
IGF-I en SNC mediante técnicas de hibridacién in siru (Marks y col., 1991; Bondy y col.,
1992). En general, estos estudios estdn en concordancia con los trabajos de autoradiografia
de receptores, aunque las diferencias méis notables se hallaron en areas hipotaldmicas, mas
concretamente en la eminencia media. Por otra parte, mientras que tanto neuronas como
células de glia en cultivo presentan R-IGF-I y su ARNm (Shemer y col., 1987; Baron-Van
Evercooren y col., 1991), los estudios de hibridacién in situ muestran que el ARNm del R-
IGF-I se localiza fundamentalmente en somas neuronales.

2.3. Regulacién de la expresiéon de IGF-1 y R-IGF-I en SNC

En SNC la expresion de IGF-I y la de su receptor es altamente regulada durante el
desarrollo (Rotwein y col., 1988; Bondy, 1991; Bach y col., 1991a,b; Garcia-Segura y col.,
1991). Aunque R-IGF-I es regulado durante el crecimiento, en el adulto se expresa
abundantemente en muchas dreas del SNC (Marks y col., 1991; Bondy y col., 1992). Por
el contrario, la expresiéon de IGF-I experimenta una dramdtica disminucién al llegar a la
madurez (Bondy, 1991; Garcia-Segura y col., 1991.), siguiendo patrones de expresién
especificos para cada region del SNC (Bach y col., 1991a,b). En épocas postnatales
tempranas se observa un maximo en la expresién de IGF-I, principalmente en zonas donde
persiste la neurogénesis y donde se origina la sinaptogénesis (Bartlett y col., 1991a,b; Bondy,
1991).

Como mencionamos anteriormente, GH estimula la sintesis de IGF-I en miltiples
tejidos. En SNC no esta del todo claro esta acciéon de GH sobre la produccién de IGF-1
endégeno (Adamo y col., 1991a). Sin embargo, existen varios estudios que apoyan esta
hipdtesis. Existe una dependencia del ARNm de IGF-I por GH en cerebro de ratones
deficientes en GH (Mathews y col., 1986). La hipofisectomia reduce la expresion del IGF-1
hipotalamico, la cual es restaurada tras administracion subcutanea de GH (Wood y col.,
1991). Por dltimo la administracion intracerebroventricular (icv) de GH también incrementa
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los niveles de expresién de IGF-I en cerebro (Hynes y col., 1987). Otras hormonas
circulantes como son glucocorticoides y hormonas tircideas también parecen regular la
expresion de IGF-I en tejidos nerviosos, al menos en cultivos primarios (Adamo y col.,
1988; Binoux y col., 1985). Ademis ciertos factores de crecimiento pueden modular los
niveles de IGF-I células nerviosas cultivadas (Pons y Torres-Alemin, 1992).

Dentro del SNC diversos tipos de lesiones pueden inducir la expresion de IGF-1y de
su receptor (Hansson y col., 1988a; Komoly y col., 1992; Lee y col., 1992a; Garcia-Estrada
y col., 1992; Yamaguchi y col., 1991; Kar y col., 1993a). En algunos casos el significado
de esta regulacién es la de actuar como un factor tréfico para la supervivencia y
mantenimiento de las células nerviosas (Gluckman y col., 1992).

Recientemente ha sido descrita la presencia de IGF-1 y su ARNm en diversos tumores
cerebrales (gliomas, estesioneuroblastoma y oligodendrogliomas). A diferencia del tejido
cerebral normal, donde pricipalmente se encuentra ARNm del IGF-Ia, los transcritos
encontrados en tumores correspondian a las dos especies de IGF-I, IGF-1a e IGF-Ib. La
presencia de IGF-I en tumores cerebrales junto a la expresidén diferencial de sus ARNm ha
sugerido una participacién autocrina o paracrina de este factor en el crecimiento celular del
tumor (Sandberg-Nordqvist y col., 1993).

2.4. Acciones de IGF-I en SNC

Al igual que en otros tejidos, las acciones propuestas de IGF-I en SNC podrian
agruparse dentro de tres categorias: i) acciones trdficas, ii) acciones metabdlicas y iii)
acciones especializadas especificas del tejido nervioso: neuromodulacion.

Existen evidencias experimentales que apoyan acciones de IGF-I en SNC para cada
una de estas tres categorias. Este péptido no es el {inico mensajero quimico al cual se le han
atribuido papeles funcionales tan diferentes como son el trofismo y la neuromodulacién. Si
revisamos la bibliografia encontraremos que, bajo ciertas circustancias, neurotransmisores
clasicos como son GABA o serotonina y hormonas péptidicas como la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) o la hormona estimulante de los melanocitos (MSH) pueden
actuar como sefiales reguladoras del crecimiento (Lauder, 1993; Redburn y Schousboe, 1987;
Strand y col., 1991). Por otro lado, factores de crecimiento como el EGF pueden ejercer
acciones neuromoduladoras (Plata-Salaman, 1991). Estos datos parecen indicar que los
mensajeros quimicos del SNC pudieran no tener una total rigidez en el tipo de acciones
funcionales que pudieran ejercer.

De nuevo y del mismo modo que en otros tejidos, IGF-I en SNC parece ejercer
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algunas de sus acciones interaccionando con otros factores de crecimiento. De todos los
factores de crecimiento presentes en el SNC, el NGF y el FGF han sido los dos factores mas
estudiados hasta el momento en relacién a sus interacciones con IGF-I (Ang y col., 1993;
Werther y col., 1993; Pons y Torres-Alemén, 1992; Torres-Alemén y col., 1990b; Mill y
col., 1985; Recio-Pinto y col., 1984; Frodin y Gammeltoft, 1994).

El IGF-I como factor neurotréfico.

El sencillo término de neurotrofismo engloba toda una serie de complejas y diferentes
acciones en las que se incluyen supervivencia, division, desarrollo y diferenciacion de las
células nerviosas, asi como el mantenimiento y la regeneracion de las mismas. En los ltimos
afios se han realizados numerosos estudios in vitro (lineas celulares clonadas, cultivos
primarios, explantes, etc.) e in vivo de tejidos nerviosos, demostrando que IGF-I ejerce
diversas acciones en el crecimiento y desarrollo de células nerviosas. Estos trabajos han
permitido considerar a IGF-I como un importante factor neurotréfico, tanto durante el
desarrollo como en edades adultas.

La supervivencia de una serie de neuronas y células de glia en cultivo requiere la
presencia de dosis bajas de IGFs o dosis aitas de insulina (Ekstrém y col., 1993; Aizenman
y de Vellis, 1987; Torres-Aleman y col., 1990a; Beck y col., 1993; Werther y col., 1993;
Torres-Aleman y col., 1992; Haselbacher y col., 1989; Recio-Pinto y col., 1986; Hughes
y col., 1993; Schumacher y col., 1993), muy probablemente por la interaccion de estos
péptidos con el R-IGF-I (Masters y Raizada, 1993). La activacién de R-IGF-I promueve el
crecimiento celular, incluyendo la induccién de la sintesis de Aacidos nucléicos y de
mitogénesis (Lenoir y Honegger, 1983; Shemer y col., 1987; DiCicco-Bloom y Black, 1988;
Sara y Carlsson-Skwirut, 1988; McMotrisA y Dubois-Dalcq, 1988).

La administracion de IGFs o insulina en cultivos de neuronas promueve la formacion
de neuritas y un incremento en los niveles del ARNm de tubulinas (Ang y col., 1993;
Fernyhough y col., 1993; Mill y col., 1985; Recio-Pinto y col., 1986; Recio-Pinto e Ishii,
1988; Fernyhough y col., 1989). Debido a que los IGFs son requeridos como factores de
supervivencia para estos tipos celulares, en ocasiones es dificil establecer si los efectos en
la formacion de neuritas son diferentes de los de supervivencia.

Ademds de jugar un papel en la supervivencia, division y formaciéon de
prolongaciones en células neurales, IGF-1 también participa en procesos de diferenciacion.
IGF-I es un factor diferenciador para precursores catecolaminérgicos en culivo (Xue y col.,
1688). En la linea celular SH-SYSY, procedente de neuroblastoma humano, IGF-I promueve
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la diferenciacion de estas neuronas disminuyendo los niveles del ARNm del factor de
transcripcién asociado con la proliferacion c-myc y aumentando la expresion del gen de la
proteina asociada a los conos de crecimiento-43 (GAP-43; Palman y col., 1991; Sumantran
y Feldman, 1993).

IGF-1 promueve el desarrollo de las células de glia en cultivo, fundamentalmente de
oligodendrocitos (McMorris y col., 1986; van der Pal 1988). La union de IGF-I a su receptor
(Masters y col., 1991) induce diferenciacién de las células de glia no diferenciadas en
cultivo, principalmente, hacia oligodedrocitos (McMorris y col., 1988) e incrementa los
niveles de la proteina basica de la mielina (Saneto y col., 1988). Durante estados de
malnutricién disminuyen los niveles circulantes de IGF-I (Thissen y col., 1994),
produciéndose una hipomielinizacién del cerebro en periodos criticos del desarrolio (Wiggins,
1982). Estos trabajos apuntaban hacia un importante papel de IGF-I en el desarrollo y
produccién de mielina de los oligodendrocitos. M4s recientemente se ha podido comprobar
la implicacién de IGF-I en fenémenos de mielinizacién in vive. Por un lado, Komoly y col.
(1992) demostraron un incremento en la sintesis de IGF-1 y su receptore, en astrocitos y
oligodendrocitos respectivamente, en animales sometidos a desmielinizacion experimental.
Por otro lado, ratones transgénicos para IGF-1 presentan un cerebro mayor que los controles
y un importante aumento en la cantidad de mielina, sin estar modificado el nimero de
oligodendrocitos (Carson y col., 1993).

Varios autores han relacionado a los IGFs con fenémenos de sinaptogénesis. Durante
la sinaptogénesis del misculo esquelético se produce un incremento en los niveles del ARNm
de IGF-II del misculo, disminuyendo durante el periodo de eliminacion de sinapsis. Posterior
denervacion del misculo induce expresién de IGF-II, al tiempo que se forman nuevas
sindpsis (Ishii, 1989). La aplicacién exégena de IGF-I en misculo durante el periodo de
eliminacioén de sinapsis previene el descenso de las GAP (Caroni y Becker, 1992).

En cuanto al posible papel fisiolégico de IGF-I en lesiones y regeneracion del SNC,
los principales sistemas estudiados han sido las neuronas motoras espinales y la corteza
cerebral. IGF-I previene la muerte neuronal e incrementa la actividad de la acetiltransferasa
de motoneuronas en cultivo. In vivo reduce la muerte de neuronas motoras tanto durante la
muerte programada del desarrollo como en axotomia y seccionamiento de la médula espinal.
También es capaz de incrementar la ramificacién de las placas motoras y de originar
regeneracion, la cual es inhibida por la perfusion de anticuerpos contra IGF-1. Todo ello ha
conducido a proponer a IGF-I como posible tratamiento terapettico en afecciones de las
neuronas motoras (Lewis y col., 1993; Ishii y Marsh, 1993; Glazner y col., 1993; Hansson
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y col., 1988a; Caroni y Grandes, 1990; Sjoberg y Kanje , 1989). Como modelo de lesion
de la corteza cerebral se ha utilizado la isquemia local. Tras la lesidn, varios autores han
demostrado que las areas danadas contienen numerosos astrocitos que sintetizan IGF-I.
Ademis de incrementarse la expresiéon de IGF-I, se induce la expresién de IGF-1I, de los
receptores de ambos IGFs y la de las IGFBPs 2,3,4 y 5. La administracién icv de IGF-I
exégeno, después de originar la lesion, reduce la muerte neuronal, sugiriendo que este
péptido podria tener un potencial uso terapeutico en lesiones del cerebro (Gluckman y col.,
1992; Klempt y col., 1992; Beilharz y col., 1993; Lee y col., 1992a).

Un posible papel de IGF-I en lesiones del SNC también ha sido propuesto para otras
reas, como es ¢l caso del hipocampo (Yamaguchi y col., 1991; Garcia-Estrada y col., 1992;
Kar y col., 1993a).

El IGF-I como neuromodulador

A diferencia de los abundantes estudios realizados proponiendo un posible papel
neurotréfico de IGF-I en SNC, un reducido nimero de trabajos sugieren que IGF-I participe
en fenomenos de neuromodulacion.

El primer estudio donde se implicé a IGF-I en la regulacion de la neurotransmision
fue realizado por Nilsson y col. (1988). Estos autores encontraron que IGF-1 estimulaba la
liberaciéon de acetilcolina evocada por potasio en rebanadas de corteza cerebral.
Posteriormente, el mismo grupo demuestra que el tripéptido aminoterminal de IGF-1, GPE,
potencia la liberacion de acetilcolina en corteza cerebral y de dopamina en estriado, pudiendo
unirse a los receptores de glutamato del tipo NMDA (Sara y col., 1989). Finalmente, estos
autores observan que la liberacién de la acetilcolina es estimulada por IGF-I(1-70) y mas
potentemente por GPE, pero no por des(1-3)-IGF-I (Nilsson-Hakansson y col., 1993). Los
autores proponen que a partir de un unico IGF-I(1-70), por procesamiento posttranscripcional,
se originen des(1-3)-IGF-1 y GPE, estando el primer péptido implicado en fendmenos tréficos,
mientras que GPE lo estaria en neuromodulacion (Sara y Carlsson-Skiwirut C, 1990).

Otros grupos han descrito que IGF-I también puede reducir la liberacién de
acetilcolina en rodajas de hipocampo (Araujo y col., 1988) y disminuir la actividad de la
enzima colina acetiltransferasa en cultivos de estriado (Brass y col., 1992). Referente a otros
neurotransmisores, IGF-I disminuye la liberaciéon de GABA inducida por glutamato en el
cerebelo (Castro-Alamancos y Torres-Aleman, 1993). Por 1ltimo, se ha demostrado que

des(1-3)-IGF-1 ejerce una potente accién inductora en la produccién del neuropeptido Y
{Barnea y col., 1993b).
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El mecanismo por el cual IGF-I puede ejercer sus acciones neuromoduladoras es
desconocido. Nilsson y col. (1988) en un principio propusieron que el efecto del péptido
3sobre la liberacién de acetilcolina pudiera estar relacionado con la apertura de canales de
Ca*. En este sentido ha sido demostrado que IGF-l incrementa las corrientes de Ca™ en
neuronas cultivadas de la linea NxG (Kleppisch y col., 1992). El incremento en las corrientes
de Ca pudiera estar relacionado con los efectos neuromoduladores del péptido, o incluso con
aquellos otros promotores del crecimiento.

El IGF-I como regulador del metabolismo.

En cultivos primarios de células astrogliales o neuronas, s¢ ha demostrado que IGF-I
es capaz de incrementar la expresién de transportadores de glucosa en ambos tipos celulares,
pero unicamente estimula la incorporacién de giucosa y fos niveles de glucégeno en astrocitos
(Werner y col., 1988; Dringen y Hamprecht, 1992).

2.5. IGF-I en sistemas neuroendocrinos

IGF-I ejerce un control en la sintesis y liberacion de GH, LLH, FSH, prolactina y el
péptido intestinal vaasoactivo (VIP) hipofisarios (Melmed, 1989; Morita y col., 1987,
Yamashita y Melmed, 1986; Goodyer y col., 1986; Kanematsu y col., 1991; Lara y col.,
1994), ademas inhibe la liberacion de GH inducida por el factor de liberacion de GH (GRF,
Ceda y col., 1987). Varios autores han propuesto que el IGF-I del SNC, méas concretamente
el hipotalamico, puede influir la liberacion de GH (Berelowitz y col., 1981; Tannenbaum y
col., 1983). Sin embargo, mais recientemente se ha sugerido que el regulador central de GH
seria IGF-II y no IGF-I (Spencer y col., 1993).

A nivel hipotaldmico, IGF-I modifica la liberacion de somatostatina (SOM)
(Berelowitz y col., 1981) y de la hormona liberadora de LH (LHRH; Hiney y col., 1991)
y regula los niveles de los ARNm de SOM y GRF (Sato y Frohman, 1993).

Estas acciones de IGF-I sobre hormonas hipofisarias y factores de liberacion
hipotaldmicos, junto con la abundancia y localizacién de R-IGF-I en el eje hipotilamo-
hipofisario, ha permitido proponer un posible papel neuromodulador y/o neuroendocrino del
IGF-I hipotalamico (Berelowitz y col., 1981; Tannenbaum y col., 1983; Wodd y col., 1991;
Sato y Frohman, 1993).

De las acciones reguladoras de IGF-I sobre hormonas hipofisarias y factores de
liberacion hipotalamicos, la inhibicion de la sintesis y liberacién de GH es el mejor
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establecido y se interpreta como un posible control de retroalimentacién negativo ejercido por
IGFE-I (Melmed, 1989).

En base a la accién inhibidora de IGF-I sobre GH, junto con la posible implicacion
del IGF-I hipotaldmico, nos propusimos estudiar la posible regulacion y participacion del
IGF-1 central en situaciones de disminucion de la secrecion de GH, como son el
envejecimiento y diabetes mellitus.

Con el envejecimiento se producen importantes alteraciones en el eje GH-IGF-I,
disminuyendo la sintesis y liberacion de GH, IGF-I (Cohen y col., 1992; Ldpez, 1994) y de
los dos factores hipotalamicos que principalmente controlan la liberacion de GH: SOM y
GRF (Sonntag y col., 1986; Sonntag y col., 1981; Hoffman y Sladek 1980; Morimoto y col.,
1988; Sonntag y col., 1990, Wang y col., 1993; DeGennaro y col., 1989; Deslauriers y
col., 1991).

Por otra parte se conoce que la administracion de estreptozotocina (STZ) provoca la
destruccion selectiva de las células B del pancreas, originando un modelo de diabetes mellitus
dependiente de insulina (Rakienten y col 63, Kim y Steinberg 84). El déficit de insulina
circulante, asi como la hiperglucemia inducida, causan importantes desajustes funcionales.
Una de las modificaciones originadas en este modelo de diabetes es la alteracion del
crecimiento {(Gonzélez y Jolin 1985), acompafiada de una notable disminucién en la sintesis
y secrecién de GH, asi como de su respuesta al GRF (Gonzilez y Jolin 1985; Tannenbaum
1981; Ndon y col., 1992). Ademds, se produce una dramitica disminucién de la expresion
de IGF-I y su ARNm en 6rganos periféricos, la cual es independiente de los niveles
circulantes de la GH (Fagin y col., 1989; Olchovsky y col., 1991) y dependiente en cierta
medida de glucocorticoides (Unterman y col., 1993).
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Objetivos

Considerando la posible accidn autocrina y/o paracrina de IGF-I en e] SNC y su
relacién con el sistema neuroendocrino, los objetivos iniciales de la presente tesis
fueron los siguientes:

Analizar la localizacién celular del péptido IGF-I y su ARNm en el SNC de la rata
adulta mediante la aplicacién de técnicas inmunocitoquimicas y de hibridacion in situ.

Analizar la localizacién celular del ARNm de R-IGF-I en el SNC de la rata adulta
empleando técnicas de hibridacion in situ.

Examinar la posible regulacion de IGF-I en 4reas concretas del SNC durante
situaciones de disminucion de la secrecién de GH. Como modelos experimentales se
eligieron el envejecimiento y la diabetes mellitus. Modelos con una disminucién de
los niveles de GH bien establecida en la rata.

Estudiar el posible papel funcional de IGF-I en aquellos modelos que evidenciaran
una regulacion de la expresion del péptido.
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Materiales y Métodos

1. TEJIDOS UTILIZADOS

En la realizacién de esta tesis se han empleado tejidos procedentes de las siguientes
especies:
I) Ratas adultas (ambos sexos) de la cepa Wistar de 7-8 semanas y 26-32 meses de edad. II)
Ratones macho adultos de la cepa Balb/C de peso comprendido entre 20-25 gr. Ambas
especies de roedores fueron criados en la colonia del Instituto Cajal (CSIC, Madrid). Los
animales permanecicron con agua y comida ad libitum bajo condiciones controladas de
temperatura (22+2°C) y humedad (48+2%). El ciclo diario fue de 12 horas de luz y otras
12 horas de oscuridad. III) Monos macho adultos de la especie Macaca mulaia. 1V)
Humanos varones, de edades comprendidas entre los 65 y los 75 afios, sin evidencia alguna
de enfermedades cerebrovasculares o neurodegenerativas.

Para la localizacién y manipulacion de las distintas dreas cerebrales se emplearon atlas
esteretdxicos del SNC de rata (Paxinos y Watson, 1982), ratén (Broadwell y Bleier, 1977)
y mono (Szabo y Cowan, 1984).

2. PRODUCCION DEL ANTISUERO o-1GF-I

El antisuero empleado para la deteccion de IGF-I se obtuvo por la inmunizacion de
conejos neozelandeses con IGF-1; 5, recombinante humano (Bachem) ligado a albimina de
suero bovino (BSA, Sigma) con carbodiimida (Abraham y Gover, 1991). Se hicieron
reaccionar 1.7 mg de IGF-I con 2 mg de BSA en 4 ml de tampén fosfato (PB) 0.05 M pH
7.6 en presencia de 16 mg de carbodiimida. La reaccién se llevé a cabo a temperatura
ambiente durante 24 horas.

La suspension de IGF-I-BSA se aplicé a los conejos por muiltiples inyecciones
subcutaneas repartida en dos dosis. En la primera dosis, el IGF-I ligado (0.5 mg por animai)
se mezclé con adyuvante completo de Freund (Difco) en proporcion 1/1 (v/v) y con 4mg por
conejo de Mycobacterium tuberculosis (Difco). Ademads, cada conejo recibié 0.5 ml de una
suspension de antigeno de Bortadella pertussis (Difco) via subcutanea. En la segunda dosis,
cada congjo recibié 0.4 mg de IGF-I ligado a BSA, mezclado en proporcion 1/1 (v/v) con
adyuvante incompleto de Freund (Difco). Los conejos se sangraron periddicamente (10-30
ml de sangre cada 4 semanas) a partir de los 30 dias después de la segunda inyeccion.

3. TECNICAS BIOQUIMICAS
3.1, Radioinmunoensayo de IGF-I
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3.1.1. Célculo de la capacidad y especificidad del antisuero

El suero obtenido en cada sangrado se titulé haciendo reaccionar 100 ul de cada
dilucién de antisuero con 100 ul de IGF-1-I'% (5.000 cpm aproximadamente), 100 ul de suero
normal de conejo a una dilucién final 1/1200 (Calbiochem) y tamp6n de ensayo (700 ul). La
precipitacién de los complejos antigeno-anticuerpo se realiz6 empleando un segundo antisuero
(ARGG, antigamma globulina de conejo obtenido en cabra, Calbiochem) a dilucién final
1/240.

Cuando el titulo (dilucién del antisuero o-IGF-I que ligd el 50% del IGF-I-I'%) decayd
por debajo de 1/10.000 (dilucién final) los conejos fueron reinmunizados con una dosis de
0.4 mg de IGF-I por conejo mds adjuvante incompleto de Freund (1/1, v/v).

La especificidad del antisuero a-IGF-I se determiné analizando la capacidad de otros
péptidos para competir con IGF-I-I'* por los sitios de unién al anticuerpo. Se ensayaron 27
péptidos diferentes, algunos de ellos estructural, anatémica o funcionalmente relacionados
con IGF-I: proinsulina, insulina (Bachem), IGF-II (Lilly), neurofisina I, neurofisina II
(Sigma), arginina-vasopresina (AVP), oxitocina (OT), GRF, 4, de rata, GRF, ;) humano,
GRF,,, humano, SOM 14, SOM 28, VIP, hormona liberadora de hormona
adrenocorticotropa {(CRH), calcitonina, hormona paratiroidea, pentagastrina, neurotensina,
polipéptido pancreitico, colecistoquinina, LHRH, B-encefalina, gastrina IP, bradiquinina,
substancia P, glucagén y MSH (Bachem). Soluciones iniciales de 100 ug/ml de cada uno de
estos péptidos en CIH 0.001 N se diluyeron sucesivamente en tampon de ensayo hasta una
concentracién de 100 pg/mli. Se realizaron curvas standard de IGF-I como se describird
posteriormente y otras 27 curvas standard empleando cada uno de los péptidos anteriores a
concentraciones de 100 pg/ml a 100 ug/ml. Las condiciones del ensayo fueron las habituales
para el radioinmunoensayo (RIA) de IGF-I.

3.1.2. Todacién de IGF-I

El mismo IGF-I (Bachem) con el que fueron inmunizados los conejos se iodd por el
método de Greenwood y col. (1963) a temperatura ambiente. Para ello, 5 ug del péptido en
50 pl de PB 0.5 M, pH 7.6 se hicieron reaccionar con 1 mCi de Nal'® (actividad especifica
17 Ci/mg, New England Nuclear) en presencia de 10 gl de una solucién fresca de Cloramina
T (0.25 ug/pl en PB 0.01 M, pH 7.6, Merck). La incorporacion de I'* a la molécula de
IGF-I se par6 a los 30 segundos por adicién de 100 ul de una solucién de albimina bovina
cristalina (BSAc) al 5% en PB 0.01 M, pH 7.6.

La mezcla se aplicé a una columna de 1x60 cm de Sephadex G-5¢ fino (Pharmacia),
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para separar el IGF-I-I'* del I'* libre y de la BSAc-I'®. La columna fue equilibrada y eluida
con el tampén de RIA, recogiendo fracciones de 1 ml. Para diferenciar el IGF-I-I'*® del I'*®
se realiz6 una precipitacién de proteinas con icido tricloroacético (TCA). Para ello a
alicuotas de 50 pl de cada fraccién eivida se les afiadié 1 mi de solucion de TCA al 10% y
250 ul de BSAc al 0.5% en agua destilada. Los precipitados obtenidos por centrifugacion a
2.500 rpm durante 10 minutos se cuantificaron por contaje de centelleo liquido. Las
fracciones correspondientes al IGF-I se mezclaron, se alicuotaron y se conservaron a -20°C.
Inmediatamente antes de su utilizacion en el RIA, cada fraccion se recromatografid
empleando la misma columna. La actividad especifica del IGF-I-I'* fue 150uCi/ug.

3.1.3. Protocolo de radioinmunoensayo

Para la curva standard se utilizé una solucién inicial de IGF-I en CIH 0.001 N, de
la que se prepararon alicuotas de 10 ng/mi en tampén de ensayo que se conservaron a -20°C.
Las concentraciones de IGF-I en la curva fueron de 0.156, 0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10,
20, 40 y 80 ng/ml. Todas las diluciones se realizaron en tampon de ensayo que consistié en
PB 0.05 M pH 7.6, EDTA 0.025%, 0.1% BSAc, 0.1% AzNa.

El antisuero o-IGF-I se empleé a una dilucién inicial de 1/1.500 (dilucién final
1/15.000). La preparacién de IGF-I-I'® se emple6 a razén de 5.000 cpm/tubo. El suero
normal de conejo (Calbiochem) se empled a una dilucion final de 1/1.200. La precipitacion
de los complejos antigeno-anticuerpo se realizé por el método del segundo anticuerpo,
utilizando una antigammaglobulina de conejo obtenida en cabra (Calbiochem) a una dilucién
final de 1/240. La preincubacién con el antisuero o-IGF-I fue de 24 horas a 4°C. La
incubaci6n posterior con IGF-1-I'® fue de 24-48 horas. Todo el proceso se realizé en hielo.
Los precipitados finales se colectaron por centrifugacién a 3.000 rpm durante 60 minutos a
4°C.

Cada concentracién de la curva standard se pipeteé por triplicado y las muestras por
duplicado, neutralizandolas previamente con cantidades equimolares de NaOH o por dilucién
en el tampon de RIA. Todas las muestras pertenecientes al mismo experimento se incluyeron
en el mismo ensayo.

Los coeficientes de variacién intra e interensayo fueron del 7% y 15%,
respectivamente. La sensibilidad del RIA de IGF-I fue de 0.25 ng/tubo.

3.1.4. Procesamiento de muestras
Las concentraciones de IGF-I de sueros de rata fueron medidos por el RIA de IGF-I
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previa extracci6én &cida. Las muestras fueron acidificadas y eluidas en columnas
cromatogréficas de fase reversa (Sep-pak C,;, Waters Associates), separando de este modo
el IGF-I de sus BPs.

3.2. Western blot

Para la realizacion del Western blot se usé una electroforesis unidimensional para
proteinas en gel de poliacrilamida con SDS al 0.1%. El tampdn de carga para la
electroforesis fue Tris-CIH pH 6.8 50mM, SDS al 4%, Glicerol al 20%, 2-B-mercaptoetanol
al 6% y azul de bromofenol al 0.002%. El gel separador se prepar6 al 14% a pH 8.8 y el
concenirador al 6% a pH 6.8. Las muestras se mantuvieron en agua a ebullicion durante 2-3
minutos para facilitar su solubilizacién. Se corrieron tres muestras, una con proteinas de
pesos moleculares conocidos, otra con 1 ug de IGF-I;; 5, (Bachem) y una tercera con un 1
pg de IGF-II | o, (Lilly). Las muestras fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
con un tamafio de poro de 0.22um (Millipore) mediante un Hoeffer Trans-Blot cell a 200 mA
(80 V) durante dos horas a temperatura ambiente en el tampén 25 mM Tris, 192 mM
glycine, 20% (v/v) metanol. El paso de las muestras de los geles a la membrana fue
verificado por el paso de las proteinas de pesos moleculares conocidos (pretefiidas), asi como
tifiendo el gel de poliacrilamida después de la transferencia con azul de coomassie.

Una vez completada la transferencia, las membranas fueron incubadas en una solucion
de bloqueo que contenia un 20% de suero fetal de ternera y un 5% de leche desnatada liquida
en tampon TBS (Tris-HCl 50 mM a pH 8.0, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0.05% (v/v)),
durante una hora en agitacion a temperatura ambiente. Las membranas fueron incubadas con
el antisuero o-IGF-1 diluido 1:400 durante una noche a 4°C en TBS con un 5% de leche
desnatada liquida. Los inmunoblots fueron procesados usando inmunoglobulinas de cabra
conjugadas con fosfatasa alcalina generadas contra conejo (pico Blue TM Immunoscreening
kit, Stratagene) segin las indicaciones del fabricante.

3.3. Radioinmunoensayo de vasopresina
3.3.1. Caracteristicas del antisuero

Se utiliz6 un antisuero, previamente descrito (Sinchez-Franco y col., 1986),
desarrollado en conejos contra AVP sintética ligada a tiroglobulina bovina con glutaraldehido,
el cual no presenta reaccién de cruce con OT, neurofisinas, ni con IGF-I. Unicamente
presenta reaccidn cruzada con arginina-vasotocina, no presente en mamiferos.
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3.3.2. Iodacién de vasopresina

La AVP se iod6 por el método de Greenwood y col. (1963) a temperatura ambiente.
15 ug de AVP sintética (Bachem) en 50 ui de PB 0.5 M, pH 7.6 se hicieron reaccionar con
0.6 mCi de Nal'¥® (actividad especifica 17 Ci/mg, New England Nuclear) en presencia de 10
pl de una solucién fresca de Cloramina T (1 pg/ul en PB 0.05 M, pH 7.6, Merck). La
incorporacion de I'*® a la molécula de AVP se par6 a los 15 segundos por adicién de 100 ul
de una solucién de albimina bovina cristalina (BSAc) al 25% en PB 0.01 M, pH 7.6. La
mezcla se aplicé a una columna de 1x60 cm de Sephadex G-25 fino (Pharmacia) para separar
la AVP-I'* del I'® libre y de la BSAc-I'®, La columna fue equilibrada y eluida con un
tampén de acido acético 0.1M con BSA al 0.125%, recogiendo fracciones de 1 ml. Las
fracciones correspondientes a AVP se mezclaron, repartieron en alicuotas y se conservaron
a -20°C. Inmediatamente antes de su utilizacién para RIA, cada fraccién se recromatografi
empleando la misma columna. La actividad especifica de la AVP-I'* fue 150uCi/ug.

3.3.3. Protocolo del radioinmunoensayo

Para la curva standard se utilizé una solucion inicial de AVP en CIH 0.001 N, de la
que se prepararon alicuotas de 10 ng/ml en tampén de ensayo que se conservaron a -20°C.
Las concentraciones de AVP en la curva fueron de 0.97, 1.95, 3.9, 7.81, 15.62, 31.25,
62.5, 125, 250 y 500 pg/ml. Todas las diluciones se realizaron en tampdn de ensayo que
consistié en PB 0.025 M pH 7.5, EDTA 0.25%, 0.25% BSAc, 0.1% AzNa. El antisuero O-
AVP se empled a una dilucion inicial de 1/40.000 (dilucidn final 1/400.000). El resto del
protocolo del RIA de AVP fue el mismo que el de IGF-I. Los coeficientes de variacion intra

e interensayo fueron 8% y 13% respectivamente. La sensibilidad del RIA de AVP fue de
0.7-1 pg/tubo.

3.3.4. Procesamiento de muestras

El contenido de AVP en distintas dreas cerebrales se determiné mediante RIA,
descrito anteriormente (Sanchez-Franco y col, 1986). Bloques que contenian hipotilamos y
fragmentos de cerebro anterior (libres de estructuras hipotaldmicas), asi como las
neurohipéfisis y adenohipdfisis fueron homogeneizados en acido acético 1M, calentados en
agua en ebullicion durante 5 min y centrifugados durante 25 min a 17.000 rpm. Los
sobrenadantes fueron recogidos y almacenados a -80°C hasta su utilizacién. Las muestras

fueron acidificadas y eluidas en columnas cromatogrificas de fase reversa (Sep-pak Cg,
Waters Associates).
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3.4. Valoracién de proteinas

Las proteinas se cuantificaron por el método de Lowry (1951) en alicuotas por
duplicado de 50pl de extractos celulares después de sonicar, hervir y centrifugar las
muestras. Para la curva standard se empleé una solucién acuosa de BSAc (Sigma) de
Img/ml.

3.5. Anadlisis estadistico de datos

Para la comparacion estadistica de las concentraciones plasmiticas de IGF-I entre
animales deshidratados y controles, se utilizé el test ¢ de Student, comprobandose
previamente la distribucién normal de los datos mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.

Para la comparacion estadistica de los niveles de AVP en el experimento de
administracién de antisuero O-IGF-I i.c.v., se usé un andlisis de varianza de doble via,
previa comprobacion de la normalidad de las distribuciones y de la homogeneidad de las
varianzas mediante el test de Cochran. Cuando el ANOVA revel6 efectos significativos, se

aplico el test de Scheffé como prueba para la comparacion de las medias a posteriori.

3.6. Ensayo de proteccién de ribonucleasas

Mediante esta técnica se analizaron los niveles del ARNm de IGF-I en hipotilamos
de ratas controles y deshidratadas. La cantidad de ARN total hibridada fue de 33 pg.

El ADNc¢ de IGF-I (Lowe y col., 1988) estaba inserto en el vector pGEM-3, y fue
linearizado con la enzima de restriccion Hind III. Se construyé una ribosonda en sentido
inverso, segun la técnica descrita por Lowe y col. (1987), utilizando 32aP-UTP y la ARN
polimerasa T7. El ensayo mostraba dos fragmentos protegidos principales de 376 (IGF-Ib)
y 224 pb (IGF-la) (Lowe y col., 1988).

La hibridacion de cantidades idénticas de ARN total de los dos grupos experimentales
se realizé bajo condiciones ya descritas (Lowe y col., 1987), a 45°C, durante 14-18 horas,
en una solucioén que contenia formamida al 75%, Tis-CIH 80 mM, EDTA 4mM, CINa 1.6
M, SDS 0.4% y 6x10° cpm de la ribosonda marcada. Después, se procedio a la digestién con
40 mg/ml de ARNasa-A y 2 mg/ml de la ARNasa-T1 (Lowe y col., 1987). Los fragmentos
protegidos fueron extraidos con fenol-cloroformo, precipitados con etanol, y sometidos a
electroforesis en gel desnaturalizante (poliacrilamida 8 %/urea 8M). Posteriormente, los geles
se autorradiografiaron en placas de rayos X a -80°C, durante 20 dias, y usando dos
amplificadores de sefial. Las sefiales obtenidas en la autorradiografia fueron cuantificadas por
densitometria y se expresaron en unidades densitométricas arbitrarias. En cada gel se
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incluyeron, ademds de las muestras, la ribosonda nativa (sin incubar, en dilucién variable),
la ribosonda digerida sin ARNasas (diluida antes de la aplicacion en el gel), ARNt de
levadura hibridado con ribosonda (control negativo) (Shemer y col., 1992), y pBR332,
digerido con Mspl, como marcador de peso molecular (Biolabs, New England, USA).

4. TECNICAS HISTOQUIMICAS
4.1. Fijacion y preparacién de los tejidos

Con el objeto de preservar la estructura de los tejidos asi como la de los diferentes
antigenos que contienen, todos los tejidos a los que se les aplicaron las distintas técnicas
histoquimicas fueron fijados. El tipo de fijacién dependié del tipo de tejido utilizado asi como
del estudio a desarrollar. Con el objeto de eliminar la influencia de las variaciones
hormonales circadianas en las distintas situaciones experimentales estudiadas, 1os animales
fueron sacrificados siempre durante las primeras horas de la mafiana.

En general, para estudios de localizacion, los animales fueron anestesiados y
perfundidos con soluciones fijadoras. Bajo los efectos del anestésico (Equitesin 2.5 ml/kg
intraperitoneal, Jansen Lab) se inserté una cénula a través del ventriculo izquierdo en la aorta
ascendente, por la que se hizo pasar primeramente un PB salino (PBS) seguido de 500 ml de
la solucidn fijadora, siendo paraformaldehido al 4% en PB 0.1M pH 7.4 para estudios de
microscopia Optica, y afiadiendo glutaraldehido al 0.1% a la solucién anterior, para los
estudios de microscopia electrénica. Posteriormente se extrajeron ios diferentes 6rganos a
estudiar (cerebro, hipdfisis, higado o rifién), se cortaron en bloques y se postfijaron por
inmersidn en la misma solucion fijadora (excepto el glutaraldehido) durante 3-4 horas a
temperatura ambiente.

En el analisis de tejidos humanos, los cerebros fueron extraidos durante autopsias
(transcurriendo de 4 a 6.5 horas desde el momento de la muerte) para su posterior fijacién.
Los cerebros fueron fijados por perfusién del 6rgano con paraformaldehido al 4% en tampén
borato, pH 9.0 y pequefios bloques se postfijaron en el mismo fijador durante 4 horas.

Para el estudio durante condiciones de estrés experimental se procedié a la fijacion
de los tejidos mediante inmersidn en soluciones fijadoras, con la finalidad de evitar el posible
estrés producido durante el proceso de la anestesia o de la perfusién. Los animales fueron
decapitados, los tejidos a estudiar fueron extraidos y cortados en pequefios blogques en los 3
primeros minutos después de la decapitacién, para evitar la posible degradacién de los
péptidos a estudiar. Inmediatamente fueron sumergidos en la solucidn fijadora para estudios
de microscopia éptica. Los bloques se mantuvieron en esta solucién durante 72 horas a 4°C.
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Tras la fijacién de los tejidos, en todos los casos de estudios a nivel optico, los
bloques se crioprotejieron mediante su inmersién en sacarosa al 30% en PB 0.1M a 4°C
durante toda una noche con agitacién continua.

Para los estudios de microscopia dptica se obtuvieron secciones histolégicas de 30-40
pm y de 7-12 um de espesor mediante la utilizacién de un micrétomo de congelacion (Leitz)
o0 de un criostato (Reichert-Jung), respectivamente. Para microscopia electrdnica los bloques
fueron rapidamente congelados por inmersion durante pocos segundos en nitrdgeno liquido
y traspasados inmediatamente en PB a 4°C, posteriormente se obtuvieron secciones
histologicas de 40um de espesor mediante un vibratomo Lancer.

4.2. Inmunocitoquimica

Para la deteccion de los distintos antigenos estudiados se utilizaron los suiguientes
anticuerpos y se aplicaron t€cnicas inmunocitogquimicas con peroxidasas (Sterberger, 19791),
fluorescencia indirecta (Coons, 1958) y de doble marcaje (Levet y col., 1986; Rubinstein y
col., 1992).

Anticuerpos Generados en  Codigo Dilucién de trabajo Procedencia
contra
IGF-1, -, conejo FL-51089 1/400-1/1000¢

1/200-1/500° H. Ramén y Cajal
IGFE-1 conejo UB3-189 1/1000' NIH
AVP conejo - 1/5000' H. Ramén y Cajal
AVP conejo AB937 1/3000! Chemicon Int.
oT conejo AB911 1/3000! Chemicon Int.
SOM conejo - 1/3000! H. Ramén y Cajal
GRF conejo - 1/2000! H. Ramén y Cajal
galanina conejo 1125 1/2000' Hammersmith H.
calbindina raton C 8666 1/1000°-1/5000" Sigma
LNGFR raton ME20.4 1/50" Worcester
ACTH,,, conejo AB902 1/8000' Chemicon Int.
c-Fos conejo - 1/1500" Curran y Morgan, 1985

', inmunomarcaje para microscopia de luz.
f, inmunomarcaje para microscopia de fluorescencia.
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4.2.1. Método de peroxidasa-antiperoxidasa

En los estudios de microscopia optica, las secciones histologicas fueron incubadas
durante 30 minutos en H,0, al 0.3% (v/v) en PBS (con tejidos humanos se afiadid metanol
al 10%). Las secciones fueron lavados intensamente con PBS y se preincubaron en suero
normal de la especie animal donde se desarrolld el anticuerpo secundario (cabra o conejo)
diluido al 3% durante 30 minutos, con secciones humanas se empled suero fetal de ternera
al 10%. Todos los sueros y anticuerpos especificos fueron dituidos en PBS con Tritén X-100
(PBST) al 0.2% y los lavados se realizaron unicamente con PBS. Las incubaciones con los
anticuerpos primarios se realizaron durante toda una noche a 4°C en agitacién (con tejido
humano se afiadié suero fetal de ternera al 1%). Tras la noche de incubacién las secciones
fueron lavadas e incubadas con un antisuero de cabra o de conejo frente a inmunoglobulinas
(IgG) de conejo o de ratén (Sigma, ICN) diluido 1:50 o 1:10 durante 1 hora a temperatura
ambiente. Una vez lavados los cortes, se incubaron con un complejo peroxidasa-
antiperoxidasa (PAP) desarrollado en conejo o en ratén (Sigma, ICN) diluido 1:1.000 en
PBST durante 1 hora y 30 minutos. Tras varios lavados los cortes se incubaron en una
solucién de tetrahidrocloruro de 3,3’ diaminobencidina al 0.06% (DAB, Sigma). Después de
10 minutos, se afiadié H,0, a la solucién de DAB a una concentracién final de 0.003%. La
reaccién se par6 mediante lavados con PBS. Las secciones fueron montadas sobre
portaobjetos cubiertos por gelatina al 0.5%, deshidratadas y montadas en resina Dammar.
Para estudios de microscopia electronica, el inmunomarcaje se realizé del mismo modo que
para microscopia Optica, excepto que no se utilizé6 H,0, en los pretratamientos, ni detergentes
en las incubaciones de los sueros. Después del revelado de la inmunoreaccion, las secciones
fueron lavadas en PBS durante 1 hora y postfijadas en tretréxido de osmio al 1% en PB
0.1M pH 7.4, durante otra hora. Las secciones fueron deshidratadas en alcoholes (en el
alcohol al 70% se afiadi6 acetato de uranilo al 1%), montadas en portaobjetos con resina
Durcupan ACM (Fluka), cubiertas con cubreobjetos de plastico y polimerizadas durante tres
dias a 56°C. Las secciones fueron reincluidas en cédpsulas de plastico en Durcupan. Se
obtuvieren secciones ulirafinas, se montaron en rejitlas cubiertas por Formvar y se tifieron
con citrato de plomo.

Como controles inmunocitoquimicos se incubaron secciones histolégicas omitiendo
el antisuero primario o remplazandolo con concentraciones equivalentes de suero preinmune.
La especificidad del antisuero FL-51089 fue verificada mediante la incubacion de secciones
histolégicas con el antisuero previamente preadsorbido con 1.45 pg/ml de IGF-lizo
recombinante humano durante una noche a 4°C. Ademis, se compararon los resultados
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obtenidos con el antisuero FL.-51089 con los obtenidos utilizando otro antisuero policlonal
contra IGF-1 (UB3-139).

4.2.2. Método del complejo avidina-biotina

Algunas de las reacciones inmunocitoquimicas fueron realizadas con la técnica del
complejo avidina-HRP-biotinilada {ABC). Para ello se siguié el mismo protocolo gue para
el desarrollo de la PAP hasta el lavado después de la incubacion del antisuero primario,
seguidamente las secciones histologicas fueron incubadas con IgGs desarrolladas en cabra
contra IgGs de conejo o ratén conjugadas con biotina (Vector) a una dilucion 1/100 en PBST
durante una hora. Después de lavar las secciones, estas fueron incubadas en el complejo ABC
(Vectastain Elite kit, Vector) disuelto en PBST durante 1 hora y 30 minutos. El protocolo
del revelado fue el mismo que para la PAP.

4.2.3. Intensificacién del producto de reaccion

Una vez adheridas las secciones a los portaobjetos, pero manteniéndose humedas,
fueron introducidas en una cimara con tetréxido de osmio al 1% en PB 0.1M pH 7.4 de tal
modo que Unicamente recibieran los vapores del osmio. Transcurridos de 30 segundos a 2
minutos se lavaron con PBS y se montaron con resina Dammar.

4.2.4. Método de fluorescencia indirecta

Después de la incubacion con los anticuerpos primarios, tras los lavados con PBS, las
secciones fueron incubadas con IgGs «-conejo o a-ratén generados en cabra conjugados con
tetrametilrodamina o isotiocianato de fluoresceina respectivamente (TRITC, FITC; Sigma)
diluidos 1:40 - 1:80 durante una hora a temperatura ambiente. Las secciones fueron
intensamente lavadas en PBS y montadas en portaobjetos en glicerina:PBS (1:9).

4.2.5. Doble marcaje en cortes seriados

Para la demostrar la coexistencia de dos antigenos diferentes en la misma célula se
emplearon cortes seriados de 7um. Cada uno de los cortes adyacentes adheridos a
portaobjetos gelatinizados se incubé con un antisuero primario diferente y se reveld mediante
la técnica de la PAP.

4.2.6. Doble marcaje en la misma seccién
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4.2.6.1. Utilizacién de dos cromdgenos diferentes

Se utilizaron secciones de 30um de espesor. Para la visualizacion del primer antigeno
se uso la técnica del ABC. Una vez revelada la peroxidasa del complejo ABC, las secciones
inmunotefiidas con el primer anticuerpo primario fueron lavadas intensamente en PBS e
incubadas con el segundo anticuerpo primario, siguiendo el mismo protocolo que en la PAP
hasta los lavados previos al revelado. Las secciones fueron lavadas 5 veces en PBS 0.01M
pH 6.8 e incubadas en una solucién de dicloruro de benzidina 0.01% (Sigma) y nitroprusiato
sédico 0.025% (Sigma) en el mismo tampén. Transcurrido 10 minutos se aftadié H,0, a una
concentracion final de 0.0015%, la reacciéon fue detenida lavando las secciones con PBS pH
6.8. El control de la posible reaccion de cruce entre ambos marcajes fue realizado incubando
ambas veces con ¢l antisuero contra el primer antigeno. Este tipo de técnica fue
especialmente atil, principalmente, en los casos en los que para localizar dos antigenos
diferentes, Ginicamente se disponia de antisueros generados en las mismas especies huésped,
ya que el producto de la inmunoreaccion del complejo ABC provee una completa proteccion
de las IgGs unidas frente ¢l segundo anticuerpo.
4.2.6.2, Utilizacion de dos fluorescentes diferentes

Este tipo de técnica nicamente se pudo emplear en los casos en los que s¢ disponia
de anticuerpos contra antigenos diferentes generados en distintas especies huéspedes. Para
la visualizacion del primer antigeno usamos la técnica de inmunofluorescencia indirecta con
TRITC o con FITC. Las secciones inmunotefiidas con €l primer anticuerpo primario fueron
lavadas intensamente en PBS e incubadas con el segundo anticuerpo primario. Este segundo
anticuerpo primario fue visualizado empleando de nuevo la inmunofluorescencia indirecta con
un anticuerpo secundario conjugado a una molécula fluorescente distinta de la empleada en
la deteccion del primer antigeno. El control de la posible reaccién de cruce entre ambos
marcajes fue realizando las incubaciones omitiendo alguno de los anticuerpos primarios.

4.3. HIBRIDACION IN SITU
4.3.1. Preparacion de tejidos

Para los experimentos de hibridacién in situ se fijaron por perfusion ratas adultas
macho, los cerebros € hipofisis fueron extraidos, postfijados y crioprotejidos en sacarosa
como se describid anteriormente. Los tejidos fueron congelados en isopentano (enfriado con
nitrdgeno liquido) y almacenados durante 24-48 horas a -80°C. Se realizaron cortes de 10 um
a -20°C en un criostato, las secciones se recogieron directamente en portaobjetos previamente
cubiertos por poli-L-lisina (Sigma). Los cortes histolégicos permanecieron a 43°C al vacio
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5 minutos y otros 30 minutos en fijador. Posteriormente fueron lavados en PBS, acetilados
en anhidrido acético al 0.25% en tampon TEA, fijados una vez mas durante 5 minutos,
lavados en PBS y deshidratados en un gradiente de alcoholes. Una vez secos por completo,
los portaobjetos fueron almacenados a -80°C hasta su posterior hibridacion.

4.3.2. Preparacion de sondas

El ADNc de IGF-I estaba inserto en el vector pGEM-3 (Lowe y col., 1988) y fue
linearizado con Hind III. La sonda de ARNc de R-IGF-I se sintetiz6 a partir de un inserto
de ADNCc subclonado en el vector pPGEM4 (Ullrich y col., 1986; amablemente cedido por
el Dr. Santos), el plasmido fue linearizado con la enzima de restriccién Pvull. Los ARNc
de IGF-1 y R-IGF-I fueron sintetizados por transcripcion in vitro usando UTP marcado con
3§ (1.200 Ci/mmol; New England Nuclear), generandose sondas con una actividad especifica
de 1.240.2x10° cpm/ugARN. La reaccién de transcripcién se realizd incubando lug de
ADNCc linearizado con 7.5U de ARNpolimerasa T7 durante 4 horas a 30°C, con el 50% de
la polimerasa afiadida después de 2 horas. La reaccién se finaliz6 incubando con DNasa-I
durante 10 minutos a 37°C. La mezcla de reaccién fue precipitada en etanol absoluto en
presencia de ARNt de levaduras y diotiotreitol.

4.3.3. Hibridacién

Las secciones fueron descongeladas y rehidratadas en 2xSSC. La prehibridacién e
hibridacion se realizaron segin el método previamente descrito por Mellstrom y col 1991,
El tratamiento de posthibridacion fue el siguiente: 15 minutos en SSCx2 a temperatura
ambiente, 30 minutos a 37°C con RNasa A (30 ug/ml), 4 lavados de 15 minutos en SSCx2
a 50°C y 4 lavados de 15 minutos a 50° en SSCx0.1 con B-mercaptoetanol 14 mM. Las
secciones histolégicas se deshidrataron con etanol al 50, 70 y 90% con acetato amoénico 0.3M
y por ultimo, fueron expuestas a placas fotograficas (Amersham B-max) durante 40 dias o
a una emulsion fotogréfica (Kodak NTB2) durante 60 dias. Como control de hibridacién no
especifica, secciones adyacentes fueron pretratadas con RNase A antes de la hibridacién con
la sonda de ARN antisentido. Mediante Northern blot se ha demostrado que esta sonda no
posee cruce con el receptor de la insulina (comunicacién personal del Dr. A. Santos).

4.4. Doble marcaje hibridacion in sifu-inmunocitoquimica

Después de realizar los lavados de la hibridacién in situ, los portacbjetos fueron
lavados en PBS e incubados con los antisueros primarios correspondientes (O-c-Fos y O-
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AVP). La técnica inmunocitoquimica aplicada fue la de la PAP, anteriormente descrita, con
la modificacion de no tratar las secciones con peréxido de hidrégeno como pretratamiento.
Tras el revelado de la inmunotincién los portaobjetos fueron deshidratados, secados y
expuestos a una emulsion fotogrifica NTB2 durante 40 dias.

4.5. Contratinciones

Algunos portaobjetos con secciones histoldgicas procesadas para inmunocitoquimica
o para hibridacién in situ fueron tefiidas con violeta de cresilo o con tionina para una mejor
identificacion de los elementos marcados.

4.6. Andlisis estadistico de los datos

Para la semicuantificacién de los niveles de ARNm del R-IGF-I en el experimento de
deshidratacién se contaron los granos de plata reducida de la hibridacion in situ sobre
neuronas magnocelulares de los ndcleos hipotalamicos supradptico (n=85 células) y
paraventricular (n=24 células) de secciones histologicas procedentes de animales controles
(n=6 secciones) y deshidratados (n=8 secciones). Se aplicd un andlisis de la varianza
seguido de el test de significacién de Bonferroni.

5. MODELOS EXPERIMENTALES
5.1. Administracion de colchicina

A un grupo de animales, 48 horas antes de ser sacrificados, se les administré 75 ug
de colchicina disuelta en 10 ul de PBS en el ventriculo lateral derecho. Las coordenadas de
las inyecciones fueron: antero-posterior -0.8 mm, medio-lateral -1.6 mm, dorso-ventral -3.5
mm (desde la superficie de las meninges), estas fueron calculadas segiin el atlas estereotixico
de Paxinos y Watson (1982). Como cero estereotixico se usé el bregma. El plano utilizado

(barra de los incisivos a -3.3 mm) incluia la linea interaural y era paralelo a aquel que
contiene el bregma y al lamda.

5.2. Diabetes Mellitus

Ocho ratas macho (200-250 gr) fueron inyectadas con una tnica dosis de
estreptozotocina (STZ, Sigma; 60 mg/kg) disuelta en el momento de su utilizacién en 0.25
ml de tampén citrato, pH 4.5. Ocho ratas control recibieron un volumen igual del vehiculo.
La induccién de la diabetes fue definida por la aparicion de glucosuria (Keto-Diabur-Test
5000, Boehringer Mannheim), glucemia en sangre (Glucostix, Bayer), pérdida de peso y
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poliuria el tercer dia después de la administracion de la STZ. Todos los animales fueron
mantenidos seis semanas con agua y comida ad libitum. Tras seis semanas los animales
fueron anestesiados, se tomaron muestras de sangre y orina para controlar la glucemia y
glucosuria y finalmente fueron perfundidos.

5.3. Estimulacién osmética

Se emplearon dos modelos de deshidratacién, uno agudo y otro cronico. Para el
modelo agudo los animales permanecieron 24 horas antes de ser sacrificados con NaCl al 2%
en sus bebederos y con libre acceso a la comida. En el modelo crénico los animales
permanecieron con un régimen intermitente de agua salada durante seis dias (Shermany col.,
1988). En este ultimo modelo se mantuvo a las ratas con NaCl al 2% en los biberones desde
las 16 horas hasta las 10 horas y las restantes seis horas con agua normal. Como controles
se tomaron ratas con acceso a agua normal durante los mismos tiempos. Para los estudios
de histoquimica los animales fueron perfundidos, mientras que para los bioquimicos fueron
decapitados.

5.4. Preiiez y lactancia

Ratas hembra adultas virgenes en el estado de estro (n=4), prefiadas en el dia 21 de
la gestacion (n=3) y lactantes en el dia 10 de lactacién con 8 crias cada una (n=3) fueron
perfundidas para el posterior andlisis inmunocitoquimico de sus hipotalamos y neurohipé6fisis.
En el momento de sacrificar los animales del segundo grupo, dos de ellos habian parido
algunos momentos antes.

5.5. Estrés agudo por inmovilizacién

Doce ratas macho (200-250 gr) fueron usadas en este experimento. El grupo control
(n=4) fue decapitado inmediatamente después de sacar los animales de sus cajas. Los
animales posteriormente estresados fueron inmovilizados mediante su introduccién en conos
de plastico que restringian totalmente el movimiento (Orr y col., 1990) durante 15 minutos
(n=4) o 45 minutos (n=4), inmediatamente después fueron sacrificados. Los tejidos a
estudiar fueron rapidamente introducidos en soluciones fijadoras.
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5.6. Administraciéon de antisuero o-IGF-I icv

Se purificaron IgGs a partir de antisuero F1.-51089 (Ac-IGF-I) y suero normal de
conejo (NRS) en columnas de 1.5x30 cm de Dietilaminoetil-celulosa (DEAE-celulosa;
Whatman Ltd), equilibradas y eluidas con PO, 0.01M pH 7.6 a temperatura ambiente.
Previamente, los sueros se dializaron frente al mismo tampén durante 48 horas a 4°C
aplicindose 1 ml en cada columna. Se recogieron fracciones de 1 ml, seleccionandose las que
contenian las IgGs por su maxima absorcion a 280 nm, que se¢ liofilizaron y congelaron a -
20°C hasta su utilizaci6n.

A 13 ratas macho se les administrd en el ventriculo lateral 15 ul de IgGs purificadas
de FL-51089 (el equivalente a 50ul de antisuero). Otras tantas fueron inyectadas con IgGs
purificadas de NRS (el equivalente a 50ul de suero). Transcurridas 24 horas después de la
administracion, un grupo de ratas inyectadas con «-IGF-I (n=7) y otro con NRS (n=7)
fueron deshidratadas (NaCl al 2% en agua), sacrificindose por decapitacion 24 horas
después.
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1. DISTRIBUCION DE IGF-1 Y SU RECEPTOR EN SNC ADULTO
1.1. Distribucién del péptido IGF-I en SNC
1.1.1. Caracterizacion del antisuero o-IGF-I
Andlisis por RIA

En los estudios de RIA presentados en este trabajo se empleé el antisuero codificado
como FL-51089 a una dilucién final de 1/15.000. Como se muestra en la figura 1A, la
concentracién de IGF-I necesaria para desplazar en un 50% la uni6n inicial del IGF-1-I'*® al
antisuero fue de 5 ng/ml. El coeficiente de variacidn intraensayo fue del 7% y el coeficiente
de variacién interensayo del 15%.

La especificidad del antisuero fue demostrada por la ausencia de reaccién de cruce
frente a 27 péptidos ensayados: IGF-II, proinsulina (Fig. 1A), insulina, neurofisina I,
neurofisina II, AVP, OT, GRF; de rata, GRF, ,, humano, GRF,_,, humano, SOM 14, SOM
28, VIP, hormona liberadora de hormona adrenocorticotropa (CRH), calcitonina, hormona
paratiroidea, pentagastrina, neurotensina, polipéptido pancreitico, colecistoquinina, LHRH,
R-encefalina, gastrina IP, bradiquinina, substancia P, glucagén y MSH. Ninguno de estos
péptidos did reaccidén cruzada con el antisuero FL-51089 ni atin a concentraciones tan altas
como 1 pg/ml.

Andlisis por Western blot
Después del revelado de la fosfatasa alcalina de la membrana del inmunoblot, se
observé que el antisuero FL-51089, a la concentracion de 1:400, fue capaz de reconocer 1ug

de IGF-1,.;y humano recombinante. Sin embargo no reconocié la misma cantidad de IGF-1I
(Fig. 1B).

Andlisis inmunocitoguimico
Controles positivos.

Como controles positivos se utilizaron el higado y el rifién de ratas adultas tratadas
con colchicina. Estos 6rganos presentan un alto nivel de sintesis de IGF-I y su distribucién
es bien conocida. En el higado, la inmunoreactividad para IGF-I se presentaba distribuida en
los citoplasmas de los hepatocitos (datos no mostrados), mientras que en el rifién, el
inmunomarcaje se observé focalmente en células de los tubos colectores y de las asas de
Henle de la médula renal (Figs 2C-E). Los resultados obtenidos estaban en concordancia con

la localizacion del péptido y de su ARNm descrita por otros autores (Hansson y col., 1988b,
Andersson y col., 1990, Chin y col., 1992).
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Controles de especificidad.

La incubacion de cortes histolégicos del hipotdlamo de ratas tratadas con colchicina
y de cerebelos humanos omitiendo el antisuero primario o remplazandolo con concentraciones
equivalentes de suero preinmune no ofrecié ningin tipe de inmunoreaccion. Las mismas
areas descritas incubadas con el antisuero previamente preadsorbido con 1.45 pg/ml de IGF-
I, ;, recombinante humano durante una noche a 4°C mostraron una ausencia de inmunotincién
(Fig. 2). Ademds, incubaciones de secciones de cerebelos humanos con otro anticuerpo
policlonal o-IGF-I (UB3-189) ofrecieron resultados equivalentes a los obtenidos con el
antisuero FL-5108% en el patrén de inmunomarcaje. Sin embargo, la intensidad de la
inmunotincién fue notablemente mas débil utilizando el antisuero UB3-189 que con el FL-
51089.

1.1.2. Distribucién de IGF-1 en SNC
1.1.2.1. Distribucion del péptido IGF-1 en SNC de rata

En el SNC de ratas adultas sin tratamiento previo alguno, la inmunoreactividad para
IGF-I fue observada principalmente en el cerebelo, y muy débilmente en el hipotilamo y la
neocorteza. Tras 48 horas de la administracién icv de colchicina no se apreciaron cambios
en el patrén de inmunomarcaje del cerebelo. Sin embargo, se observé un notable incremento
en la intensidad del marcaje para IGF-1 en el hipotilamo y, en menor grado, en la
neocorteza. Aunque la administracion de colchicina indujo un incremento en la intensidad del
marcaje, en general, el patron de distribucién de los elementos que lo contenian fue la misma
que en los animales normales. Sin embargo, la administracion de colchicina produjo la
aparicion de células inmunopositivas en el complejo hipocampal, principalmente en el giro
dentado, sin que los animales normales las presentaran.

Localizacion de IGF-I en cerebelo

La inmunoreactividad para IGF-I fue detectada fundamentalmente en las células de
Purkinje (Fig. 3A). Algunas células de Golgi de la capa de los granos también presentaban
producto de reaccion, aunque muy débilmente (Fig. 3B). El producto de reaccion presentaba
un aspecto denso y granular (Figs 3C-F). En las células de Purkinje el inmunoprecipitado se
encontré concentrado alrededor de los micleos, asi como rellenando difusamente el pericarion
(Figs 3C-F) y sus procesos dendriticos primarios en la capa molecular (Figs 3C,D). También
se detectaron algunos axones positivos emergiendo de la base del soma de las células de
Purkinje (Figs 3E,F). El vermis fue el drea del cerebelo que mayor nimero de células de
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Purkinje positivas presentaba.

Las neuronas de Purkinje inmunoreactivas para IGF-I, identificadas con el
microscopio 6ptico, mostraban las caracteristicas ultraestructurales tipicas de las células de
Purkinje (Peters y col., 1991). Presentaban un nicleo pilido y prominente, con una
membrana nuclear profundamente invaginada (Fig. 4C). El micleo estaba rodeado por
abundante citoplasma rico en orgénulos, incluido el aparato subcisternal de membrana
descrito por Rosenbluth (Fig. 4A). La superficie externa de la membrana plasmatica del soma
celular, asi como la de sus dendritas primarias, estaban principalmente cubierta por procesos
gliales. El producto de reaccion denso a los electrones fue encontrado en cisternas del
reticulo endoplasmico rugoso (Figs 4A,B) y muy ocasionalmente asociado con la membrana
muclear (Fig. 4C) y cuerpos multivesiculares (Fig 4D). De modo caracteristico, el
inmunomarcaje para IGF-I no se encontré en ningun caso asociado con el nucleoplasma, ni
con la superficie externa de las mitocondrias, ni con otros orgdnulos subcelulares.

Localizacion de IGF-I en hipotdlamo

En el hipotilamo, la inmunoreactividad para IGF-I se observé-como un producto de
reaccion granular y difuso que ocupaba somas neuronales, sus procesos dendriticos, fibras
nerviosas y estructuras similares a terminales.

Las neuronas positivas para IGF-I se agrupaban principalmente en los mnicleos
supradptico y paraventricular (Figs 5). En el mnicleo paraventricular las células
inmunoreactivas para IGF-1 correspondian a neuronas magnocelulares (Figs 5A,B). Neuronas
positivas para IGF-I también fueron detectadas en los grupos accesorios magnocelulares
(Peterson, 1966), los cuales incluyen los nicleos comisural anterior (Fig. 6A), circular,
fornicales anterior y posterior, retroquiasmatico y el micleo del fasciculo prosencefilico
medial (datos no mostrados). Los grupos accesorios magnocelulares que presentaban IGF-I-
IR citados anteriormente, frecuentemente, se situaban a lo largo del curso de los axones de
las neuronas magnocelulares que se dirigen hacia la eminencia media (EM), a menudo en
asociacion con pequefios vasos (Fig. 6B). Otras neuronas positivas para IGF-I fueron
encontradas en las dreas hipotalamicas anterior y lateral (Fig. 6A), predpticas medial y lateral
(Fig. 6C), los micleos periventriculares predptico y anterior (Fig. 6A) asi como en el niicleo
de la estria terminal (Figs 6A,D).

Las fibras nerviosas y posibles terminales que contenian IGF-I-IR presentaban una
morfologia varicosa y se localizaban principalmente en la zona interna de la EM (ziEM), y
en menor numero, en la zona externa de la EM (zeEM; Fig. 7A). Fibras y posibles
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terminales inmunoreactivos también fueron observadas dentro de los nticleos periventricular
(recuadro en fig. 7C), paraventricular, comisural anterior y arcuato, asi como en el
hipotilamo mediobasal lateral (Fig. 7C). La mayor densidad de fibras nerviosas y de posibles
terminales inmunoreactivos para IGF-I fueron detectados en la neurchipéfisis (Fig. 7B),
mientras que tinicamente una muy tenue inmunoreactividad fue observada en la adenohipo6fisis
(no mostrada).

Los somas hipotalimicos inmunoreactivos para IGF-1 analizados a microscopia
electrénica mostraban las mismas caracteristicas ultraestructurales que las neuronas
magnocelulares neurosecretoras (Kalimo, 1971). Los somas presentaban un gran tamafio y
contenfan un nucleo excéntrico con un prominente nucleolo. El citoplasma poseia un reticulo
endoplasmico y un aparato de Golgi altamente desarrollado y, caracteristicamente, un gran
nimero de granulos de secrecion de centro denso, ficilmente identificables por su estructura
y tamafic (150-190um). El precipitado del inmunomarcaje para IGF-I se detectd
ocasionalmente en el interior de algunas de las cisternas del reticulo endoplasmico rugoso
(Fig. 8A) y del aparato de Golgi (Figs 8B,C). Algunos de los granulos de secrecion exhibian
IGF-I-IR en su interior (Fig. 9). Los resultados obtenidos fueron similares para neuronas
inmunoreactivas de los micleos supradptico y paraventricular. El producto de reaccioén del
IGF-I-IR no se encontré en ningin caso en asociacion con otros organulos subcelulares ni
con su superficie externa.

Colocalizacion de IGF-I con AVPy OT

En condiciones normales las neurchormonas AVP y OT son sintetizadas en diferentes
neuronas, formando dos poblaciones distintas (Vandesande y Dierickx, 1975; Mohr y col.,
1988). La distribucién de somas inmunoreactivos para AVP y OT obtenida en este estudio
corresponde con la descrita con anterioridad (Sofroniew, 1985). Ambas neurohormonas se
presentaban en somas magnocelulares neurosecretores y en menor grado en neuronas
parvocelulares. En el nicleo supradptico AVP-IR fue detectada principalmente en porciones
ventrales y mediales del nicleo, mientras que OT-IR se situaba en porciones dorsales y
laterales. En el nicleo paraventricular las neuronas que contenian OT-IR se extendian en
direccion rostrocandal con localizacién anterior y ventromedial, rodeando un amplio grupo
de somas inmunoreactivos para AVP. Los nicleos magnocelulares accesorios (Peterson,
1966), fundamentalmente el comisural anterior, presentaban mayoritiriamente OT-IR. Otras
regiones hipotalamicas como son los nicleos de la estria terminal ¢ el supraquiasmatico
también presentaban somas inmunoreactivos. El nicleo supraquiasmatico inicamente contenia
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AVP-IR.

Mediante la aplicacién- de técnicas de doble marcaje, utilizando dos cromogenos
diferentes, cuyos productos de reaccién difieren tanto en coloracién como en el tipo de
precipitado (Fig. 10) se demostré que mayoritariamente las neuronas magnocelulares que
expresaban IGF-I-IR y las que contenian AVP-IR constituian poblaciones celulares diferentes
(Figs 10A,C). Aunque en un bajo porcentaje, algunas neuronas coexistian IGF-I-IR y AVP-
IR (Fig. 10E). El producto de reaccion para IGF-I fue encontrado principalmente en cuerpos
celulares que contenian OT-IR (Figs 10B,D) distribuidos en los micleos supradptico,
paraventricular y accesorios magnocelulares. Muy ocasionalmente neuronas positivas para
IGF-1 no presentaban OT-IR (Fig. 10F), asi como ciertas neuronas OT positivas no contenian
IGF-I-IR (Fig. 10G). En ninglin caso se hallaron somas con IGF-I-IR en el micleo
supraquiasmatico. Mediante técnicas de doble marcaje en cortes seriados (Fig. 11) se
obtuvieron los mismos resultados que empleando dobles marcajes en la misma seccion.

Localizacion de IGF-1 en neocorteza

La inmunoreactividad para IGF-I se localizé en un reducido mimero de neuronas de
tamafio medio, no piramidales, situadas aisladamente. Aunque la corteza somatosensorial fue
el drea que contenia un mayor mimero de neuronas inmunomarcadas (Fig. 12), estas estaban
presentes en todas las dreas neocorticales. Las neuronas positivas se hallaban en las capas
corticales superficiales (II-IV) sin una distribucién laminar concreta (Figs 12A-C). IGF-I-IR
se detecté como un tenue producto de reaccién que ocupaba el soma neuronal y
ocasionalmente sus procesos dendriticos (Figs 12A-C). Los nicleos celulares siempre se
presentaron negativos. A nivel ultraestructural el producto de reaccién Gtnicamente fue hallado
en el interior de algtinas de las cisternas del aparato de Golgi (Figs 12D,E).

Localizacién de IGF-I en la formacién hipocampal

En los animales sin ningin tratamiento previo, la formacioén hipocampal en ninguna
ocasién present6 inmuncreactividad para IGF-I (Fig. 13A). 48 horas después de la
administracién de colchicina se pudo observar la aparicion de inmunoreactividad para IGF-I
en la formacion hipocampal, principalmente en el giro dentado (Fgs 13B-E). Aunque el
inmunomarcaje se presentaba en ambos giros dentados, la intensidad del mismo fue mayor
en el lado ipsilateral a la inyeccién. Las células del giro dentado inmunoreactivas para IGF-I
aparecian en unos casos concentradas en grupos (Fig. 13B) y en otros dispersas (Fig. 13D).
La inmunoreactividad se localizaba en los citoplasmas de pequefias células, aparentemente
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células granulares (Figs 13C,D).

1.1.2.2. Estudio comparado de la localizacién de IGF-I en el hipotilamo de otras
especies.

Con el objeto de confrontar los resultados obtenidos en rata con otras especies,
realizamos un estudio inmunocitoquimico en hipotdlamos de raton, drea donde teniamos bien
caracterizada la localizacién de IGF-I-IR. Ademas, ampliamos este estudio en monos, con
el fin de obtener informacién referente a la posible presencia de IGF-I-IR en hipotdlamo de
primates.

Localizacion de IGF-1 en hipotdlamo de ratén

En general, la distribucién de las células que contenian IGF-I-IR correspondia con
la descrita en la rata. Los somas inmunoreactivos para IGF-I se encontraron principalmente
en los micleos paraventricular (Fig. 14) y supradptico.

Localizacion de IGF-I en hipotdlamo de mono (Macaca mulata)
Como se muestra en la figura 15 y de forma paralela a la establecida para los

roedores, en Macaca mulata 1IGF-I-IR se encontraba contenido en neuronas magnocelulares
neurosecretoras hipotaldmicas.

1.1.2.3. Distribucién del péptido IGF-I en algunas dreas de SNC humano

La localizacion de factores troficos en ¢l cerebro humano constituye una primera
aproximacion en el estudio de su posible implicacién en procesos neurodegenerativos. En el
presente trabajo, el anilisis realizado en cerebros humanos se limité a aquellas 4reas a las
que se tuvo disponibilidad y ademdas presentaban un tiempo post-mortem corto, una buena
fijacién y conservacion del tejido. Ademas, con la finalidad de intentar definir subpoblaciones

neuronales y posibles relaciones con otros factores troficos, realizamos algunos estudios de
colocalizacion.

Localizacion de IGF-I en cerebelo

Déspués de realizar el procesamiento inmunocitoquimico de las secciones histolégicas,
se observé que un intenso marcaje para IGF-I ocupando el soma, dendritas y axones de las
células de Purkinje (Figs 16) a lo largo de todas las regiones del cerebelo, incluidas arqueo,
paleo y neocerebelo. El producto de reaccion se situaba en la mayor parte del arbol
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dendridico de las células de Purkinje, incluso rellenando algunas de las espinas dendriticas
(Figs 16C,D). Los axones de las células de Purkinje tenian una morfologia varicosa y
presentaban IGF-I-IR a lo largo de su curso. Ocasionalmente, la porcién proximal de los
axones de las células de Purkinje exhibian balonamientos (torpedos axonales). Algunos de
estos axones presentaban una morfologia arciforme (Fig. 16C) y contenian un intenso
marcaje para IGF-1 (Figs 16C, 17A). También fue detectado IGF-I-IR en colaterales
recurretes de los axones de las células de Purkinje. La mayoria de estas estructuras formaban
plexos en la zona infraganglionica (Figs 17C-D) formando, en algunas ocasiones, cestos
alrededor de estructuras sin marcaje en la capa de los granos (Figs 17C,D).

Colocalizacion de IGF-I con calbindina y LNGFR

Con el objeto de averiguar si las neuronas positivas para IGF-I podrian representar
una subpoblacién de las células de Purkinje realizamos un estudio de dobles marcajes para
IGF-I y calbindina, ya que esta \iltima proteina es considerada como un marcador de todas
las células de Purkinje (Scotti y Nitsch, 1992). Por otro lado, en base a la posible interaccién
entre distintos factores tréficos, realizamos dobles marcajes para IGF-1 y el receptor de baja
afinidad para NGF (LNGFR) con el objetivo de analizar posibles relaciones anatémicas.

Los resultados obtenidos utilizando anticuerpos contra calbindina fueron acordes con
estudios anteriores en humanos (Scotti y Nitsch, 1992). Las células de Purkinje mostraban
un intenso inmunomarcaje para calbindina en sus somas, dendritas y axones de modo
uniforme por todo el cerebelo (Figs 18B,D,19A,B).

El patrén de inmunomarcaje para LNGFR fue el mismo que en descripciones previas
en humanos (Mufson y col., 1991). Unicamente, algunas de las células de Purkinje
presentaban inmunoreaccion positiva. El producto de reaccion tenia un aspecto granular que
ocupaba principalmente y caracteristicamente la periferia del niicleo celular, y en menor
grado dendritas y axones (Figs 19C-E).

Los dobles marcajes inmunocitoquimicos realizados demostraron que, en general, la
poblacién de células de Purkinje positivas para IGF-I era homogénea. Analizando secciones
en diversas areas corticales se comprobd que la gran mayoria de células de Purkinje que
expresaban calbindina-IR también contenian IGF-I-IR (Figs 18,19AB). Por otra parte se
observé que la mayor parte de células positivas para LNGFR también eran inmunoreactivas
para IGF-1 (Figs 19C-E). Sin embargo, tan solo algunas células de Purkinje que expresaba
IGF-I-IR no contenia inmunoreactividad para LNGFR (Fig 19C,D).
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Localizacion de IGF-I en la neocorteza somatosensorial

En la corteza somatosensorial humana, muy ocasionalmente se encontraron neuronas
positivas para IGF-I1. Dichas neuronas se localizaban en capas superficiales (I-III; Fig. 20A).
En contraste con el escaso nimero de somas con inmunoreactividad para IGF-I, se detectaron
numerosas fibras nerviosas inmunoreactivas, principalmente en las capas profundas (Figs
20C,D). Tanto las capas superficiales (Fig. 20B) como la substancia blanca de la corteza
cerebral, también presentaban fibras nerviosas con marcaje positivo.

1.2. Distribucién del ARNm de IGF-1 en SNC

Durante el primer periodo del desarrollo de la presente tesis, antes de comenzar los
estudios de expresién génica empleando técnicas de hibridacién in sifu, aparecieron algunas
publicaciones en las que se describia la localizacion del ARNm de IGF-I en SNC (Werther
y col., 1990; Bartlett y col., 1991a,b; Bondy, 1991). Una vez comenzado a trabajar con las
técnicas de de hibridacion in situ, realizamos hibridaciones para el ARNm de IGF-I con la
finalidad de tener a punto las técnicas. Analizando la expresién de IGF-I en el SNC de rata
adulta, obtuvimos resultados muy similares a los descritos por Bondy (1991). En general, en
SNC de rata adulta la expresion del ARNm de IGF-I era muy baja y estaba restringida a unas
pocas éreas. Principalmente encontramos transcritos para IGF-1 en el bulbo olfativo, corteza
piriforme (Fig. 21A) y células de Purkinje de cerebelo (Fig. 21B). Debido a la semejanza
entre nuestros resultados referentes a la expresion del ARNm de IGF-1 en SNC con los de
otros autores, no seguimos realizando experimentos de hibridacion con el ARNm de IGF-I
que fueran encaminados a describir su distribucién en SNC en condiciones basales.

1.3. Distribucién del ARNm de R-IGF-I en SNC de rata

Al comienzo de estos experimentos la distribucién de R-IGF-1 en SNC habia sido
estudiada mediante técnicas autoradiogrificas con ligando marcado. Unicamente una
publicacion describia la distribucion regional de ia expresion del ARNm de R-IGF-I en el
SNC, aunque con técnicas bioquimicas de hibridacién liquida (Baron-Van Evercooren y col.,
1991). Al tiempo que finalizabamos los experimentos de distribucién del ARNm de R-IGF-I
en SNC de rata, fueron publicados dos trabajos que describian dicha distribucién (Marks y
col., 1991; Bondy y col., 1992). En general, nuestros resultados fueron equiparables a los
descritos por Marks y col. (1991) y Bondy y col. (1992). Sin embargo, algunas diferencias
fueron observadas.

La especificidad de los resultados obtenidos con la sonda del ARNc de R-IGF-I
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mediante la aplicacion de técnicas de hibridacién in situ fue confirmada por los siguientes
controles: 1) Las secciones histoldgicas tratadas con RNasa A antes de la hibridacién no
presentaron ninguna sefial positiva (Fig. 22). 2) Otros experimentos, realizados en paralelo
y usando el mismo método, con sondas de similares tamafios y actividad especifica no
relacionadas con la del ARNm de R-IGF-I mostraron un patrén de hibridacién diferente
(datos no mostrados). 3) En el micleo arcuato, donde los receptores de insulina son
abundantes (Lesniak y col., 1988; Marks y col., 1990) no se detectd ninguna sefial de
hibridacién (Fig. 23C), indicando que la sonda utilizada no tiene reacciéon cruzada con el
ARNm del receptor de insulina.

Tanto el SNC como la hipdfisis de ratas adultas presentaban una amplia distribucién
de transcritos del ARNm de R-IGF-I. La hip6fisis presentaba una muy intensa sefial de
hibridacién en la pars tuberalis (Figs 23C, 24A,B ), pars distalis y pars intermedia (Recuadro
en fig. 24A). En el cerebro, los 6rganos circunventriculares contenian gran cantidad de
transcritos del ARNm de R-IGF-1, los cuales incluian a los plexos coroideos (Figs 23B-D),
6rgano subfornical (Fig. 23B), area postrema (Fig. 23D), 6rgano vascular de la lamina
terminal y la glindula pineal (datos no mostrados). Los bulbos olfativos, hipocampo y
cerebelo (Fig. 22, 23) presentaba una prominente sefial de hibridacion. El bulbo olfativo
contenia transcritos del R-IGF-I en las capas celulares glomerular, mitral y granular (Figs
23A, 25A). En el hipocampo, una fuerte sefial de hibridacion fue detectada en la capa de los
granos del giro dentado y en la capa piramidal del cuerno de Ammon, principalmente en los
campos CA2 y CA3 (Figs 23C, 25C). En el cerebelo, tanto las células de Purkinje como las
células grano mostraban sefial de hibridacidn (Figs 22A, 23D, 25B). Las areas telencefilicas
que mostraban un marcaje especifico fueron la corteza cerebral (capas II, III y VI) (Figs 22,
26A,B), corteza piriforme (Figs 23C, 26C), nicleos olfativos (Fig 22), micleo endopiriforme
(Fig. 23B), islas de Calleja, complejo amigdalino, nicleo acumbens y el nicleo de la estria
terminal (datos no mostrados). En el diencéfalo, se encontré hibridacién en los nicleos
talamicos ventrolateral, laterodorsal y anterior (Fig. 22), los cuerpos geniculados (datos no
mostrados), los nicleos hipotaldmicos supradptico (Figs 23B, 24C), paraventricular (Fig.
24D) y supraquiasmitico (Fig. 23B) y el micleo habenular medial (dato no mostrado). En el
rombencéfalo, las dreas que exhibian ARMm de R-IGF-I incluian los nicleos pontinos, el
tracto solitario, los nicleos gracile, cuneatus e hipogloso, la oliva inferior y la formacién
reticular (datos no mostrados).
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2. REGULACION DE IGF-1 Y SU RECEPTOR EN SNC
2.1. Regulacién de IGF-I en situaciones de disminucién de GH
2.1.1. Envejecimiento

La distribucion del marcaje para IGF-I en SNC de ratas jévenes y envejecidas sin
tratamiento previo alguno correspondia al descrito anteriormente. El patrén de distribucion
y la intensidad del marcaje para IGF-1 en SNC de ratas jévenes fue similar al observado en
ratas envejecidas, sin encontrarse cambios, con la excepcion de la EM.

En la EM de ratas jovenes la inmunotincion para IGF-I se presentaba como un
producto de reaccién de muy débil intensidad en fibras nerviosas que atravesaban la capa
fibrilar de la ziEM (Figs 27A,B). La intensidad del marcaje para IGF-I de las ratas
envejecidas fue notablemente incrementado en todos los niveles la EM (Figs 27C-H). El
patrén de distribucién del marcaje también presentd cambios. Fibras varicosas con grandes
dilataciones se localizaban en la capa fibrilar y, caracteristicamente, en la hipoependimali de
la ZiEM. Algunas fibras inmunoreactivas se hallaban en la capa ependimal entre los tanicitos,
extendiéndose junto al lumen ventricular. En ocasiones dichos axones inmunoreactivos,
aparentemente, aparecian en el interior del tercer ventriculo, en contacto con el LCR.

2.1.2. Diabetes inducida por estreptozotocina

En el modelo de diabetes, ademas de analizar el inmunomarcaje para IGF-I, también
estudiamos la posible intervencién de otros reguladores de los somatotropos, el péptido
inhibidor SOM (Vale y col., 1973) y los estimuladores GRF (Brazeau y col., 1982) y
galanina (Maiter y col., 1990).

En el momento del sacrificio los animales inyectados con STZ mostraron una marcada
hiperglucemia ( > 400 mg/dl), glucosuria (>5 g/dl), asi como una aparente pérdida de peso
y poliuria.

La distribucién inmunocitoquimica de SOM, GRF y galanina en el hipotdlamo
correspondia con la descrita en trabajos anteriores (Bennett-Clarke 80, Merchenthaler 84,
Palkovits. 87). La mayor poblacién de somas positivos para SOM se disponia a lo largo de
la pared del tercer ventriculo del hipotdlamo anterior (Fig. 28}, mientras que ia densidad mas
alta de fibras inmunoreactivas se hallaban en la zeEM (Fig. 29). Tanto GRF-IR como
galanina-IR se encontraron principalmente concentrados en fibras que cursaban por la zeEM
(Fig. 30). En éreas hipotalamicas apenas fueron observados somas positivos para GRF y
galanina, ya que sin manipulaciones previas los niveles de péptido inmunoreactivo son muy
bajos (Merchenthaler 84, Palkovits 87). La localizacién de IGF-I-IR en el hipotilamo fue la
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descrita anteriormente.

De los cuatro péptidos estudiados, inicamente IGF-I present6 diferencias en el patron
de inmunotincion asociadas con la administracién de STZ. En las ratas diabéticas se observé
un incremento en la inmunoreactividad para IGF-I en los somas de los micleos
paraventricular (Figs 31A,B), supradptico (Figs 31C,D) y accesorios magnocelulares,
respecto al débil marcaje presente en los animales controles. A diferencia de los animales
controles, donde no se encontr6 positividad para IGF-I en células de la adenohipéfisis, Ia
diabetes inducida por STZ provocé la aparicion de células dispersas, positivas para IGF-I
(Fig. 32).

2.1.3. Consideraciones respecto a la regulacion de IGF-I en situaciones de supresion
de GH.

En los dos modelos experimentales anteriormente descritos, acompafiando la supresion
de GH, encontramos alteraciones de IGF-I-IR. En un principio, el objetivo del presente
estudio fue analizar las posibles interacciones entre dos factores implicados en el crecimiento,
GH e IGF-I, en el eje hipotilamo-hipofisario. Sin embargo, la localizacién celular de IGF-I
y sus receptores en €l sistema hipotaldmico neurohipofisario (SHN) apuntaban hacia una
posible relacién entre IGF-1 y las hormonas neurohipofisarias, OT y AVP. Un examen de
la bibliografia sobre los dos modelos estudiados anteriormente, ademds de mostrar
alteraciones en la fisiologia de los somatotropos, también revela modificaciones en las
neuronas magnocelulares del SHN. La relacién existente entre los dos modelos estudiados
(envejecimiento y diabetes) con la actividad del SHN nos llevo a disefiar experimentos donde

se examinara la posible participacidon de IGF-I en modelos especificos de estimulacion del
SHN.

2.2. Regulacién de IGF-I en situaciones caracteristicas de activacion del sistema
magnocelular oxitocinérgico

En base a la colocalizacion mayoritaria de IGF-I-IR con OT-IR, elegimos dos modelos
en los cuales, a pesar de estimularse la actividad de las dos poblaciones neuronales
magnocelulares, estin mas relacionados con OT que con AVP. Uno de ellos fue la gestacion
a término y la lactancia, situaciones clasicas de activacién y plasticidad del sistema
oxitocinérgico (Van Tol y col., 1988; Poulain y Wakerley, 1982; Theodosis y Poulain,
1993). El segundo fue un tipo de estrés agudo, el cual parece estar principalmente
relacionado con la liberacién de OT (Romero y col., 1993),
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2.2.1. Preiiez a término y lactancia

Tras el procesamiento inmunocitoquimico para IGF-I, al comparar los ndcleos
paravetricular y supradptico (Fig. 33), asi como las neurohipéfisis (Fig. 34) no se
encontraron diferencias entre los animales controles, prefiados a término y lactantes. El
inmunomarcaje de los tres grupos analizados fue muy débil y en el hipotilamo apenas se
podian definir somas.

En paralelo se analizé el inmunomarcaje para AVP y OT en el i16bulo posterior de ia
hipéfisis de los tres grupos experimentales. Como se puede observar en la fig. 34 mientras
que €l patrén de inmunomarcaje para IGF-I en las neurohipé6fisis no mostraba diferencias,
la inmunoreaccién para las dos neurchormonas, principalmente AVP, presentaba un
disminucién en los animales prefiados a término como en los lactantes comparados con los
controles, como se ha descrito con anterioridad (Van Tol y col., 1988; Crowley y coi.,
1993).

2.2.2, Estrés provocado por inmovilizacién

Tras el procesamiento inmunocitoguimico para el IGF-1 del eje hipotdlamo-hipofisario
de animales controles y estresados (15 min y 45 min) no se observaron cambios aparentes
ni en la distribucién ni en la intensidad del marcaje para dicho factor (datos no mostrados).
Como validacidn de la situacién estresante se analizé la inmunoreactividad para [a ACTH,, 5,
en las adenchipdfisis de todos los animales. Después del estimulo estresante se observd un
incremento de células positivas asi como de su intensidad de inmunorreaccion para la
corticotropina en el 16bulo anterior de la hipéfisis tanto en las ratas estresadas durante 15 min
como en las ratas estresadas durante 45 min. El incremento en la inmunoreaccion para
ACTH fue menos marcado tras 45 min que tras 15 min (Fig. 35).

2.2.3. Consideraciones respecto a la regulaciéon de IGF-I en situaciones caracteristicas
de activacion del sistema oxitocinérgico

Las situaciones fisiolégicas que afectan de modo caracteristico a la actividad del
sistema oxitocinérgico examinadas en este trabajo no originaron ningdin cambio apreciable
en la inmunoreactividad para IGF-I en el SHN. Es de sefialar que si bien en estas situaciones
se incrementa la actividad del sistema magnocelular hipotalimico, en ninguna de ellas se¢
generan estimulos, como son cambios de la osmolaridad plasmatica, que pudieran estar
relacionados con la secrecion de AVP para regulacion del balance hidrico. Si reconsideramos
los resultados obtenidos al estudiar el envejecimiento y la diabetes mellitus, encontramos que
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estas dos situaciones estan relacionadas con actividad del SHN, mas concretamente con ¢l
vasopresinérgico y su funcionalidad como regulador del balance hidrico. Ademads, en los
modelos de envejecimiento y diabetes si que encontramos una regulaciéon de la
inmunoreactividad para IGF-1. Todo ello nos llevé a examinar la posible regulaciéon de IGF-1
durante deshidratacion, situacidn que si bien activa (una vez mas) las dos poblaciones
magocelulares, es la que tiene una relacidn fisioldgica mas estrecha con AVP.

2.3. Regulacion de IGF-I y de los ARNm de IGF-1 y de R-1GF-1 en situaciones
caracteristicas de activacion del sistema magnocelular vasopresinérgico.
2.3.1. Deshidratacion.

Como modelo de hiperactividad del SHN empleamos la deshidratacion. Durante la
estimulacién osmotica se induce un aumento en la expresion y liberacion de las hormonas
neurohipofisarias AVP y OT, asi como fendmenos de plasticidad neuronal, principalmente
en el sistema oxitocinérgico (Theodosis y Poulain, 1993).

Empleando un modelo de deshidratacién aguda (24 horas) se observaron cambios en
1a expresion IGF-I-IR y de su ARNm, sin observarse variaciones en la expresién del ARNm
del R-IGF-1. Con el objeto de analizar si la deshidratacién a tiempos mds prolongados podria
llegar a alterar los niveles del ARNm de IGF-1, se usé un modelo de deshidratacion crénica
intermitente (seis dias).

Regulacion de IGF-I-IR y su ARNm.

La hiperosmolaridad provocada en las ratas deshidratadas durante 24 horas incrementé
notablemente el inmunomarcaje para IGF-1 en neuronas magnocelulares de los niicleos
hipotalamicos paraventricular (Fig 36A,B), supradptico (Fig 36C,D) y accesorios, asi como
en fibras nerviosas de la neurohipéfisis (recuadros en Fig 36A,B). Sin embargo, no se
observé ninguna diferencia ni en la distribucién ni en la intensidad de la inmunoreaccion para
IGF-1 en células de 1a corteza cerebral (recuadros en Fig 36C,D). El patr6n de colocalizacién
con las hormonas neurohipofisarias durante la deshidratacién aguda fue el mismo que el
descrito en animales tratados con colchicina (datos no mostrados).

El andlisis densitométrico de las bandas hibridadas con la ribosonda de IGF-I mediante
el ensayo de proteccion de ribonucleasas mostré un incremento en la expresion del gen de
IGF-I en los hipotdlamos de ratas deshidratadas durante 24 horas respecto a aquellos otros
de ratas controles (Fig. 37).

Durante la deshidratacién aguda no se observaron modificaciones en los niveles de
IGF-I-IR circulantes. En los controles 102.6 + 15 ng/ml y en los animales deshidratados
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114.4 + 11.5 ng/ml.

Regulacion del ARNm de R-IGF-L

En los animales deshidratados durante 24 horas no se encontraron diferencias en los
niveles de ARNm del R-IGF-I (datos no mostrados).

Tras seis dias de deshidratacién intermitente se encontré un incremento en la
inmunoreactividad de la proteina c-Fos en nearonas magnocelulares de los ndcleos
supradptico (Fig 38A,C) y paraventricular. Los animales deshidratados mostraron un
incremento en la expresion del ARNm de R-IGF-I en el nicleo supradptico (Fig 384B,D).
Sin embargo, no se encontraron cambios en la expresion de los transcritos de R-IGF-1 en el
nicleo paraventricular (datos no mostrados). Las neuronas magnocelulares que expresaban
un incremento en la acumulacién del ARNm de R-IGF-1 también mostraban una intensa
inmunoreactividad para c-Fos (recuadros en Fig 38).

2.3.2. Consideraciones respecto a Ia regulacién de IGF-I1 y R-IGF-I en el SHN

Volviendo a revisar todos los resultados obtenidos hasta el momento, observamos que
cada vez eran mas los datos que indicaban una posible interacciéon de IGF-I con las hormonas
neurohipofisarias. Debido a las propiedades tréficas de IGF-I1 y a que el sistema
oxitocinérgico es el sistema que fundamentalmente experimenta fenémenos de piasticidad,
IGF-I podria estar relacionado con OT. Sin embargo, en los diferentes modelos estudiados,
cuando encontramos regulacion de la expresién de IGF-1 también existian cambios en la
osmolaridad y alteraciones en el equilibrio hidrico. Por otro lado, entre las dreas que
presentaban una mayor expresion del gen de R-IGF-I estaban aquellos 6rganos
circunventriculares que funcionan como osmorreceptores. Durante el estimulo osmético se
incrementa la sintesis y la liberacion de las dos neurohormonas, siendo AVP 1a gue tiene un
papel decisivo en la homeostasis del organismo, sin que se conozca la funcién que desempefia
OT durante la estimulacion osmoética. Por ello nos planteamos el analizar la posibie influencia
de IGF-1 sobre AVP. En primer lugar, mediante dobles marcajes examinamos la posible
presencia de transcritos de R-IGF-I en las peuronas vasopresinérgicas. Poesteriormente
estudiamos el posible papel regulador de IGF-I en la liberaciéon de AVP.
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3. INTERACCIONES DE IGF-1 CON AVP EL SHN DE RATA ADULTA
3.1. Coexistencia del ARNm de R-IGF-I con AVP en neuronas magnocelulares
hipotalamicas.

Como se muestra en la figura 39, la sefial de hibridacién del ARNm de R-IGF-I fue
detectada en neuronas que expresaban inmunoreactividad para AVP. Ademas de las neuronas
vasopresinérgicas, otros células negativas para AVP también presentaban transcritos del R-
IGF-1, siendo probablemente neuronas oxitocinérgicas.

3.2. Efecto de la administracién icv de anticuerpos «-IGF-I sobre los niveles de AVP.
Teniendo en cuenta los resultados anteriormente descritos en lo referente a la
localizacion y regulacion de IGF-1 y de su receptor en el SHN, se analizé el posible papel
regulador de IGF-I sobre la neurohormona AVP, midiéndose los niveles de AVP en ratas
deshidratadas a las cuales se les administré previamente anticuerpos «-IGF-I por via icv.
Tras 24h de deshidratacidn, el contenido de AVP-IR disminuyé significativamente
{Sch=4.38, p<0.005) en las neurohipdfisis de los animales deshidratados tratados con Ab-
IGF-I, respecto a aquellos tratados con Ab-IGF-I sin deshidratar (Fig. 40A). Se apreci una
disminucion en los niveles de AVP-IR en las neurohipéfisis de los animales deshidratados
tratados con NRS, respecto a los que tuvieron acceso a agua normal tratados con NRS,
aunque dicho descenso no fue estadisticamente significativo (Fig. 40A). En las restantes dreas

estudiadas no se observo ningin cambio en el contenido de AVP-IR en ningin grupo (Figs
40B,C).
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Fig. 1. (A) Curva standard del RIA de IGF-I y reaccién de cruce con IGF-1I y proinsulina.
10041 del antisuero «-IGF-1, a una dilucién final de 1/15.000, se hicieron reaccionar con
100yl de cada concentracién de IGF-1,,, IGF-1I y proinsulina. (B) Western blot donde se
muestra que el antisuero FL-51089 reconoce a IGF-I, ;, recombinante bumano y no al IGF-
I, ,; recombinante humano. MW= proteinas de pesos moleculares standar. (C-E)
Fotomicrografias que muestran células del asa de Henle inmunoreactivas para IGF-I en la
médula del rifién de ratas tratadas con colchicina. Barras de calibrado: C,E= 20um, E=
50um.
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Fig. 2. Fotomicrografias del micleo anterior comisural hipotalimico de rata (A,B) y de
corteza cerebelosa humana (C,D) inmunotefiidas con el antisuero FL-51089 (A,C) o con el
mismo antisuero previamente preadsorbido con 1.45 pg/ml de IGF-I, ;; recombinante humano
(B,D). Obsérvese la falta de inmunoreactividad en los controles (B,D). Barras de calibrado:
A,B= 100 ym, C,D= 400 pm.

56






Resultados

Fig. 3. Fotomicrografias de secciones coronales de cerebelo de rata inmunotefiido con o-IGF-
I. (A) Un intenso marcaje puede ser observado en la capa de células de Purkinje y, en menor
grado, en la molecular. (B) El marcaje se encuentra contenido en los somas y dendritas
primarias de las células de Purkinje (Pk) y de modo muy tenue en las células de Golgi
(flecha). (C,D) Detalles de somas y dendritas primarias de células de Purkinje (flechas
curvas) inmunomarcadas con antisuero «-IGF-I. (E,F) Células de Purkinje que muestran
inmunomarcaje en sus somas y algunos de sus axones (flechas abiertas). Abreviaturas: Pk,

células de Purkinje; grl, capa de los granos; mol, capa molecular. Barras de calibrado: A=
200um, B= 20um, C-F= 10 ym.
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Fig. 4. Fotomicrografias electronicas que muestran células de Purkinje de rata positivas para
IGF-I. (A) El producto de reaccién denso a los electrones es observado en algunas cisternas
del reticulo endopldsmico rugoso. La flecha curva indica un aparato subcisternal de
membrana. (B) Detalle del reticulo endoplidsmico rugoso donde se aprecia que el producto
de reaccion se halla asociado a la superficie interna y lumen de las cisternas. (C) Niicleo de
la célula de Purkinje con inmunoreaccién para IGF-I en ciertos segmentos de la membrana
nuclear (puntas de flecha). (D) Inmunoreactividad para IGF-I en el interior de un cuerpo
multivesicular (flecha). Nétese en la proximidad de estructuras inmunoreactivas para IGF-I
como otras membranas celulares permanecen sin inmunoreaccién. Barras de calibrado: A,C=
0.5um, B,D= 0.1um.

58



E P i




Resultados

Fig. 5. Fotomicrografias de secciones coronales hipotaldmicas de rata incubadas con a-IGF-I
y visualizado con anticuerpos conjugados con fluoresceina. (A) Neuronas magnocelulares
positivas del nicleo paraventricular. (B) Detalle del niicleo paraventricular, donde se aprecia
la localizacién citoplasmdtica de IGF-I. (C) Inmunofluorescencia en somas del micleo
supradptico. El asterisco indica el tercer ventriculo. Abreviaturas: OX, quiasma &ptico.
Barras de calibrado: A= 100um, B,C= 20um.
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Fig. 6. Fotomicrografias de secciones coronales hipotaldmicas de rata marcadas para
visualizar IGF-I suiguiendo la técnica del la PAP. (A) Distribucion de celulas
inmunoreactivas para IGF-I a nivel del hipotilamo anterior. Neuronas positivas se observan
en los niicleos de la estria terminal (BST), comisural anterior (AC), periventricular (Pe) y
en el drea hipotaldmica anterior (AHy). (B) Mayor aumento de las neuronas perivasculares
positivas mostradas en A (flecha abierta). Nétese la asociacién de las neuronas positivas con
el lumen de los vasos sanguineos (asteriscos). (C) Neuronas positivas para IGF-I detectadas
en el drea predptica lateral. (D) Inmunoreactividad para IGF-I en células del nmicleo de la
estria terminal. Abreviaturas: 3V, tercer ventriculo; f, fornix; ic, capsula interna. Barras de
calibrado: A= 200pm, B-D= uym.
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Fig. 7. Fotomicrografias que ilustran la presencia de fibras nerviosas y posibles terminales
inmunoreactivos para IGF-I en hipotilamo mediobasal de rata. (A) Distribucion de fibras
positivas que cursan por la ziEM (flechas grandes) y zeEM (flechas pequeiias). (B) Obsérvese
el elevado nimero de fibras inmunoreactivas para IGF-I en el 16bulo posterior de la hip6fisis.
(C) Fibras varicosas inmunoreactivas en hipotidlamo ventrolateral. El recuadro muestra
estructuras puntiformes positivas semejantes a terminales nerviosos (algunas indicadas por
flechas abiertas) en la regién periventricular hipotaldmica, los asteriscos indican el tercer
ventriculo. Abreviaturas: 3V, tercer ventriculo; PL, 16bulo posterior hipofisirio; IL, 16bulo
intermédio hipofisirio. Barras de calibrado: A= 50um, B= 100um, C= 20pm, recuadro en
C= 10um.
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Fig. 8. Microfotografias electrénicas de neuronas magnocelulares hipotilamicas de rata
procesadas para la localizacién de IGF-1. (A) Imagen que muestra un intenso marcaje en el
interior de una cisterna del reticulo endoplidsmico. (B) Producto de reaccidén asociado a
cisternas del aparato de Golgi, obsérvese los granulos de secrecién en proximidad al Golgi.
(C) Detalle a mayor aumento de la imagen anterior, donde se aprecia el inmunomarcaje en
el interior de las cisternas del Golgi. Barras de calibrado: A,B= 200nm; C= 100nm
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Fig. 9. Microfotografias electronicas de neuronas magnocelulares hipotdlamicas de rata
inmunoreactivas para IGF-1. (A-C) Distintas imagenes que muestran granulos de secrecién,
notese como algunos de ellos exhiben producto de reaccion en su interior (flechas). Los
granulos que contienen la inmunoreaccién suelen presentarse fracturados. Probablemente, al
realizarse los cortes ultrafinos, el inmunoprecipitado obtenido en preinclusién ofrece
resistencia al paso de la cuchilla produciendo fracturas en la seccién histolégica. Barras de
calibrado: A-C= 100nm.
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Fig. 10. Fotomicrografias de cortes coronales hipotaldmicos de ratas tratadas con colchicina
procesados para dobles marcajes inmunocitoquimicos. Se muestra la distrubucion de IGF-I-IR
(producto de reaccion marrén de aspecto difuso en A-G), AVP-IR (producto de reaccién azul
de aspecto granular en A,C,E) y OT-IR (producto de reaccién azul de aspecto granular en
B,D,G) en neuronas magnocelulares del nicleo paraventricular (A-D) y del édrea lateral
hipotaldmica (E-G). Obsérvese como la mayoria de neuronas que contienen IGF-I-IR no son
vasopresinérgicas (A,C), aunque un pequefio nimero de neuronas magnocelulares exhiben
inmunoreactividad para IGF-I y AVP (E). La mayor parte de células positivas para OT
también contienen IGF-I-IR (B,D). En muy pocos casos, neuronas con IGF-I-IR no
presentaban OT-IR (F) y algunas otras oxitocinérgicas carecian de inmunoreactividad para
IGF-I (cabezas de flecha en G). Ningin cuerpo celular, ni ninguna fibra de color azul fue
detectada en regiones que contienen celulas positivas dnicamente para IGF-I (corteza
cerebral), sugiriendo que la primera reaccion con la DAB provee una completa proteccién
para el segundo anticuerpo. Barras de calibradoa: A,B= 100um; C-G= 10um.






Resultados

Fig. 11. Fotomicrografias obtenidas de cortes seriados coronales del micleo periventricular
hipotaldmico de ratas tratadas con colchicina donde se verifica la colocalizacién de las
inmunoreactividades para OT (A) e IGF-I (B) en las mismas neuronas (flechas). Abreviatura:

3V, tercer ventriculo. Las estrellas en A y B indican un mismo vaso sanguineo. Barras de
calibrado: 15um.
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Resultados

Fig. 12. Microfotografias que muestran inmunoreactividad para IGF-I en la corteza cerebral
de ratas tratadas con colchicina. (A-C) Células y fibras positivas para IGF-I en la corteza
somatosensorial. (A) Neurona multipolar (flecha abierta) de la capa III inmunotefiida en su
citoplasma y prolongaciones dendriticas. Algunas fibras positivas estan sefialadas por
pequefias flechas. Los nicleos tefiidos de la seccion histolégica corresponden a una
contratincién con violeta de cresilo. {B) Neurona multipolar positiva de la capa IV, el tejido
se halla contratefiido con violeta de cresilo. (C) Neurona, aparentemente horizontal, positiva
para IGF-I1 en la capa II superficial. (D,E) Micrafotografias electrénicas de neuronas
positivas para IGF-I. Obsérvese como el precipitafo de la inmunoreaccion se localiza
especificamente en €l aparato de Golgi. (E) Mayor aumento de una cisterna del aparato de
Golgi, donde se observa la positividad para IGF-1 en la luz de dos cisternas. Barras de
calibrado: A,B= 20um; C= 10um; D= 500 nm; E= 100 nm.
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Fig. 13. Fotomicrografias que muestran la localizacién de inmunoreactividad para IGF-I en
la formacién hipocampal de ratas controles (A) y tras 48 horas de administracion icv de
coléhicina (B-E). (A) Obsérvese la ausencia de inmunoreactividad para IGF-I en el giro
dentado. (B) Giros dentados de un animal tratado con colchicina, donde se aprecian células
inmunoreactivas para IGF-I (flechas). (C) Mayor aumento de la zona indicada por una doble
flecha en B. Nétese como la inmunoreactividad se localiza en los citoplasmas de numerosas
células. {D) Giro dentado que muestra inmunoreactividad para IGF-I en células dispersas lo
largo de su extension. (E) Magnificacion de una céluls inmunopositiva sefialada en D por la
flecha curva. Barras de calibrado: A,B= 500um; C= 20um; D= 250um; E= 5um.
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Fig. 14. Fotomicrografias del micleo paraventricular hipotaldimico de ratén inmunotefiidos
para IGF-I. (A) Panorimica del hipotilamo anterior donde se aprecian células
inmunomarcadas en el micleo paraventricular. (B y C) Detalles del micleo paraventricular
mostrando células magnocelulares positivas. (D) Imagen a gran aumento de la neurona
sefialada en C con una flecha curva donde se observa 1% inmunoreaccién en el citoplasma y
prolongaciones de neuronas magnocelulares. Barras d2 calibrado: A= 200um; B y C=
50um; D= 20um.
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Fig. 15. Microfotografias del nicleo supradptico hipotalimico de Macaca mulata
inmunotefiido para IGF-I. (A) Panordmica del micleo donde se observan somas
inmunomarcados en sus citoplasmas y algunas de sus prolongaciones. (B) Imagen a mayor
aumento mostrando la neurona sefialada en A con una flecha, la inmunoreaccién esta
localizada mayoritariamente en el citoplasma. Barras de calibrado: A= 100um; B= 20um.
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Fig. 16. Fotomicrografias de secciones histoldgicas de cerebelo humano que muestran la
distribucion de neuronas positivas para IGF-I. (A) Panordmica mostrando como la
distribucion de la inmunoreactividad para IGF-I se localiza en las neuronas de Purkinje. (B)
Fotomicrografia a mayor aumento de las células de Purkinje inmunomarcadas. Nétese como
la inmunoreactividad esta presente unicamente en las células de Purkinje. La flecha curva en
B indica un balonamiento en un axén de una célula de Purkinje. (C,D) Detalles de las
células de Purkinje inmunoreactivas para IGF-1. Un intenso marcaje es visualizado en los
cuerpos celulares, dendritas en la capa molecular y axones a través de la granular. La flecha
curvada en C sefiala un axon arciforme que presenta un torpedo axonal. Apreciese en D el
extenso arbol dendritico inmunopositivo en la capa molecular, el producto de la
inmunoreaccion ocupa dendritas proximales y distales, incluso espinas dendriticas. Barras de
calibrado: A= 5Smm; B= 200um; C= 50um; D= 25um.
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Fig. 17. Fotomicrografias que muestran detalles de la localizacién de IGF-I-IR en la corteza
cerebelosa humana. (A) Somas de células de Purkije que presentan balonamientos axonales
intensamente inmunoreactivos para IGF-I en la capa granular (flechas curvadas) proximos a
los somas de Purkinje. Las flechas en A indican fibras varicosas inmunoreactivas en la capa
granular. {B) Obsérvese las fibras varicosas inmunoreactivas en la zona infraganglionar de
la capa granular (flechas pequefias). Las flechas grandes sefialan algunos somas de células
de Purkinje intensamente teflidos. (C) Imagen a mayor aumento que muestra en detalle la
zona indicada por las flechas pequefias en B. Las fibras varicosas en la zona infraganglionar
forman cestos alrededor de estructuras no inmunotefiidas. (D) Imagen de otro ejemplo de lo
descrito en C. Las flechas en C y D sefialan procesos varicosos inmunoreactivos. Barras de
calibrado: A,C,D= 20um; B= 50um,
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Fig. 18. Fotomicrografias del mismo campo (A y C; B y D) obtenidas de secciones de
corteza cerebelosa humana procesadas para doble marcaje inmunofluorescente. (A,B)
Inmunoreactividad para IGF-I visualizada con filtro de rodamina. (C,D) Inmunoreactividad
para calbindina visualizada con filtro para fluoresceina. Obsérvese, comparando A con C y
B con D, que la mayoria de células de Purkinje que expresan calbindina-IR tambien son IGF-
I positivas, exceptuando algunos pocos casos (cabezas de flechas). Barras de calibrado:
A,C= 200um; B,D= 20um.
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Fig 19. Fotomicrografias de seccciones de coteza cerebelosa humana procesadas para dobles
marcajes inmunocitoquimicos. (A,B) Obsérvese como la mayoria de células de Purkinje
positivas para IGF-1 (precipitado marrén difuso) tambien expresan calbindina-IR (precipitado
azul granular). Las flechas abiertas en A y B sefialan neuronas de Purkinje positivas para
calbindina sin que muestren IGF-1-IR. (C-E) Tlustra como muchas células de Purkinje que
contienen LNGFR-IR (precipitado marrén difuso) son tambien positivas para IGF-I
(precipitado azul granular). La flecha abierta en D indica una neurona unicamente
inmunotefiida para IGF-I. La flecha en C y D sefialan una misma célula de Purkinje
doblemente inmunomarcada. En E se muestra una célula de Purkinje que contiene
inmunoreactividades para LNGFR e IGF-I, las pequefias flechas indican su axén. Barras de
calibrado: A-C= 50um; D= 20pm; E= 10um.
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Fig. 20. Fotomicrografias de secciones histoldgicas de la corteza somatosensorial humana
inmunotefiida para IGF-1. (A) Neurona positiva para IGF-1 localizada en la zona superficial
de la capa II. (B) Abundantes fibras nerviosas inmunoreactivas (flechas) distribuidas en capas
superficiales de la corteza (II-III). (C,D) Fibras nerviosas de grueso calibre inmunoteiiidas
con a-IGF-I en la capa IV. Barras de calibrado: A= 10um: B-C= 15 um.
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Fig, 21. Fotomicrografias en campo oscuro que muestran la localizacién del ARNm de IGF-I
en secciones coronales del SNC de rata adulta, (a) Seccion histologica al nivel del cerebro
anterior donde Uinicamente se observa la sefial de hibridacién en la coteza piriforme (flechas).
(b) Corte histologico de cerebelo, los transcritos del ARNm de IGF-I se localizan en las
células de Purkinje (flechas). Barras de calibrado: A= 2.5 mm, B= 20 um.

75






Resultados

Fig. 22. Autoradiografias de secciones parasagitales de SNC de rata adulta. (A) Distribucién
del ARNm de R-IGF-I. (B) Seccién contigua a A, tratada con RNasa A y procesada para
hibridacién del ARNm del R-IGF-1. Abreviaturas: II-III y VI capas de la corteza cerebral,
A micleo taldmico anterior, AO nicleo olfativo anterior, CA3 campo del asta de Ammon,
VL micleo taldmico ventrolateral. Barras de calibrado: 2.5 mm.
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Fig. 23. Autoradiografias que muestran la distribucidon de los transcritos del R-IGF-I en
seciones coronales del cerebro de la rata mediante hibridacién in situ. (A) bulbo olfativo.
(B,C) Areas telencefilicas y diencefalicas. (D) Cerebelo y tronco cerebral. Abreviaturas: AP,
area postrema; CA?2, campo del asta de Ammon; CP, plexos coroideos; DG, giro dentado;
En, nicleo endopiriforme; Gl, capa glomerular; Grl, capa granular; IGr, capa granular
internal; LOT, micleo lateral del tarcto olfativo; Mi, capa de células Mitrales; PC, corteza
piriforme; PT, pars tuberalis; SCh, micleo supraquiasmatico; SFO, érgano subfornical; SO,
ndcleo supraoptico. Barras de calibrado: 2.5 mm.
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Resultados

Fig. 24. Secciones coronales del SHN mostrando la distribucién del ARNm del R-IGF-1. (A)
Fotomicrografias tomadas en campo oscuro de la superficie ventrolateral del hipotilamo
basal. (Recuadro en A) autoradiograma de la hipdfisis. (B) Fotomicrografias tomadas en
campo claro de la pars tuberalis. (C,D) Fotomicrografias tomadas en campo oscuro de los
niicleos supraoptico y paraventricular, respectivamente. Abreviaturas: ezME zona externa de
la eminencia media, izME zona interna de la eminencia media, 3V tercer ventriculo, ox
quiasma optico, PD pars distalis, PI pars intermedia, PT pars tuberalis. Barras de calibrado:
A= 50um , recuadro en A= Imm; B= 20 ym; C, D= 100 pm.
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Fig. 25. Fotomicrografias tomadas en campo oscuro de las tres dreas del SNC de la rata con
mayor intensidad de marcaje para el ARNm del R-IGF-1. (A) Bulbo olfativo, el marcaje se
localiza en células Mitrales (flechas blancas), glomérulos (flechas negras) y en neuronas
penachadas (flecha doble). (B) Cerebelo, las flechas blancas sefialan la capa de células de
Purkinje. (C) Hipocampo, la sefial de hibridacién es localizada en neuronas piramidales del
cuerno de Ammon y en células granulares del giro dentado. Barras de calibrado: A-C
100um.
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Fig. 26. Fotomicrografias tomadas en campo oscuro que muestran la presencia del ARNm
del R-IGF-I en distintas areas de la corteza cerebral de la rata. (A) Células positivas (puntas
de flecha) en capas superficiales (II-III) de la corteza somatosensorial. (B) Neuronas que
expresan ¢l ARNm del R-IGF-I en la capa IV de la corteza somatosensorial. {C) Localizacion
de los transcritos en la corteza piriforme. Barras de calibrado: A-C 100pm.
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Fig. 27. Fotomicrografias que muestran las EM de ratas jévenes (A,B) y envejecidas (C-H)
inmunomarcadas para IGF-I. Panorimica (A) y gran aumento (B) de fibras débilmente
teflidas para IGF-I en la capa fibrilar de la ziEM (flecha abierta). Panordmica (C,E,G) y gran
aumento (D,F,G, respectivamente) de fibras intensamente marcadas para IGF-I que se hallan
en la capa fibrilar, hipopendimal y ependimal de la EM. Nétese a mayor aumento que el
intenso producto de reaccidn se encuentra en grandes dilataciones de axones que se extienden
por capas subependimales, ependimocitos y, aparentemente, en ¢l lumen del tercer ventriculo

(flechas curvas). Las estrellas indican el tercer ventriculo. Barras de calibrado: A,C,E,G=
10pm, B,D,F,H= 30um.
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Fig. 28. Fotmicrografias que muestran la distribucion de SOM-IR en secciones coronales
del hipotidlamo de ratas controles (A) y diabéticas (B). Las flechas grandes indican somas
neuronales-IR mientras que las pequefias fibras nerviosas inmunoreactivas en el micleo
periventricular. Abreviatura: 3V, tercer ventriculo. Barras de calibrado= 50 um.
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Fig. 29. Fotmicrografias que muestran la distribucién de SOM-IR en secciones coronales de
EM de ratas controles (A) y diabéticas (B). Las fibras nerviosas varicosas inmunoreactivas
cursan principalmente por la zeEM (cabezas de flechg:}. Notese la ausencia de alteraciones
en el patrén de inmunotincién entre animales controled ;- diabeticos. Abreviatura: 3V, tercer
ventriculo. Barras de calibrado= 50 pm.
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Fig. 30. Fotomicrografias de secciones coronales a nivel de la EM de animales controles
(A,C) y diabeticos (B,D). Las fibras positivas (flechas abiertas) para GRF (A,B) y para
galanina (C,D) en la EM no muestran diferencias entre las ratas controles y las diabéticas.
Escala: 50 pm.
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Fig. 31. Fotomicrografias de secciones coronales del hipotdlamo anteriorior de ratas controles
(A,C) y diabéticas (B,D) inmunotefiidas para IGF-I. Las flechas sefialan neuronas
magnocelulares en los nicleos paraventricular (A,B) y supraoptico (C,D). Obsérvese el
incremento de neuronas magnocelulares positivas en los nicleos paraventricular y supraoptico
de las ratas diabéticas respecto a las controles. Abreviaturas: ox, quiasma optico. Barras de
calibrado: 50 pm.
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Fig. 32. Fotomicrografias que ilustran la ausencia de células positivas para IGF-I en
adenohipdfisis de ratas controles (A) en contraste con la presencia de las mismas en los
animales diabeticos (B,C). Barras de calibrado: 20 pm.

36






Resultados

Fig. 33. Fotomicrografias que muestran los nucleos paraventricular (PV) y supraoptico (SO)
de ratas controles (C), postparto (P) y lactantes (L) inmunotefiidos para IGF-1. Abreviaturas:
III, tercer ventriculo; OX, quiasma optico. Barras de calibrado: PV= 100um, SO= 50um.
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Resultados

Fig. 34. Fotomicrografias que muestran los lobulos neurointermedios de hip6fisis de animales
controles (C), postparto (P) y lactantes (L) inmunoteiiidos para IGF-I, AVP y OT. Natese
como en los animales postparto y lactantes la inmunotincion para AVP y OT presentan una
reduccién del marcaje respecto a los controles. Barra de calibrado: 1mm.
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Fig 35. Fotomicrografias de secciones histologicas de adenohipofisis de animales controles
(A), inmovilizados 15 (B) y 45 minutos (C) procesadas para inmunomarcaje de ACTH.
Obsérvese como la inmovilizacién provocd un aumento en el numero de celulas positivas asi
como en el de su intensidad de marcaje. El aumento de inmunoreactividad es mayor en
animales inmovilizados 15 mimutos (B) que los inmovilizados 45 minutos. Barras de
calibrado: 200um.
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Fig. 36. Fotomicrografias de seciones frontales del hipotdlamo de animales controles (A,C)
y deshidratados (B,D). (A,C) Unicamente algunas células magnocelulares contienen una débit
inmunoreactividad para IGF-1 (flechas abiertas) en los micleos paraventricular (A) y
supradptico (C). Los recuadros en A,B muestran fibras nerviosas inmunoreactivas para IGF-I
en la neurohipdfisis y en C,D somas inmunopositivos para IGF-I en la corteza cerebral.
(B,D) Un gran nimero de neuronas intensamente positivas para IGF-I (algunas indicadas por
flechas abiertas) se pueden apreciar en los micleos paraventricular (B) y supradptico (D).
Comparando los recuadros en A y B, se observa un incremento en la intensidad de la
inmunotincion para IGF-I en fibras de la neurohipéfisis. Los somas celulares de la corteza
cerebral de los animales deshidratados (recuadro en C) muestran la misma intensidad de
inmunomarcaje para IGF-I en que en los animales control (recuadro en D). Barras de
calibrado: A,B= 100um; recuadro en A,B= 300 um; C,D= 50 um; recuadro en C,D= 10
pm
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Resultados

Fig. 37. (A) Autorradiograma del ensayo de proteccion de ribonucleasas para la deteccién
y cuantificacién del ARNm de IGF-I de hipotidlamos de ratas controles y deshidratadas. (1)
Ribosonda de IGF-I marcada con "P sin tratar con ARNasas. (2) Ribosonda de IGF-I
marcada con "P tratada con ARNasas. (3) Ribosonda nativa de IGF-I marcada con *P sin
ningun tratamiento. (4) 33 ug de ARN hipotaldmico de ratas controles procesados para el
ensayo de proteccion de ribonucleasas de IGF-I. (5) 33 ug de ARN hipotalimico de ratas
deshidratadas procesados para el ensayo de proteccion de ribonucleasas de IGF-I. (6) ARNt
de levadura procesados para el ensayo de proteccion de ribonucleasas de IGF-1. (7) pBR 322
marcado con *P y digerido con Msp I (marcador de peso molecular). (B) Densitometria de
las bandas hibridadas con la ribosonda de IGF-I de hipotdlamos controles y deshidratados.
Obsérvese como en los hipotilamos de animales deshidratados hay una mayor expresién del
ARNm de IGF-1.
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Resultados

Fig. 38. Fotomicrografias realizadas en campo claro (A,C) y campo oscuro (B,D) mostrando
la hibridacién in situ para el ARNm de R-IGF-I combinada con inmunocitoquimica para la
proteina c-Fos en el niclec supradptico de secciones coronales procedentes de ratas control
(A,B) y ratas deshidratadas intermitentemente durante seis dias (C,D). Notesé en las figuras
de campo oscuro (B,D) el incremento en el nimero de granos de plata en los animales
deshidratados. Los recuadros en las figuras B y D son ampliaciones de las dreas delimitadas
en A y C (triangulos) para observar como la sefial de hibridacion se localiza sobre neuronas
magnocelulares activadas osmoticamente € inmunotefiidas para c-Fos en animales control (A)
y deshidratados (C). Barras de calibrado: A-D 50 pm, insets 20um.
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Resultados

Fig. 39. (A,B) Fotomicrografias que muestran hibridacién in situ para el ARNm de R-IGF-1
combinada con inmunocitoquimica para AVP en el nicleo supradptico de secciones coronales
de rata. Las puntas de flechas sefialan células que tinicamente expresan el ARNm de R-IGF-I
(granos de plata). Las flechas indican neuronas doblemente marcadas para el ARNm de R-
IGF-I (granos de plata) y para AVP (reaccion difusa del DAB). Barras de calibrado: 10 gm.
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Fig. 40.

(A) Efecto de la administracion del antisuero q-IGF-I (Ab-IGF-I) o suero normal de conejo
(NRS) sobre la concentraciéon de AVP-IR en la neurchipdfisis de animales controles y
deshidratados. Obsérvese la caida en los niveles de AVP-IR en la neurchipéfisis de los
animales deshidratados con Ab-IGF-I respecto a las controles con Ab-IGF-I.

(B) Efecto de la administracién de antisuero Ab-IGF-I o NRS sobre los niveles de AVP-IR
en el hipotdlamo de animales controles y deshidratados.

(C) Efecto de la administracioén de antisuero Ab-IGF-I o RNS sobre ¢l contenido de AVP-IR
en el cerebro anteriore (excluyendo el hipotdlamo) de animales coniroles y deshidratados.
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Discusion

1. DISTRIBUCION DE IGF-1 Y SU RECEPTOR EN SNC ADULTO
1.1. Distribucién del péptido IGF-I en SNC

La especificidad del antisuero FL-51089 fue verificada por diferentes técnicas. En
RIA el antisuero fue capaz de reconocer IGF-I, siendo la reaccion de cruce con otros 28
péptidos (incluidos IGF-II e insulina) menor del 0.01%. Mediante Western blot, el antisuero
reconocid IGF-I pero no IGF-II. Al incubar secciones histolégicas con el antisuero FL-51089,
previamente preadsorbido con IGF-I, , se aboli6 el marcaje inmunocitoquimico obtenido sin
la preadsorcién. El inmunomarcaje no presentd ninguna reaccién de cruce con otros péptidos
ensayados. El antisuero FL-51089 incubado con secciones de 6rganos no nerviosos presentd
un marcaje celular que correspondia con lo descrito por otros autores. Los resultados
obtenidos utilizando otro antisuero contra IGF-I en cerebelo humano, donde encontramos la
mayor concentracién del IGF-I endégeno, correspondian con los obtenidos con el antisuero
FL-51089. Los anteriores datos sugieren que ¢l antisuero FL-51089 reconoce especificamente
IGF-I endégeno o, alternativamente, algin otro péptido no conocido andlogo al IGF-I.

En el SNC de ratas adultas, que no habian estado expuestas a ningun tipo de
tratamiento, los niveles mds altos de inmunoreactividad para IGF-I fueron detectados en
cerebelo. Tras administracién icv de colchicina se encontrd un aumento en la
inmunoreactividad para IGF-I en hipotilamo, neocorteza € hipocampo. Las restantes ireas
del SNC en ninglin caso mostraron inmunoreactividad para IGF-I. En las areas de cerebro
humano estudiadas, observamos un intenso inmunomarcaje para IGF-I en cerebelo y con
menor intensidad en la corteza somatosensorial.

Es de destacar el hecho de que las dos &dreas estudiadas en el cerebro humano
presentaran una mayor intensidad de marcaje para iGF-I que en rata, muy particularmente
el cerebelo. Esto podria deberse a que el antisuero FL-51089, generado contra IGF-Ii7
humano, reconociera mas facilmente el IGF-I endégeno humano que el de rata. Sin embargo,
el alto grado de conservacion en la secuencia del IGF-I maduro en las dos especies (Shimatsu
y Rotwein, 1987) hace pensar en otros posibles motivos. Estudios de Sara y col. (1986) han
demostrado la presencia de una forma truncada de IGF-I (des(1-3)-IGF-I) en cerebro humano.
A pesar de que el antisuero fue generado contra la molécula completa (IGF-I1-w), no podemos
descartar la posibilidad de que, de algiin modo, nuestro antisuero reconozca mejor la forma
truncada. Por ultimo, las diferencias encontradas en las diferentes especies podria deberse
a que el cerebro humano exprese mayores concentraciones de IGF-I enddgeno que el de rata.
Esta ultima posibilidad sugeriria que en SNC humano, IGF-I podria jugar un importante
papel es su normal funcionamiento.
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Trabajos anteriores han demostrado la presencia de IGF-I en SNC de mamiferos (Sara
y col., 1982; Sara y col., 1986; Yamaguchi y col., 1990). Mediante la aplicacion de técnicas
inmunocitoquimicas, se ha descrito la localizacién celular de IGF-I en cerebro de rata adulta.
Algunos autores han encontrado una amplia distribucién de células inmunoreactivas en
situacién basal (Noguchi y col., 1987) o tras la administracién de colchicina (Garcia-Segura
y col., 1991). Por el contrario, otros inicamente han localizado inmunoreactividad para IGF-
I restrigida a las células de Purkinje del cerebelo y motoneuronas, incluso tras la
administracion de colchicina (Hansson y col., 1988b). En nuestros resultados, tan sélo
encontramos positividad para IGF-I en células de Purkinje del cerebelo y muy débilmente en
hipotalamo y corteza cerebral, asi como en hipocampo después de tratar los animales con
colchicina. Aunque no existe una explicacion conocida para las diferencias encontradas por
los distintos autores, las diferencias en los antisueros y protocolos empleados podrian
contribuir a la heterogeneidad de los resultados.

Como han mostrado Rotwein y col. (1988), cuando se analiza la expresion de IGF-1
en SNC adulto por el ensayo de proteccién de ribonucleasas, se encuentra una amplia
distribucién del ARNm de IGF-I. Sin embargo, mediante la aplicacion de técmcas de
hibridacion in situ, la expresion del gen de IGF-I en SNC adulto parece ser muy baja y
restringida a dreas concretas (Werther y col., 1990; Bondy, 1991), entre las cuales se
incluyen el bulbo olfativo, la corteza piriforme y el cerebelo. Nuestros resultados en la
localizacién del ARNm de IGF-1 mediante hibridacién in situ fueron similares a los
publicados por Bondy (1991). La consistente localizacién de inmunoreactividad para IGF-I
en células de Purkinje del cerebelo presentada en esta tésis estd en buen acuerdo con los
estudios de expresion del gen de IGF-I. Sin embargo, en zonas donde la expresion del
ARNm de IGF-I esta bien establecida, como es el bulbo olfativo o la corteza piriforme
(Werther y col., 1990; Bondy, 1991), nosotros en ningin caso encontramos
inmunoreactividad para IGF-I1. Esta ausencia de inmunoreactividad para IGF-I en areas donde
se encuentran altos niveles de su ARNm podria estar en relacion con el concepto de que IGF-
I no es almacenado intracelularmente y estd sometido a una liberacién constitutiva
(Daughaday y Rotwein, 1989). La presencia de inmunoreactividad para IGF-I iinicamente en
algunas de las areas donde se ha demostrado la existencia de su ARNm sugiere la existencia
de mecanismos postranscripcionales diferenciales en distintas areas del SNC. Por otro lado,
encontramos inmunoreactividad para IGF-I en hipotadlamo y en corteza cerebral, sin poder
demostrar la presencia de los transcritos correspondientes mediante hibridacion in situ. En
estas areas del SNC, a pesar de que se ha demostrado la presencia del ARNm de IGF-I por
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el ensayo de proteccién de ribonucleasas (Rotwein y col., 1988; Bach y col., 1991), otros
autores tampoco han sido capaces de detectar estos trdnscritos por hibridacién in situ
(Werther, 1990; Bondy 1991). Estas diferencias en la deteccién de expresion del ARNm de
IGF-1 empleando el ensayo de proteccién de ribonucleasas o técnicas de hibridacion ir situ,
han sido planteadas por otros autores (Bach y col., 1991) y probablemente reflejen
diferencias intrinsecas a las técnicas en si, donde la sensibilidad de cada una de ellas podria
jugar un importante papel.

Localizacién de IGF-I en cerebelo

Es bien aceptado que el cerebelo es una de las dreas del SNC con mayor expresion
de IGF-I, tanto durante el desarrollo como en el adulto (Andersson y col., 1988; Bondy,
1991; Garcia-Segura y col., 1991; Hansson y col., 1988b; Lee y col., 1992b; Rotwein y
col., 1988; Yamaguchi y col., 1990; Binoux y col., 1981; Sara y col., 1982; Werther y col.,
1990; Bartlett y col., 1991a,b). La aplicacién de técnicas histoquimicas y de lesiones
experimentales han permitido postular dos posibles origenes de IGF-I en cerebelo de rata
adulta. Por un lado, se ha sugerido un origen intrinseco de IGF-I, concretamente por las
células de Purkinje (Andersson y col., 1988; Bondy, 1991; Hansson y col., 1988b; Lee y
col., 1992b; Bartlett y col., 1991a). Por otro lado, la oliva inferior ha sido propuesta como
un posible origen de IGF-I-IR en el cerebelo (Torres-Aleman y col., 1991; Nieto-Bona y
col., 1993). Nuestros resultados (Aguado y col., 1992a) demuestran la presencia tanto del
péptido IGF-I como la de su ARNm en células de Purkinje de la rata, estando en buen
acuerdo con estudios anteriores (Andersson y col., 1988; Bondy, 1991; Hansson y col.,
1988b). Ocasionalmente, también encontramos algunas células de Golgi en la capa de los
granos muy débilmente inmunotefiidas para IGF-1. Debido a que no encontramos ARNm de
IGF-I en células de Golgi, el inmunomarcaje podria significar captacién del péptido
sintetizado por las células de Purkinje o bien una limitacién técnica para detectarlo. Estos
resultados, junto con el andlisis ultraestructural realizado, donde observamos que la
inmunoreactividad para IGF-I estaba asociada principalmente al lumen de cisternas del
reticulo endopldsmico rugoso de las células de Purkinje, claramente indican que las células
de Purkinje son capaces de sintetizar IGF-I. La localizacién subcelular de IGF-I-IR en la
membrana nuclear de las células de Purkinje observada en este estudio podria representar
inmunomarcaje de cisternas del reticulo endoplidsmatico rugoso en continuidad con la
membrana nuclear. Por ultimo, y debido a que las células de Purkinje expresan receptores
para IGF-1, la presencia de lisosomas (cuerpos multivesiculares) inmunoreactivos para IGF-1
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en las células de Purkinje podrian indicar internalizacién de complejos péptido-receptor,
sugiriendo que IGF-I podria actuar de una manera autocrina o paracrina sobre las mismas
células que sintetizan el péptido. Todo lo anterior nos permite sugerir que, en la rata, las
células de Purkinje probablemente sean el origen del IGF-I presente en el cerebelo, aunque
no descartamos la posibilidad de que la oliva inferior sintetice parte del IGF-I cerebeloso,
tal como han apuntado otros autores (Torres-Aleman y col., 1991; Nieto-Bona y col., 1993).

Ademas de estudiar la presencia de IGF-I en cerebelo de rata, también lo hicimos en
humanos (Aguado y col., 1994). Tras seguir los mismos protocolos inmunocitoquimicos,
observamos que el patrén general de inmunotincién en cerebelos humanos fue semejante al
encontrado en la rata. Sin embargo, en los cerebelos humanos no se detectaron células de
Golgi positivas para IGF-1 y las células de Purkinje exhibian un precipitado de
inmunoreaccién mas intenso que las de las ratas. Como discutimos anteriormente, estas
diferencias podrian reflejar diferencias interespecies. En relacidbn con el intenso
inmunomarcaje detectado en las células de Purkinje de humanos, Sandberg y col. (1988)
encontraron que el cerebelo era una de las areas del cerebro humano con mayores cantidades
de ARNm de IGF-1. Teniendo en cuenta este hltimo dato, asi como los resultados de
hibridacién in site y de microscopia electrénica obtenidos en cerebelo de rata, es probable
que el péptido inmunoreactivo localizado en las células de Purkinje de humanos represente
IGF-I sintetizado por la propia célula e internalizacion de complejos péptido-receptor.

La localizacién del péptido inmunoreactivo en los axones y posibles colaterales
recurrentes de las células de Purkinje podria corresponder a IGF-I sintetizado de novo y
transportado anterogradamente para ejercer su accion a lo largo del axon y/o en el terminal
nervioso. Otros autores han sugerido un posible transporte anterogrado de IGF-I en otros
tipos neuronales (Hansson y col., 1987; Nieto-Bona y col., 1993). Posibles terminales
inmunoreactivos y axones varicosos cercanos a las células de Purkinje podrian reflejar una
participacion de IGF-1 en conexiones sindpticas establecidas por colaterales recurrentes de
los axones de las propias células de Purkinje. A pesar de que no hay evidencia de un
transporte retrogrado de complejos IGF-I-receptores en células de Purkinje, la posibilidad de
que el producto de reaccion en los axones de las células de Purkinje puedan representar
complejos péptido-receptor viajando desde los terminales en estructuras dianas hacia el
cuerpo célular no puede ser descartada. Debido a que la capa molecular del cerebelo, lugar
donde se disponen las dendritas de las células de Purkinje, presenta la mayor densidad de
gsitios de union para IGF-I en cerebelo (Lesniak y col., 1988), la presencia de
inmunoreactividad para IGF-I en dendritas de células de Purkinje podria significar
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internalizacién de complejos péptido-receptor, aunque también cabe la posibilidad de que se
trate de IGF-I sintetizado de novo.

Mediante el uso de moléculas marcadoras de células especificas se han demostrado
subpoblaciones de las células de Purkinje que reflejan una diversisdad bioquimica de estas
células (Sotelo y Wassef, 1991). Mientras que calbindina es un excelente marcador de todas
las células de Purkinje (Scotti y Nitsch, 1992), LNGFR define subpoblaciones de estas
células (Pioro y Cuello, 1990). Los presentes resultados muestran que algunas células,
inmunoreactivas para calbindina, no expresaban inmunoreactividad para IGF-I, asi como que
IGF-I y LNGFR colocalizaban en ciertas subpoblaciones de células de Purkinje. Asi pues,
parece probable que IGF-I sea expresado en subpoblaciones de células de Purkinje. La
colocalizacion entre IGF-I y el NGFR podria estar en relacién con el hecho de que los IGFs
pueden potenciar la accion del NGF por induccién del receptor {Recio-Pinto y col., 1984;
Recio-Pinto y col., 1986) y cooperar con NGF en la formacion de neuritas (Mill y col.,
1985; Ang y col., 1993; Fridin y Gammeltoft, 1994). Estudios anteriores han mostrado que
subpoblaciones de células de Purkinje, dramaticamente, incrementa la expresién
inmunocitoquimica de LNGFR en respuesta a lesiones en ¢l cerebelo adulto (Martinez-
Murillo y col., 1993), sugiriendo una posible significacion funcional de la
compartimentalizacion del cortex cerebeloso en el adulto. La coexpresion de IGF-I e LNGFR
quizas sea requerida para la plasticidad del cerebelo o para el mantenimiento del normal
funcionamiento de las células de Purkinje. En rata, se ha demostrado que IGF-I actua como
factor de crecimiento en cultivos de células fetales de Purkinje (Torres-Alemdn y col., 1992),
mientras que en el adulto parece ejercer un papel neuromcdulador en la transmision
glutamatérgica (Castro-Alamancos y Torres-Aleman, 1993). La abundante inmunoreactividad
para IGF-I encontrada en cerebelos humanos junto con los posibles papeles funcionales del
péptido en modelos experimentales sugieren una importante participacion de este factor en
la fisiologia del cerebelo humano.

Localizacién de IGF-I en hipotilamo

Tras el procesamiento inmunocitoquimico de secciones histolégicas de la rata adulta,
se observaron neuronas inmunoreactivas para IGF-I en el SHN. Los niicleos paraventricular,
supraoptico y accesorios hipotilamicos contenian neuronas y estructuras similares a
terminales inmunoreactivas para IGF-1. Ademds, se localizaron fibras varicosas positivas para
IGF-I dentro del hipotalamo basal lateral y medial, asi como en el 16bulo posterior de la
hipéfisis (Aguado y col., 1992b). Los estudios de colocalizacién mostraron que la
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inmunoreactividad para IGF-I principalmente se localizaba en neuronas oxitocinérgicas. A
nivel ultraestructural encontramos que la inmunoreactividad para IGF-I estaba asociada
principalmente con cisternas del aparato de Golgi y, en ciertos casos, con cisternas del
reticulo endoplasmico rugoso y granulos de secrecién. Otras especies de roedores y primates
también presentaron neuronas magnocelulares positivas para IGF-I, lo cual refleja la
especificidad de los resultados obtenidos, asi como la conservacién de IGF-1 en la filogenia.
Los resultados de este estudio, en parte, se correlacionan con el estudio de Garcia-
Segura y col. (1991) donde se describe inmunoreactividad para IGF-1 en neuronas de los
niicleos supradptico y paraventricular en rata adultas tratadas con colchicina. Sin embargo,
a diferencia del citado trabajo, nosotros, en ninguna ocasion, encontramos inmunoreactividad
para IGF-] en las células ependimarias, neuronas del nticleo arcuato, area dorsal hipotaldmica
o en el complejo mamilar. Por el contrario, hallamos inmunopositividad en los micleos
accesorios magnocelulares asi como en fibras del tracto hipotalamico -neurohipofisial.
Probablemente la razén de estas diferencias este relacionada con las técnicas empleadas.
Nuestros resultados estan en buen acuerdo con trabajos anteriores donde se muestra
que IGF-1 y su ARNm se hallan en concentraciones altas en el hipotalamo aduito {Binoux y
col., 1981; Yamaguchi y col., 1990; Sara y col., 1982; Bach y col., 1991; Rotwein y col.,
1988) y nos permiten sugerir una posible sintesis y transporte de IGF-I desde los somas
magnocelulares hasta el 16bulo posterior de la hipodfisis. Dicha hipdtesis es apoyada por
varios razonamientos. i) Tras la administracién de colchicina, se originé un notable
incremento en la inmunoreactividad para IGF-I en los somas neuronales, sin observarse
cambios en su distribucion. Esto sugiere que el incremento de inmunoreactividad para IGF-1
en los somas es debido a un bloqueo del transporte anterdgrado, ya que esta bien establecido
que la colchicina bloquea eficazmente el transporte axonal en el SHN (Norstrém y Hansson,
1973; Norstroém y col., 1971; Dasheiff y Ramirez, 1985). ii) Binoux y col. (1981) mostraron
que explantes de hipotilamos mantenidos in vifro, tras su incubacioén con inhibidores de la
sintesis de proteinas (cicloheximida), reducian drdmaticamente su liberacién de IGFs al medio
de cultivo, mientras que la liberacién de IGFs al medio de cultivo de explantes de 16bulos
neurointermedios hipofisarios tratados con cicloheximida apenas fue afectada. Esto parece
indicar una capacidad de sintesis de dichos péptidos principalmente en el hipotilamo. iii) La
inmunoreactividad para IGF-I se localiz6 subcelularmente en los orgdnulos que participan en
la sintesis y liberacion de proteinas secretables. La localizacién de la inmunoreactividad para
IGF-I en cisternas del reticulo rugoso apunta a una posible sintesis del péptido en estas
neuronas, mientras que su localizacién en el aparato de Golgi y granulos de secrecion
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indicarian su naturaleza secretora. A pesar de que ha sido propuesto que IGF-I no es
almacenado intracélularmente y estd sometido a una liberacién constitutiva (Daughaday y
Rotwein, 1989), nuestros resultados obtenidos en ratas tratadas con colchicina muestran,
aunque en pocos casos, inmunoreactividad en granulos de secrecién, probablemente la
administracion de la colchicina participe en la visualizacién de los granulos de secrecidn
positivos para IGF-I. Otros autores, estudiando la localizacién de péptidos relacionados con
1a insulina en diferentes tipos neuronales, han mostrado resultados ultraestructurales similares
a los nuestros (Schechter y col., 1994; Sonetti y col., 1992). Por otra parte, a pesar que €l
hipotilamo contiene cantidades detectables del ARNm de IGF-I (Bach y col., 1991; Rotwein
y col., 1988), ni nosotros, ni otros autores (Werther y col., 1990; Bondy, 1991) hemos
podido detectar su localizacién mediante técnicas de hibridacion in situ. Como se discutié
anteriormente, probablemente sea por motivos relacionados con las técnicas en si. La
localizacién celular y ultraestructural de la inmunoreactividad para IGF-I junto con la
presencia del ARNm de IGF-I en 4reas hipotalimicas apuntan hacia una probable sintesis de
IGF-I en el SHN. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que IGF-I sea
sintetizado en otras dreas hipotaldmicas e internalizado por las neuronas magnocelulares. En
relaciéon con esto ultimo, Bach y Bondy (1992) han demostrado mediante técnicas de
hibridacioén in situ que la neurohipdfisis, probablemente los pituicitos, contienen ARNm de
IGF-1, de este modo cabe la posibilidad de que el IGF-I encontrado en las neuronas
magnocelulares se origine en el 16bulo posterior de la hipofisis, sea captado por terminales
nerviosos de las neuronas magnocelulares y transportado retrégradamente hasta los somas,
aunque esta posibilidad quedaria por demostrar.

El IGF-I ha sido propueste como neuromodulador de la liberacion de otros péptidos
hipotaldmicos, como son SOM y LHRH (Berelowitz y col., 1981; Hiney y col., 1991;
Tannenbaum y col., 1983; Kanematsu y col., 1991). El hecho de encontrar fibras nerviosas
inmunoreactivas y posibles terminales en los niicleos periventricular, paraventricular,
comisural anterior y arcuato asi como en el hipotilamo lateral y mediobasal, areas donde se
ha demostrado sitios de unién para IGF-I (Matsuo y col., 1989; Lesniak y col., 1988;
Goodyer y col., 1984) sugiere que el IGF-I hipotalimico pudiera modular la liberacién de
péptidos y neurotransmisores en estas regiones. Mds concretamente, la deteccion de fibras
y posibles terminales con IGF-1-IR en el nicleo periventricular, drea donde se localizan las
neuronas somatostatinérgicas, pudiera apoyar el conirol neuromodulador de la actividad de
estas neuronas por el IGF-I propuesto con anterioridad (Berelowitz y col., 1981;
Tannenbaum y col., 1983). La posibilidad de que estos putativos terminales inmunoreactivos
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pudieran representar secciones de fibras en passage y no terminales también ha de ser
considerada. La hipétesis de que algunos factores tréficos pueden ser liberados por dendritas
y somas neuronales (Korsching, 1993) junto con el hecho de que péptidos sintetizados en
neuronas magnocelulares pueden ser liberados por sus dendritas (Morris y col., 1993),
plantea una posible liberacion de IGF-I desde las dendritas de las neuronas magnocelulares
para ejercer una accion local sobre la actividad de neuronas cercanas. Ademds del conocido
papel neuromodulador de IGF-I en el hipotdlamo y teniendo en cuenta que IGF-I actua como
factor tréfico en cultivos fetales de hipotdlamos (Torres-Aleman y col., 1990a), no podemos
descartar una posible accién trofica de este péptido en el hipotdlamo adulto, el cual posee una
importante capacidad plastica {Theodosis y Poulain, 1993).

Mis conocidas son las acciones moduladoras que IGF-I ejerce sobre las hormonas
adenohipofisarias (Berelowitz y col., 1981; Yamashita y Melmed, 1986; Ceda y col.,1987;
Hiney y col., 1991; Silverman y col., 1989; Tannenbaum y col., 1983; Kanematsu y col.,
1991; Lara y col., 1994). Es bien conocido que las neuronas parvocelulares hipotaldmicas
proyectan a los capilares portales en la zeEM, donde liberan sus neurohormonas a la sangre.
Estas neurohormonas son transportadas por el sistema porta a la hipdfisis anterior, donde
regulan la liberacién de hormonas adenohipofisarias (Page, 1988). En el presente estudio
encontramos algunas fibras varicosas con inmunoreactividad para IGF-I cursando por ila
zeEM, aunque la mayoria fueron localizadas en la ziEM, correspondiendo a los axones de
las neuronas magnocelulares. Estas fibras positivas para IGF-1 en la zeEM sugieren una
posible liberacion de IGF-1 al sistema porta hipofisario, que podria alcanzar la adenohipdfisis
y asi regular la liberacidn de hormonas adenohipofisarias descrita por otros autores
(Berelowitz y col., 1981; Yamashita y Melmed, 1986; Ceda y col., 1987; Silverman y col.,
1689; Tannenbaum y col., 1983). En cuanto al origen de estas fibras nerviosas
inmunomarcadas de la zeEM, cabe la posibilidad de que provengan de neuronas
magnocelulares, ya que ha sido demostrado que ciertas neuronas hipotaldmicas
magnocelulares proyectan a la zeEM (Hoffman y col., 1986). Ademis, es conocido que las
neuronas magnocelulares contribuyen a la regulacion de la secrecion de hormonas
adenohipofisarias mediante la liberacién de neurohormonas en la ziEM. En base a esto, es
también posible que en respuesta a un estimulo, el IGF-I contenido en fibras localizadas en
la ziEM pueda ser liberado, quizas preferencialmente desde los cuerpos de Herring, para
alcanzar de una modo paracrino dianas concretas en la EM. Un proceso andlogo ha sido
descrito para otros péptidos hipotalamicos (Holmes y col., 1986; Buma y Nieuwenhuys,
1988). También es posible que el IGF-I liberado en la ziEM pudiera alcanzar la circulaciéon
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portal hipofisaria a través de la extensa red de capilares portales fenestrados (Bergland y
Page, 1979). Finalmente, IGF-I podria alcanzar el 16bulo anterior a través de los vasos cortos
portales (Porter y col., 1973; Oliver y col., 1977). En resumen, s posible que el IGF-I
localizado en el SHN pudiera, al menos en parte, participar en la regulacion de las hormonas
adenohipofisarias. Sin embargo, no podemos olvidar que el IGF-I sintetizado localmente en
la hipéfisis (Bach y Bondy, 1992), asi como el IGF-I circulante tienen un papel fundamental
en la regulacion de estas hormonas adenohipofisarias.

Hasta el momento actual, toda la atencién respecto al posible control que IGF-I pueda
ejercer sobre hormonas hipofisarias ha sido centrada en las hormonas adenohipofisarias, sin
haber sido propuesto ninguna accién posible sobre las neurohormonas AVP y OT. lLa
localizacion de la inmunoreactividad para IGF-I en el SHN, sugiere algtin tipo de interaccién
de IGF-I con dicho sistema.

Localizacion de IGF-I en neocorteza

El analisis inmunocitoquimico en secciones de corteza cerebral de rata mostré que la
inmunoreactividad para IGF-I se localizaba en los citoplasmas de neuronas neocorticales y
algunas de sus prolongaciones, incrementindose esta inmunoreactividad tras 1a administracion
de colchicina. A nivel ultraestructural, el inmunomarcaje Unicamente se detecto en el aparato
de Golgi. En humanos, la inmunoreactividad se localizé principalmente en fibras nerviosas
y muy ocasionalmente en neuronas. Las diferencias enconiradas entre las dos especies
podrian significar, como hemos comentado con anterioridad, caracteristicas propias de cada
especie.

La presencia de inmunoreactividad para IGF-I en corteza cerebral esta de acuerdo con
estudios bioquimicos anteriores (Binoux y col., 1981; Yamaguchi y col., 1990; Sara y col.,
1982). Referente a los trabajos morfologicos publicados, los primeros autores que
describieron la distibucién de la inmunoreactividad para IGF-I en SNC de rata no
encontraron inmunomarcaje en la corteza cerebral (Noguchi y col., 1988; Hansson y col.,
1988b). Mis tarde, Garcia-Seguray col. (1991) describen una amplia distribucion del péptido
en la corteza cerebral de ratas tratadas con colchicina, encontrando inmunoreaccion para IGF-
I en los nticleos célulares. Nuestros resultados muestran la presencia de muy pocas neuronas,
débilmente inmunotefiidas para IGF-I, en la neocorteza de ratas tratadas con colchicina. El
hecho de encontrar niveles tan bajos de inmunoreactividad podria explicar el porqué otros
autores no la hayan detectado. Sin embargo, las diferencias entre los resultados obtenidos por
Garcia-Segura y col. (1991) y los nuestros tan solo pueden ser argumentados con
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2. REGULACION DE IGF-1 Y R-IGF-1 EN EL SHN
2.1. Regulacién de IGF-I en situaciones de disminucion de la secrecién de GH
2.1.1. Envejecimiento

Nuestros resultados demuestran que la intensidad y distribucién del marcaje para IGF-
1 fue notablemente modificado en la EM de los animales envejecidos respecto a los adultos
jévenes. Las ratas envejecidas presentaban fibras intensamente inmunoreactivas con grandes
dilataciones en la ziEM, incluso penetrando en el tercer ventriculo. Tal y como se discutié
anteriormente, el IGF-I-IR localizado en la ziEM podria alcanzar la adenohipdfisis para asi
gjercer su accion sobre las hormonas hipofisarias. El aumento de IGF-I-IR en la EM de los
animales envejecidos podria reflejar un incremento de su sintesis, pudiendo contribuir a la
disminucién de GH durante el envejecimiento. Sin embargo, este incremento de
inmunoreactividad también podria significar una disminucion del transporte y liberacion de
IGF-I de las neuronas magnocelulares, de hecho, en roedores se ha descrito una reduccion
en la velocidad del transporte axonal del SHN durante el envejecimiento (Fotheringham y
col., 1991). El andlisis de las concentraciones del ARNm de IGF-I en el hipotilamo durante
el envejecimiento clarificaria el nivel de su sintesis en dichas edades. La presencia de fibras
inmunoreactivas en proximidad al tercer ventriculo sugiere una liberacién de IGF-I a]l LCR,
como ha sido propuesto para las hormonas neurchipdfisarias y factores de liberacion
hipotaldmicos (Dogterom y col., 1977; Kee y Wood, 1987). Seria interesante evaluar los
niveles de IGF-I-IR en el LCR en individuos envejecidos, ya que normalmente las
concentraciones del mismo son muy bajas, predominando las de IGF-II sobre las de IGF-I
(Haselbacher y Humbel, 1985).

Por otra parte, es conocido que la actividad del SHN en el envejecimiento es alterada.
En humanos, parece bien establecido que las neuronas vasopresinérgicas a partir de los 60
afios de edad experimentan cambios plasticos encaminados a una mayor actividad
neurcendocrina, sin observarse alteraciones en las neuronas oxitocinérgicas (Dorsa y
Wilkinson, 1988; Fliers y Swaab, 1986). Sin embargo, en la rata la actividad del SHN
durante el envejecimiento es discutida. Durante la vejez, existen estudios que apuntan hacia
una hiperactividad de este sistema (Silverman y Sladek, 1991; Watt, 1970; Fliers y Swaab,
1983; Kirkland y col., 1984; Robertson y Rower, 1980), otros hacia una hipofuncionalidad
(Watkins y Choy, 1980; Dorsa y Bottemiller, 1982, Sladek y col., 1981; Miller, 1985;
Sladek y col., 1981; Zbuzek y Wu, 1982; Rodeck y col., 1960) y los menos no encuentran
diferencias (Dorsa y Wilkinson, 1988). Lo que si parece bien establecido en la rata es una
disminucién de la respuesta renal a los efectos antidiuréticos de AVP con el envejecimiento
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(Dorsa y Wilkinson, 1988). El hecho de que durante el envejecimiento el SHN experimente
alteraciones en la actividad de las neuronas magnocelulares junto a las modificaciones
encontradas en la inmunoreactividad para IGF-1 en estas edades hace pensar en alguna
posible relacidn de este péptido y las hormonas neurohipofisarias.

2.1.2. Diabetes inducida por estreptozotocina

Tras seis semanas de la administracién de STZ los animales tratados con STZ
contenian un mayor nimero de células positivas para IGF-I en el SHN y en la adenohipdfisis.
En el hipotilamo, nuestros resultados muestran un incremento de la inmunoreactividad para
IGF-I durante la diabetes. Sin embargo, estudios anteriores en hipotdlamos de ratas diabéticas
mediante RIA encontraron una disminucién en el contenido de IGF-I-IR (Olchovsky y col.
1990). Diferencias en la dosis de STZ administrada, ¢l tiempo de supervivencia de los
animales o las técnicas aplicadas podrian intervenir en las discrepancias encontradas.
Experimentos en los que se analizaran en paralelo los niveles de IGF-I por RIA e
inmunocitoquimica podrian ayudar a clarificar estas diferencias. Aunque durante la diabetes,
la mayoria de los tejidos disminuyen la sintesis de IGF-I, estudios de nuestro laboratorio han
mostrado una ausencia de cambios en la expresién del ARNm de IGF-I en el hipotadlamo de
ratas diabéticas respecto a animales controles (resultados no publicados). El incremento del
IGF-I hipotalamico encontrado inmunccitoquimicamente podria deberse a un déficit del
transporte axonal anterégrado como consecuencia de la neuropatia diabética (Tomlinson y
Mayer, 1984). Esto ultimo parece poco probable ya que registros electrofisiologicos de
neuronas magnocelulares hipotaldmicas de animales diabéticos indican un incremento en la
tasa de descarga espontanea (Akaishi y Homma, 1992). Por otro lado, y al igual que
nosotros, Olchovsky y col. (1991) también encontraron un incremento de IGF-I-IR en
adenohipdfisis de animales diabéticos, sin que observaran cambios en la expresion de su
ARNm. Ademas resultados de nuestro laboratorio indican una disminucion en la acumulacién
del ARNm del IGF-I hipofisario en la diabetes (datos no publicados). Los cambios detectados
en la inmunoreactividad para IGF-I en hipotilamo y adenohipdfisis de ratas diabéticas
acompafiados de la ausencia o descenso de la concentracién de sus ARNm sugieren una
regulacion de IGF-I a nivel de la traduccion, del procesamiento postranscripcional, de la
degradacién o secrecion del péptido. Una intervencién de las IGFBPs, como secuestradoras
de la inmunoreactividad para IGF-I, tampoco podria descartarse. Experimentos en los que
se revertiera de la diabetes con la administracion exdgena de insulina ayudarian a confirmar
el papel de ia insulina la regulacion de IGF-I-IR. El incremento de inmunoreactividad para
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IGF-I en el hipotilamo y adenohipdfisis de los animales diabéticos podria contribuir a la
disminucién de la secrecion de GH observada en la diabetes, a través de una accion
neuroendocrina (desde el hipotilamo) o local paracrina-autocrina (en la adenohipdfisis).

En el patrén de inmunoreactividad para SOM hipotalimica no se alteré en los
animales diabéticos, de acuerdo con trabajos previos en los que no hallaron diferencias ni en
los niveles y distribucién de SOM-IR (Patel y Bankier, 1978; Plotsky, 1991; Williams y col.,
1988) ni en las concentraciones de su ARNm (Papachiristou y col., 1989). Estos resultados
sugieren que SOM no jugaria un papel importante en la supresion de GH durante la diabetes.
Sin embargo, en animales diabéticos se han descrito alteraciones en la liberacién del péptido
en el hipotdlamo (Joanny y col., 1992), en el nimero de sus receptores adenohipofisarios
(Olchvsky y col., 1990) y en la concentracion del péptido-IR en el sistema portal hipofisario
(Plotsky, 1991), ademas de un aumento de SOM-IR circulante (Patel y col., 1980;
Tannenbaum, 1981) y de la expresibn de su ARNm en el tracto gastrointestinal
(Papachiristou y col., 1989). De este modo, parece que uno de los factores que pueden
contribuir a la supresién de la GH en el modelo de diabetes originada por STZ seria el
aumento de expresién de SOM periférica.

Respecto al GRF, ni los presentes resultados ni trabajos anteriores muestran cambios
en los niveles del GRF-IR hipotalamico asociados a la diabetes (Plotsky, 1991; Olchovsky
y col., 1990). Sin embargo, si que se ha descrito una reduccioén en la concentracion del
ARNm del GRF hipotaldmico de los animales diabéticos (Olchovsky y col., 1990), asi como
de GRF-IR en el sisterna portal hipofisario (Plotsky, 1991). A pesar de no haber encontrado
diferencias en el patrén de inmunoreactividad hipotaldmica de GRF, los resultados de otros
autores parecen indicar que GRF podria jugar contribuir a la disminucién de la secrecion de
la GH hipofisaria.

La galanina, no mostr6 diferencias ni en intensidad ni en distribucién del
inmunomarcaje en la EM de las ratas diabéticas, comparado con las controles. Williams y
col. (1988) encontraron diferencias cualitativas de distribucién de galanina-IR en el nicleo
supradptico de animales diabéticos, sin observar cambios de galanina-IR por RIA. Dichas
diferencias podrian de algin modo colaborar en la reduccién de GH de ratas diabéticas.

Todos estos datos, parecen indicar que la disminucion de los niveles de la GH en ratas
diabéticas, mas que estar influenciada por un solo factor regulador, probablemente lo esté
por la accidn coordinada de todos los péptidos anteriormente comentados, e incluso por otros
reguladores de GH, como es el neuropéptido Y, cuya expresion hipotaldmica se haya
notablemente incrementada durante la diabétes inducida por STZ (McDonald y col., 1985;
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Williams y col., 1988; Williams y col., 1989). También es importante destacar que para
tener un conocimiento real de la situacion fisiolégica de los somatotropos durante la diabetes
serfia necesario, no solo analizar los niveles de los factores reguladores de GH (péptidos-IR
y sus ARNm), sino también la respuesta de las células productoras de GH hacia estos
péptidos, asi como la interrelacién entre dichos factores reguladores.

Ademais de las modificaciones descritas en la diabetes para GH y sus factores de
liberacion hipotalimicos, el SHN experimenta importantes alteraciones morfoldgicas y
bioquimicas que indican un incremento de su actividad, principalmente de las neuronas
vasopresinérgicas (Loesch y col., 1988; Lincoln y col., 1989; Fernstrom y col., 1990;
Vanltallie y Fernstrom., 1982; Brooks y col., 1989; Thompson y col., 1989). Los
mecanismos por los cuales se incrementa AVP en la diabetes han sido relacionados con un
incremento de la osmolaridad del plasma observado en estos animales (Brooks y col., 1989).
Se piensa que el aumento de la concentracién de glucosa en sangre seria el responsable de
la hiperosmolaridad capaz de estimular la secrecién de AVP (Thompson y col., 1989; Brooks
y col., 1989). Ademds, existe una interelacién entre las neurohormonas AVP y OT y los
niveles de glucosa en sangre (Altszuler y Hampshire, 1981; Hems y col., 1975; Chiodera
y col., 1992). Las modificaciones observadas en la inmunoreactividad para IGF-I en ratas
diabéticas junto a la activacidn del SHN en estos animales, una vez mds sugiere una posible
relacion entre IGF-I y la actividad del SHN.

2.2. Regulacién de IGF-I durante activacién del SHN
2.2.1. Preiiez a término y lactancia

En la gestacién a término hay una estimulacién de 1a sintesis y secrecion de OT (Van
Tol y col.,1988; Caldwell y col., 1987; Higuchi y col., 1986}, la cual induce la contraccion
del utero durante el parto (Crowley y Armstrong, 1992). Posteriormente, durante la lactancia
se produce de nuevo un incremento en la sintesis y liberacién de OT (Van Tol y col.,1988;
Caldwell y col., 1987; Higuchi y col., 1986) para actuar sobre las células mioepiteliales de
las gladulas mamarias favoreciendo la salida de la leche (Crowley y Armstrong, 1992). Los
mecanismos que regulan la expresion de OT y AVP en el SHN no son bien conocidos,
aunque la estimuiacion durante lactancia ha sido mas estudiada.

La estimulacion mecénica de las fibras sensitivas de la mama durante la lactancia
producen la activacion de las neuronas oxitocinérgicas hipotalimicas (Wakerley y col., 1988),
siendo probablemente este estimulo el principal responsable del aumento en la sintesis y
liberacion de OT descrito durante la lactancia (Van Tol y col., 1988; Spinolo y Crowley,
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1993; Wakerley y col., 1988). En oposicion a lo anterior, recientemente ha sido propuesto
que durante los primeros dias de lactancia se produce una disminucion en la expresion de
OT, probablemente relacionada con los niveles de esteroides, donde la estimulacién mecédnica
de la lactancia no jugaria un papel predominante en la regulacién de la expresion de las
neurohormonas (Crowley y col., 1993).

Menos conocidos son los estimulos que desencadenan la hiperactividad de SHN en
la gestacién a término. En ciertos casos existe una correlacion entre la expresion de OT con
los niveles circulantes de estrogenos, proponiéndose que estos ultimos podrian estar
implicados en la estimulacién de la transcripcién del gen de OT (Crowley y col., 1993;
Jirikowski y col., 1988).

En paralelo a la activacion del sistema oxitocinérgico durante la gestacion a término
y la lactancia, también se produce un incremento de la expresion de AVP (Van Tol y col.,
1988; Caldwell y col., 1987; Crowley y col., 1993; Zingg y Lefebvre, 1988), sin existir
activacion eléctrica de las neuronas vasopresinérgicas o aumento en su liberacion (Wakerley
y col., 1988; Poulain y Wakerley, 1982). El papel que AVP podria jugar en el parto y en
la lactancia, Gnicamente es hipotetizable (Zingg y Lefebvre, 1988; Caldwell y col., 1987).
Esta bien establecido que la hiperosmolaridad origina la activacién de ambas poblaciones
magnocelulares (Renaud y Bourque, 1991; Hantton, 1990), sin embargo durante la gestacion
y la lactancia la osmolaridad plasmatica permanece constante o incluso disminuida en los
animales gestantes, sin que este descenso de osmolaridad produzca inhibicién del SHN
(Koehler y col., 1993).

En nuestros experimentos, el marcaje inmunocitoquimico para IGF-I en el SHN de
animales gestantes a término y sometidos a lactancia no mostraba diferencias respecto a los
controles. En consonancia con los resultados inmunocitoquimicos, datos no publicados de
nuestro laboratorio han mostrado una ausencia de variaciones en los niveles del ARNm de
IGF-1y del IGF-I radioinmunoensayable hipotaldmicos en dichas situaciones fisiologicas. Por
otro lado, se observé una disminucién del inmunomarcaje para AVP y OT el las
neurohipdfisis de los animales gestantes a término y lactantes comparados con los controles,
como otros autores han descrito (Van Tol y col., 1988; Crowley y col., 1993). Estos
resultados hacen pensar que los estimulos que activan la sintesis y liberacién de OT durante
la gestacién y la lactancia no modifican la expresién de IGF-I-IR en el SHN. Por otra parte,
COmMO se €Xpuso anteriormente, en ratas gestantes a término y sometidas a lactancia se
incrementan los niveles de estrégenos (Crowley y col., 1993). En base a la regulacion de la
expresion de IGF-I por estrogenos en varios tejidos descrita por otros autores (Murphy y
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Ghahary, 1990; Huff y col., 1988; Michels y col., 1993; Duefias y col., 1993), se podria
esperar un incremento de la inmunoreactividad para IGF-I en el SHN durante la gestacién
y la lactancia. En consonancia con nuestros resuitados Michaels y col. (1993) describen
importantes cambios en el sistema IGF-1 (IGF-1, su receptores € IGFBPs) en la adenohipéfisis
inducidos por estrogenos, sin encontar cambios en la neurchipéfisis.

2.2.2, Estrés provocado por inmovilizacién

Una serie de trabajos demuestran como durante la inmovilizacién, un tipo de estrés
neurogénico, fundamentalmente se incrementa la liberacién de OT a la circulacién sanguinea
(Gibbs, 1986; Miaskowski y col., 1988; Romero y col., 1993). Menos son los autores que
describen cambios referentes a AVP durante inmovilizacion (De Goeij y col., 1991). Los
anteriores estudios indican que la inmovilizacién produce una activacion de las neuronas
oxitocinérgicas, o almenos de su liberacion.

Tras el procesamiento inmunocitoquimico para IGF-I no se observaron cambios
aparentes ni en la distribucion ni en la intensidad del marcaje comparando los animales
estresados (15 min y 45 min) con los controles. Sin embargo, si se observd un incremento
en la inmunoreactividad para la ACTH durante el estrés, en concordancia con estudios
anteriores (Orr y col., 1990; Wu y Childs, 1991; Sasaki y col., 1990). La ausencia de
cambios en el marcaje para IGF-I1 en el SHN durante la inmovilizacién sugiere que la
expresion de IGF-I-IR en el SHN no es regulada por los mismos factores que inducen la
activacion de la liberacion de OT durante el estrés causado por la inmovilizacién.

2.2.3. Deshidratacion.

La hiperosmolaridad originada tras 24 horas de ingestién de agua salada (2% NaCl)
indujo un incremento en la la expresion del péptido IGF-I vy la de su ARNm, presentando el
mismo patrén de colocalizacién con AVP y OT que el descrito tras la administracién de
colchicina. El hecho de que la coexistencia de IGF-I-IR con las neurchormonas sea
equivalente durante deshidratacion y administracion de colchicina, hace pensar en alguna
posible conexién entre en ambas situaciones. La administracién icv de distintas dosis de
colchicina origina un almacenamiento de las hormonas neurohipofisarias en los somas y
axones del SHN al inhibir su transporte y liberacion (Norstrém y Hansson, 1973; Norstrom
y col., 1971; Parish y col., 1981; Pefia y col., 1988). Altas dosis de colchicina causan
importantes traumatismos locomotores (cuadriparalisis), asi como alteraciones en los
comportamientos de ingesta de bebida y alimentos (Norstrém y Hansson, 1973; Norstrém
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y col., 1971; Parish y col., 1981; Peifia y col., 1988; Dasheiff y Ramirez, 1985). Todo ello
puede indicar que el incremento en IGF-I-IR en neuronas magnocelulares de ratas tratadas
con colchicina descrito anteriormente podria reflejar, ademds de una inhibicion del transporte
axonal, una respuesta a la posible hiperosmolaridad originada por la deficiente toma de agua
observada en estos animales.

Los cambios observados en la expresion de IGF-1 parecen ser especificos del SHN,
ya que los niveles de inmunoreactividad para IGF-1 en la corteza cerebral y en el plasma no
experimentaron alteraciones. El incremento del IGF-I hipotalamico junto con la ausencia de
modificaciones en los niveles circulantes de IGF-I-IR durante la estimulacién osmética
sugieren que IGF-I, mas que una accién endocrina sistémica, ejerza una accién local
paracrina o autocrina en la plasticidad o actividad del SHN. Los mecanismos por los cuales
se incrementan los niveles de IGF-1 (ARNm y péptido-IR) especificamente en el hipotalamo
no han sido determinados en el presente estudio. Un incremento de la transcripcion del gen
de IGF-I parece ser el mecanismo mds probable, aunque otros factores como un incremento
de la estabilidad del ARNm o un aumento del procesamiento del pre-ARNm podrian
contribuir al aumento del ARNm de IGF-1. Aunque tampoco puede descartarse una
regulacion a nivel de traduccién, procesamiento postraduccional, degradacién o secrecion del
péptido IGF-I. Basandonos en los resultados inmunocitoguimicos, es probable que la
deshidratacién estimule la sintesis de IGF-1 en el SHN. Sin embargo, al no haber podido
detectar el ARNm de IGF-I mediante técnicas de hibridacion ir situ, cabe la posibilidad que
IGF-I-IR detectado sea sintetizado en otras areas del hipotdlamo y que este sea transportado
a las neuronas magnocelulares. Aunque menos probable, tambien es posible que el IGF-I-IR
visualizado por técnicas inmunocitoquimicas pudiera corresponda al péptido unido a sus
receptores o a sus IGFBPs.

En cuanto al ARNm de R-IGF-I, los animales deshidratados durante 24 horas no
mostraron cambios. Sin embargo, tras seis dias de deshidratacién se encontré un incremento
en la expresion del ARNm de R-IGF-I en neuronas magnocelulares del niicleo supradptico
sin observarse cambios en ¢l nicleo paraventricular. El hecho de que no evidenciaramos
cambios tras deshidratacion aguda indica que para que se afecte la transcripcién de los
receptores es necesario un mantenimiento prolongado del estimulo. Esto sugiere la posibilidad
de que factores secundarios inducidos por la deshidratacion sean los desencadenantes de las
alteraciones del ARNm de R-IGF-I. En este sentido, el aumento de IGF-I observado durante
la deshidratacion aguda podria participar en la induccién de la expresién de sus propios
receptores, como se ha descrito para otros factores tréficos (Fusco y col., 1991; Holtzman
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y col., 1992; Nishizuka y Arai, 1992).

El incremento de la sefial de hibridacién tan solo fue observada en el micleo
supradptico, sin apreciarse cambios en el paraventricular. Una serie de trabajos evidencian
una respuesta heterogénea del SHN ante estimulacion osmética (Burbach y col., 1984;
Negro-Vilar y Samson, 1979). La ingestion de soluciones hipertonicas induce una mayor
respuesta en la actividad metabllica y expresion de neurochormonas en neuronas
magnocelulares del nmicleo supradptico que las del niicleo paraventricular (Sherman y col.,
1986; Lepetit y col., 1992; Roberts y col., 1993). Por otro lado, la hiperosmolaridad
incrementa la incorporacion de *H-citosina (George, 1973) y de *H-tirosina selectivamente
en el nicleo supradptico (Murray, 1967). La respuesta diferencial en la expresién de genes
del SHN ante la estimulacion osmdtica revela una heterogeneidad funcional de las neuronas
magnocelulares. Subpoblaciones magnocelulares de 10s nicleos supradptico y paraventricular
podrian reflejar diferencias en sus aferencias, especificas para distintos tipo de estimulacién,
siendo la estimulacién osmética una sefial mas eficaz en el nicleo supradptico (Meeker,
1991; Roberts y col., 1993). De este modo, la aparente ausencia de modificaciones en la
expresion del ARNm del R-IGF-I en el nucleo paraventricular durante la deshidratacién
podria ser debida a pequefias alteraciones por debajo del limite de detecion o a una ausencia
de respuesta.

El incremento en la expresion del ARNm del R-IGF-1 en el nicleo supradptico fue
acompafiado por un aumento en la intensidad de la inmunoreactividad para c-Fos en las
mismas c€lulas. La deteccion inmunocitoquimica de la proteina c-Fos como marcador de
actividad célular es una técnica muy til en el estudio de sistemas neuroendocrinos (Hoffman
y col., 1993; Sagar y col., 1988; Lafarga col., 1992). En ¢l presente estudio, utilizamos
dobles marcajes con técnicas inmunocitoquimica para c-Fos e hibridacién in situ para el
ARNm del R-IGF-I para identificar neuronas activadas durante la deshidratacién que
expresaban el gen de R-IGF-I. La colocalizacion de ambas moléculas indica que el gen de
R-IGF-I se induce en neuronas magnocelulares activadas por la hiperosmolaridad. En el
mecanismo de induccion de c-Fos en neuronas magnocelulares podria estar implicado el
propio IGF-I hipotalamico, ya que se ha demostrado que este péptido es capaz de inducir la
expresion del factor de transcripcion c-Fos en neuronas postmitdticas (Heidenreich y col.,
1993).

Es bien conocido que el SNC adulto de los mamiferos posee una plasticidad
estructural ante diversos estimulos fisiologicos. El sistema oxitocinérgico hipotaldmico, y en
menor medida el vasopresinérgico, ofrecen un buen ejemplo de sistemas neuronales con
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potencialidad plastica en el adulto en respuesta a estimulos fisiolégicos (Theodosis y Poulain,
1993; Marzban y col., 1992; Theodosis y Poulain, 1987; Perlmutter y col., 1985; Chapman
y col., 1986; Dyball y Garten, 1988; Sinchez-Toscano y col., 1989). Bajo condiciones
fisiologicas especificas, como son la deshidratacién aguda y prolongada, se inducen
modificaciones reversibles en las relaciones estructurales entre neuronas y células de glia,
asi como en la arquitectura de la circuiteria sindptica de las neuronas magnocelulares
hipotalamicas. El hecho de que IGF-I juegue un papel en el crecimiento y diferenciacion de
neuronas y células de glia en hipotalamo fetal en cultivo (Torres-Alemén y col., 1990a) junto
con el incremento de la expresidon de IGF-I y su localizacidon con OT durante deshidratacion,
sugiere una posible participacion de dicho péptido en el fenémeno de plasticidad inducida por
hiperosmolaridad en el adulto.

Por otra parte, la estimulacién osmética activa el SHN induciendo un incremento en
la sintesis y liberacidn de las hormonas neurohipofisarias, asf como la de los péptidos que
coexisten con ellas (Cunningham y Sawchenko 1991; Sherman y col., 1988; McCabe y col.,
1990; Meister y col., 1990). Es posible que durante la deshidratacién, el IGF-I hipotalimico
inducido por la osmolaridad se una a sus receptores localizados en los micleos supradptico
y paraventricular y actue sobre la actividad del SHN de un modo paracrino o autocrino. El
aumento de expresion de IGF-I podria reflejar una posible funcién moduladora sobre la
accion de otros péptidos o neurotransmisores det SHN durante la estimulaciéon osmatica.

3. INTERACCIONES DE IGF-1 CON AVP EN EL SHN

El contenido de AVP en el hipotilamo y cerebro anterior fue similar en los cuatro
grupos experimentales del experimento de administracién icv de Ab-IGF-I (animales controles
con Ab-IGF-I/NRS y deshidratados con Ab-IGF-I/NRS). La concentracién de AVP en el
hipotalamo y cerebro anterior de los gupos deshidratados durante 24 horas comparada con
los controles no varié significativamente. Negro-Vilar y Samson (1979) tampoco encuentran
diferencias en el contenido de AVP en estructuras hipotaldmicas a los tres dias de
deshidratacion. Es probable que durante las primeras horas de deshidratacién el incremento
de la sintesis de AVP (McCabe y col., 1990), se acompaiie de un aumento en el transporte
axonal y liberacion de la hormona, de tal forma que no se aprecien cambios en el contenido
del péptido. Tampoco se encontraron diferencias entre animales tratados con Ab-IGF-I con
respecto al los tratados con NRS, indicando que la administracién del antisuero no presentaba
ninguna accion sobre el contenido de AVP en estas 4reas.

En las neurohipéfisis, tras 24h de estimulacién osmotica, se aprecié una reduccion
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en los niveles de AVP de los animales tratados con NRS que no fue estadisticamente
significativa. Aunque son muchos los estudios que muestran una depleccién de AVP y OT
en la neurohipéfisis durante deshidratacién (Renaud y Bourque, 1991; Hantton, 1990;
Cunningham y Sawchenko, 1991), en la mayoria de ellos emplean modelos de deshidratacién
crénica, manteniendo los animales sin agua periodos de hasta 7 dias o con agua salada hasta
14 dias. Nosotros mantuvimos los animales con agua salada unicamente 24 horas, tiempo
suficiente para aumentar la sintesis y liberaciéon de AVP (McCabe y col., 1990; Jones y
Pickering, 1969), a pesar de que se ha descrito que la ingestién de agua salada es un estimulo
menos potente que la deprivacién de agua (Lepetit y col., 1992; Jones y Pickering, 1969).
Es posible que en las 24 primeras horas de la deshidratacion un aumento de liberacién de
AVP desde la neurohipéfisis a la sangre este compensada con un aumento de la sintesis y
transporte de AVP desde los somas magnocelulares hasta sus terminales en la neurohipéfisis,
sin aparentar cambios en la inmunoreactividad de AVP en el 16bulo posterior de la hip6fisis.

Unicamente se encontraron cambios en ¢l contenido de AVP en las neurohipéfisis de
ratas deshidratadas tratadas con Ab-IGF-I respecto a aquellas otras ratas controles tratadas
con Ab-IGF-1. Estos resultados junto con la presencia de transcritos del ARNm del R-IGF-1
en neuronas vasopresinérgicas sugiere una posible accion reguladora de IGF-I en la liberacion
de AVP durante la deshidratacién. La disminucién de la concentracién de AVP en la
neurchipéfisis de los animales tratados podria significar, bien una disminucion de la llegada
de AVP desde el soma hasta sus terminales (reduccion de la sintesis y transporte de AVP),
o bien un aumento en la liberacién de AVP a la circulacion sistémica. Esta dltima hipétesis
no pudimos verificarla ya que el antisuero que usamos para medir los niveles de AVP en los
distintos tejidos no era capaz de reconocer la AVP circulante en plasma, probablemente
debido a cambios estructurales de AVP en la sangre. Nosotros optamos por la segunda
hipdtesis en base a dos razonamientos. Por un lado, la mayoria de veces que se encuentra
una disminucién en la inmunoreactividad de las neurohormonas hipofisarias refleja un
incremento de su liberacion (Renaud y Bourque, 1991; Hantton, 1990; Cunningham y
Sawchenko, 1991). Por otro, experimentos realizados con neurohipdfisis in vitro han
mostrado que insulina 3.3uM es capaz de inhibir la libearcién de AVP estimulada por K*
(Guzek y col., 1988), concentraciones tan altas de insulina probablemente estén actuando
através de los receptores de IGF-1. Si consideramos que i) la disminucién de AVP en los
animales deshidratados tratados con Ab-IGF-I refleja un aumento de su liberacién y ii) la
administracién icv de Ab-IGF-I neutraliza la actividad biolégica del IGF-I endégeno
hipotalamico, los resultados obtenidos sugeririan que el IGF-I enddgeno es capaz de inhibir
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la liberacién de AVP durante la deshidratacién lo que estaria de acuerdo con lo descrito por
Guzek y col. (1988). Si bien ha sido demostrado que anticuerpos administrados icv son
capaces de penetrar en el parénquima nervioso, pudiéndose localizar hasta 24 horas después
de su administracién (Van der Zee y col., 1992; Burlet y col., 1987), quedaria por esclarecer
el tipo de accidén bioldgica que ejercen los anticuerpos administrados sobre IGF-1. Estudios
anteriores de inmunizacién pasiva con antisueros contra IGF-I han mostrado,
mayoritariamente la neutralizaciéon de la accion biologica de IGF-1 (Bicsak y col., 1990;
Rusell y col., 1984; Gilhar y col., 1994), sin embargo, otros han indicado lo contrario, una
la potenciacién de la accion bioldgica de IGF-I (Stewart y col., 1993). Sin tener evidencias
de si nuestros anticuerpos estan bloqueando o bien potenciando la accion biolégica del IGF-1
hipotaldmico, no podemos asegurar si el IGF-I enddgeno esta inhibiendo o estimulando la
liberacidon de AVP durante la deshidratacion.

Lo que si podemos sugerir, en base a i} la localizacion del IGF-I hipotaldmico, ii) la
coexistencia de sus receptores en neuronas vasopresinérgicas, iii) la regulacién de IGF-I y
su receptbre bajo distintas situaciones fisioldgicas que afectan al sistema vasopresinérgico y
iiii) la posible accidn de IGF-1 sobre AVP, es que el IGF-I hipotalimico puede jugar un
posible papel regulador paracrino o autocrino sobre la liberacion de AVP durante
estimulacién del SHN ir vivo. No podemos descartar una posible implicacioén de IGF-T en
el sistema oxitocinérgico, asi como en los fendmenos de plasticidad que se desarrollan en ¢l
SHN adulto. Estos resultados apoyan la idea de que diferentes condiciones fisioldgicas
pueden inducir la expresion de IGF-1 en diferentes tipos celulares para llevar a cabo
diferentes funciones.
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En SNC de rata adulta se detecté inmunoreactividad para IGF-1 en cerebelo,
hipotalamo y 4reas corticales. El ARNm de IGF-I fue localizado fundamentalmente
en areas olfativas y cerebelo. Los trdnscritos de R-IGF-I se encontraron
principalmente en bulbo olfativo, areas corticales, cerebelo, hipotilamo y 6rganos
circunventriculares.

Las células de Purkinje del cerebelo de rata presentaban IGF-I-IR y los ARNm de
IGF-1 y de su receptor. La localizacidn subcelular de IGF-I-IR junto con la presencia
de transcritos de IGF-1 y de R-IGF-I en células de Purkinje sugiere que IGF-I pueda
actuar autocrina o paracrinamente sobre las mismas neuronas que sintetizan el
péptido. En cerebelo humano se detectd un intenso inmunomarcaje para IGF-I en
subpoblaciones de céluias de Purkinje, coexistiendo en ocasiones con LNGFR.

El SHN de rata presentd un intenso inmunomarcaje para IGF-I tras administracidn icv
de colchicina. La inmunoreactividad para IGF-I se localizd en organulos implicados
en la secrecidn proteica de neuronas magnocelulares, coexistiendo principalmente con
OT. Los nicleos magnocelulares paraventricular y supraéptico también contenian
ARNm de R-IGF-I, sugiriendo una posible accién local del IGF-I hipotalamico sobre
estos ndcleos.

La administracién icv de colchicina incrementé el inmunomarcaje para IGF-I en
neuronas no piramidales neocorticales y provoco la expresion de IGF-I-IR en el
complejo hipocampal, sin que se detectara IGF-1-IR en ningiina otra drea del SNC.
El ARNm de IGF-I se localiz6 en bulbo olfativo y corteza piriforme. A diferencia de
la restringida localizacion del péptido IGF-I y su ARNm en el SNC, los transcritos
de R-IGF-I se encontraron ampliamente distribuidos tanto en €l SNC como en la
hip6fisis, pudiendo ser dianas tanto del IGE-1 sistémico como del endégeno.

120



Conclusiones

En situaciones de disminucién de la secrecidn de GH (envejecimiento y diabetes) se
originaron modificaciones en el patrén de inmunoreactividad para IGF-I en el SHN
y adenohipéfisis. Durante el envejecimiento se observd un incremento de IGF-I-IR
en fibras nerviosas de la ziEM. En ratas diabéticas se detecto un aumento de
inmunoreactividad para IGF-I en neuronas magnocelulares hipotalamicas y células
adenohipofisarias, sin que otros neuropéptidos hipotalamicos presentaran cambios.
Los alteraciones observadas en el patrén de marcaje para IGF-I en el envejecimiento
y la diabetes podrian contribuir a la disminucioén de la secrecidon de GH descrita en
dichas situaciones.

Animales sometidos a deshidratacién aguda presentaron un incremento en los niveles
de IGF-I-IR en el SHN acompafiado de un aumento de la expresion del ARNm del
IGF-I hipotaldmico. Una estimulacién osmética prolongada incrementd la acumulacioén
del ARNm de R-IGF-I en neuronas magnocelulares del micleo supradptico. Otros
estimulos del SHN, como son prefiez, lactancia y estrés, no provocaron variaciones
en los niveles de IGF-I.

La localizacién del ARNm de R-IGF-I en neuronas vasopresinérgicas junto al hecho
de que la administracién icv de anticuerpos o-IGF-I causé una disminucion en los
niveles de AVP neurohipofisario durante deshidratacién sugieren una posible accidon
local de IGF-I en la liberacién de AVP durante la estimulacién del SHN in vivo.
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