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Introduccion

1. INTRODUCCION.
1.1. HORMONAS TIROIDEAS.

1.1.1. Sintesis y secrecion.

Las células productoras de las hormonas tiroideas 3, 5, 3’-L-triyodotironina
(Ty) y 3, 5, 3°, 5°-L-tetrayodotironina (T,) se organizan en foliculos en el interior de
la glandula tiroidea; dichos foliculos rodean una cavidad que contiene una sustancia
viscosa denominada coloide y que constituye el almacén para la glicoproteina
tiroglobulina (Tg). Asi pues, la sintesis de las hormonas tiroideas se inicia mediante
la captacidn de yoduro por parte del tiroides mediante un mecanismo de transpoite
activo, a continuacién, se produce la yodacion en los grupos de tirosina de la Tg v,
mediante un acoplamiento intramolecular en una reaccion catalizada por la enzima
tiroperoxidasa (TPO), se forman unos yodoaminodcidos precursores de las hormonas
tiroideas: monoyodo- y diyodotirosina (MIT y DIT, respectivamente). La Tg yodada
se almacena en el coloide, y sirve de reserva de T3, T, y de yodo, pero no pasa como
tal a la sangre circulante, sino que la secrecién de las hormonas tiroideas conlleva
una degradacién de la Tg por parte de la yodotirosina desyodasa (hidrolasa acida),
que libera T;, T,, MIT y DIT y yodo, que se recicla en el foliculo (Guyton, 1986).
El producto mayoritario de la secrecion tiroidea es la tiroxina, aunque la forma activa
es la triyodada (T;), y esta se genera tanto en la glindula (en baja proporcién en
condiciones normales) como en tejidos extracelulares por pérdida de un itomo de
yodo de la T, (desyodacién). La T, tiene una afinidad 10 veces mayor por el receptor
que la T, (St Germain, 1994).

Las hormonas tiroideas, debido a su baja solubilidad en soluciones acuosas,
circulan por la sangre en una pequeiia fraccion (menos del 1%) en forma libre, y la
mayor parte de ellas lo hacen unidas a unas proteinas transportadoras que se
sintetizan en el higado: globulina fijadora de tiroxina (TBG), albimina (TBA) y
proalbumina (TBPA).

1.1.2. Regulacion del axis tiroideo.

La sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas, expuestas de un modo
simplista, estin reguladas por un sistema complejo en el cual se pueden considerar
tres niveles diferentes. La hipdofisis sintetiza y segrega la hormona tirotropa (TSH),
principal estimulo de la funcién tiroidea. Dicha secrecién estd sujeta a dos

influencias, dado que el hipotdlamo produce dos hormonas, la hormona liberadora de
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tirotropina (TRH), que estimula la sintesis y secrecion de TSH en la hipéfisis, y la
somatostatina (SRIH), que la inhibe. Sin embargo, el sistema de contrarregulacion
positivo mas importante se establece a un tercer nivel, mediante la accion supresora
que las hormonas tiroideas ejercen sobre la sintesis y secrecion de TSH.

Este esquema elemental se ve complicado por las diferentes acciones,
inhibidoras o estimuladoras, que a los distintos niveles ejercen otras hormonas y
NEVrotransmisores.

1.1.2.1. Tirotropina. (TSH, "thyroid-stimulating hormone").

La TSH es una glucoproteina y su regulacién por las hormonas tiroideas es
un sistema de retroalimentacion negativa a nivel de la hipofisis; numerosos estudios
han demostrado que un aumento en los niveles de las hormonas tiroideas disminuye
la secrecion de TSH y que el déficit de hormonas tiroideas aumenta su secrecion
(Belchetz, 1978). Asi pues, se ha visto que en situaciones de hipotiroidismo a corto
plazo, la administraciéon de T; puede inhibir la sintesis y liberacion de TSH de
manera dosis-dependiente, via retroalimentacién. Por otro lado, en situaciones de
hipotiroidismo prolongado, cuando la sintesis proteica estd considerablemente
disminuida, la administracion de hormona tiroidea estimula la sintesis de proteinas,
incluida la TSH. Este efecto predomina cuando la dosis de T; dada es pequena,
mientras que dosis altas de dicha hormona harian mds evidente la inhibicién por
retroalimentacion (Magner, 1990).

Ademas, esta regulacion también ocurre via hipotalimica, por hormonas que
estimulan o inhiben (TRH y DA, respectivamante) los niveles de TSH. Asi pues, las
hormonas tiroideas e hipotalamicas interactGan para modular tanto los niveles
circulantes de TSH como la transcripcion de los genes codificadores de la hormona
(Morley, 1981; Gershengorn, 1986).

1.1.2.2. Control neuroendocrino.

1.1.2.2.1. Hormona de liberacién de tirotropina. (TRII, "thyrotropin-
release hormone™).

El TRH es un tripéptido que posee un efecto positivo en el hipotdlamo sobre
la funcion tiroidea, y aunque se encuentra ampliamente distribuido por el cuerpo,
parece ser que la regidn del nicleo paraventricular estd particularmente involucrada
en el axis TRH-TSH (de Greef, 1992). No obstante, esta respuesta positiva en el

hipotdlamo puede ser abolida por lesiones hipotaldmicas y estimulos externos
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(cambios en la temperatura ambiente, stress, ciclo dia-noche).

La liberacion del TRH estd regulada de forma negativa por las hormonas
tiroideas, y aunque sobre esta retroalimentacion existen grandes lagunas, se sabe que:
en las ratas hipertiroideas, la liberacién de TRH estd disminuida en un 30-40%,
mientras que el hipotiroidismo inducido por tiroidectomia o la administracion de
drogas tirostaticas se asocia con un aumento en el contenido hipotalamico del ARNm
de pro-TRH (de Greef, 1992). No obstante, el tratamiento con MMI, que induce
también un aumento del contenido de ARNm de pro-TRH en el hipotdlamo, no altera
la liberacion de TRH a nivel de este 6rgano (Rondeel, 1988; Rondeel, 1990), y sélo
cuando el hipotiroidismo se induce mediante tiroidectomia o la administraciéon de
PTU, se aumenta moderadamente el nivel de TRH en la sangre portal hipofisal
(Rondeel, 1992),

1.1.2.2.2. Otros factores hipotaldmicos.

1. Somatostatina (SRIH).

La somatostatina inhibe la secrecidén de GH, pero también la liberacién de
TSH. En la rata, la somatostatina no afecta a los niveles basales plasmaticos de TSH,
pero si inhibe la respuesta de TSH a TRH de manera dosis-dependiente, e incluso,
se ha sugerido que in vivo, parte de la retroalimentaciéon negativa que ejercen las
hormonas tiroideas estd mediada por el aumento de la sensibilidad de las células
tirotropas a la somatostatina hipotaldmica (Spira, 1986).

En situaciones de hipotiroidismo inducidas por la administracion de PTU se
ha visto que se duplica la capacidad de los extractos hipotaldmicos para inactivar a
la SRIH, y se disminuye en el mismo grado el contenido hipotaldmico de SRIH
(Berelowitz, 1980).

2. Neurotensina (NT).

La neurotensina afecta a los niveles plasmaticos de TSH; algunos estudios
sugieren que una inyeccidn intravenosa de NT eleva la concentracion plasmatica de
TSH en la rata, mientras que en otros una inyeccion de este factor en el tercer
ventriculo de la rata no cambia los niveles circulantes de TSH, o incluso, los
disminuye (Vijayan, 1980).

3. Momoaminas.

En la rata, la norepinefrina estimula la secrecién de TSH por la activacién de

los receptores «, mientras que la dopamina inhibe su secrecion (Spira, 1986).
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1.1.2.2.3. Hormonas tiroideas.

La administracion de hormonas tiroideas, como se ha mencionado, inhibe los
niveles plasmiticos de TSH basal y la estimulacion de la liberacion de la TSH
inducida por TRH, como consecuencia de Ia reduccién del nimero de receptores de
TRH en células que secretan hormona tiroestimulante.

1.1.3. Metabolismo y acciones de las hormonas tiroideas.

1.1.3.1. Metabolismo.

El metabolismo de las hormonas tiroideas en tejidos extratiroideos involucra
a una serie de reacciones enzimaticas complejas como son: desyodacién, conjugacion
y/o desaminacion y descarboxilacion oxidativa. No obstante, la principal ruta
metabdlica es la desyodacion, que estd mediada por una familia de enzimas presentes
en la glindula tiroidea y en tejidos extratiroideos (Leonard, 1990). Se han
identificado dos reacciones generales de desyodacion: pérdida de un itomo de yodo
del anillo fendlico (externo), recibe el nombre de 5’-desyodacién, y si el dtomo de
yodo se libera del anillo tirosilo (interno) se denomina 5-desyodacién. La 5°-
desyodacién se considera como una ruta de activacion porque genera directamente el
metabolito activo (T,) a partir de la "prohormona” inactiva (T,) y, por el contrario,
la 5-desyodacion es una ruta de inactivacién porque da [ugar a un metabolito
biologicamente inerte (r'T,). Se conocen tres tipos de desyodasas:

1. Desyodasa tipo I: Estd presente en tejidos tiroideos y extratiroideos (rinén,
higado, pulmén, misculo, piel) y posee principalmente actividad 5’-desyodasa,
aunque en menor medida también desyoda el anillo tirosilo (actividad 5-D), genera
la mayor parte de la T, liberada a la circulacion.

2. Desvodasa tipo 1I: Sélo posee actividad 5’-desyodasa, se halla presente en
el cerebro, pituitaria y tejido adiposo marrdn, y es la responsable de la mayoria de
la T, producida a partir de la T, dentro de las células.

3. Desyodasa tipo III: Tiene s6lo actividad sobre el anillo tirosilo y se expresa

en el cortex cerebral y piel de ratas adultas y en placenta y otros tejidos fetales (St
Germain, 1994).

La importancia fisiologica de la desyodacion sobre la economia de las
hormonas tiroideas es grande, y asi, diversos estudios en ratas neonatales y fetos han
demostrado que, en situaciones de déficit de hormonas tiroideas, se favorece la

conversion de T, a T; en dérganos como el cerebro, lo que constituye un mecanismo

24



Introduccion

de proteccién muy eficaz, especialmente durante periodos criticos del desarrollo como
el perinatal, en el que el desarrollo del cerebro depende en gran medida de las
hormonas tiroideas (Ruiz de Ofia, 1988; Aldez, 1992b; Porterfield, 1993).

1.1.3.2. Acciones bioldgicas de las hormonas tiroideas.

La primera accién reconocida de las hormonas tiroideas fue su efecto en la
generacion de calor, que se refleja en un aumento del consumo de oxigeno y dei
metabolismo basal; asi, activan los mecanismos oxidativos mitocondriales en higado,
rifién, musculos y corazén (van Hardeveld, 1986).

Las hormonas tiroideas intervienen también en la regulacién de procesos
metabdlicos como 1a sintesis y degradacién de proteinas, tanto estructurales como
enzimdticas (c-glicerolfosfato deshidrogenasa mitocondrial, enzima malico...),
incrementan el metabolismo lipidico, afectando mas a la degradacion que a 1a sintesis,
intervienen en la regulacion del metabolismo de carbohidratos (aumentan la
gluconeogénesis y la utilizacién de la glucosa) y también, participan en la sintesis y
el mantenimiento del nivel adecuado de algunas vitaminas, y en su transformacién en
cofactores enzimdticos (Freake, 1995; Venditti, 1997}.

Ademais, entre los efectos que ejercen cabe destacar el papel que juegan en
procesos de crecimiento, diferenciacién y desarrollo, y entre ellos cabe citar la
metamorfosis de los anfibios (Nikodem, 1990) o su actuacidn directa sobre el gen de
GH (Yaffe, 1984).

La falta de hormonas tiroideas durante el desarrollo de los mamiferos fleva
asociada muliiples alteraciones en el crecimiento y maduracion de muy diversos
tejidos. En etapas tempranas, en el sistema nervioso central, durante el periodo
critico del desarrollo embrionario y perinatal, la falta de hormonas tiroideas puede
producir dafios severos e irreversibles (Eayrs, 1968 ; Timiras, 1989), que en el
hombre conducen a un retraso mental profundo (Dobbing, 1977; Morreale de
Escobar, 1983; Legrand, 1986). Este periodo, en el que el cerebro es muy vulnerable
se denomina critico, coincide con una etapa de mitosis activas y diferenciacion de las
células nerviosas, y en el hombre se sittia entre el final de la gestacién y los 2 anos
de edad.

1.1.4. Interaccion entre hormonas tiroideas ¢ insulina.

Las hormonas tiroideas y la insulina ejercen acciones metabdlicas contrarias,

no obstante, aun no se conoce bien el efecto que ejercen la T, y la T, sobre el
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metabolismo de la insulina. En trabajos anteriores, se ha mostrado que el
hipertiroidismo puede aumentar (Beer, 1989; O‘Meara, 1993), disminuir (Ikejiri,
1978; Escrivd, 1981), o incluso, no alterar (Taylor, 1985) los niveles de insulina. El
hipotiroidismo también se muestra como un cuadro controvertido, aunque ain menos
estudiado que el hipertiroidismo.

En el hombre, el hipotiroidismo usualmente se presenta con unas
concentraciones basales de insulina normales y, raramente disminuidas (Ienzen,
1984). Por otro lado, el hipotiroidismo experimental puede ir acompaiiado de una
variabilidad similar a la del hipertiroidismo en cuanto a los niveles plasmdticos de
insulina. Jolin y col. (1970) observaron en la rata que la induccidén del hipotiroidismo
mediante la tiroidectomia o la administracién de ciertos goitrégenos (CiO,, ReO,,
MMI) disminuian los valores circulantes de insulina frente a los controles, mientras
que si se le administraba a las ratas farmacos antitiroideos como propiltiouracilo
(PTU) y SCN- (isotiocianato), se producia un aumento en la insulinemia de estos
animales respecto a sus controles. Montes y col. (1977) indujeron en la rata un
hipotiroidismo experimental mediante tiroidectomia, e inicialmente observaron, a los
5, 10 y 15 dias después de la operacion, que los niveles circulantes de insulina no se
alteraban, mientras que si se prolongaba mas el déficit de las hormonas tiroideas, 1os
valores plasmdticos de esta hormona disminuian respecto a sus animales control, La
terapia de reemplazamiento con dosis fisiolégicas de T,, al igual que Ja
administracion de GH, normalizd los bajos niveles de insulina de estos animales
hipotiroideos (Jolin, 1970; Montes, 1977).

A pesar de que la velocidad de secrecion de la insulina puede estar aumentada
(Lenzen, 1984) o no alterada (O‘Meara, 1993) en situaciones de exceso y déficit de
hormonas tiroideas, parece que en los pacientes hipertiroideos la respuesta de la
insulina a la administracién de glucosa intravenosa u oral estd muy exagerada (Ahrén,
1981; O‘Meara, 1993), mientras que el hipotiroidismo produce un aumento, una
disminucidn o no altera dicha respuesta.

fa velocidad de desaparicion de la insulina aumenta por el exceso de
hormonas tiroideas (Moghetti, 1994) y disminuye por el déficit (Lenzen, 1984), con
lo que la duracion de la accion de la hormona se ve alterada por el estado tiroideo.

Estas alteraciones en la secrecion de la insufina podrian hacer pensar en

cambios a nivel de los islotes pancredticos, y asi, se ha observado que la hipotrofia
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de los islotes parece ser un efecto directo de las hormonas tiroideas sobre el pancreas
endocrino que resulta de unos cambios degenerativos tras situaciones de
hipertiroidismo prolongado (Lenzen, 1976; Lenzen, 1978). En este sentido también,
Morovat y col. (1998) apuntan que los altos niveles plasmaticos de insulina
encontrados en cerdos jovenes tiroidectomizados pueden ser debidos, al menos en
parte, a un descenso en la sensibilidad de los tejidos a esta hormona, como
previamente se habja sugerido en situaciones de hipertiroidismo (Ahrén, 1981;
Miiller, 1988) e hipotiroidismo (Jayendra, 1972; Katsilambros, 1972).

Como hemos visto, €l estado tiroideo afecta a la secrecién normal de la
insulina, asi como a su metabolismo (Foss, 1990) y contenido pancreitico
(Katsilambros, 1972}, lo que conduce a una modificacién de la homeostasis glucidica
que podria llevar al desarrollo de una diabetes (mis cominmente en el

hipertiroidismo que en el hipotiroidismo).

1.2. FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A LA INSULINA (IGFs).

Los factores de crecimiento similares a la insulina ("insulin-like growth
factors”) IGF-1 y II son polipéptidos similares estructuralmente a la proinsulina, de
hecho, aunque son codificados por genes individuales, se encuentran relacionados
ancestralmente con el gen de 1a insulina y poseen efectos metabdlicos similares a esta
(Humbel, 1990). Se sintetizan en numerosos tejidos sobre los que ejercen acciones
a nivel de los procesos de proliferacion y diferenciacion, tanto locales (auto y
paracrinas) como endocrinas por la unién a receptores especificos de membrana.

En la sangre y otros fluidos extracelulares, los IGFs forman complejos con
unas proteinas especificas ("insulin-like growth factor-binding proteins", IGFBPs),
que constituyen una familia de péptidos relacionados estructuralmente entre si.

1.2.1. Estructura, sintesis y transporte.

1.2.1.1. Estructura.

Los IGFs son polipéptidos de cadena tnica de 70 y 67 aminoéacidos (IGF-1 y
11, respectivamente), con tres puentes disulfuro, y comparten entre si una homologia
del 62%, y con la proinsulina del 42% (Sara, 1990). En la estructura de estas
proteinas se han caracterizado varios dominios: A y B (similares a la insulina), C
(analogo al péptido de conexion de la proinsulina) y D (no estd presente en la

insulina).
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La estructura primaria de los IGFs esta altamente conservada entre especies.
El IGF-I de rata difiere del humano en tres aminoacidos, y €l IGF-1I tan solo muestra
cuatro sustituciones conservativas respecto al péptido humano (Daughaday, 1989). No
obstante, en el suero humano se han identificado variantes de estos péptidos de
distinta longitud, se han detectado formas truncadas y de alto peso molecular de
ambos IGFs, probablemente generadas por un procesamiento post-traduccional, dado
que no se han identificado ARNm que codifiquen para esas primeras formas.

Los genes que codifican para IGF-I y II en el hombre y en la rata comparten
numerosos elementos estructurales.

El gen que codifica para el IGF-I estd compuesto por 6 exones separados por
5 intrones de un tamaiio de 1.9 a 50Kb. Los exones 1 y 2 codifican el péptido senal
y una region 5° no traducida; estos exones sufren un acoplamiento alternativo con el
exon 3 que codifica el resto del péptido senal y la mayoria del dominio B. El exén
4 codifica el resto del dominio B, C, A y D y los 16 primeros aminoacidos del
péptido E. El exdn 5 codifica parte del péptido E, y el exén 6 el resto del péptido E
y una secuencia de la regién 3‘ no traducible (Lund, 1994). Este gen esta regulado
por dos promotores, y como consecuencia de diferentes empalmes alternativos y de
quien lidera la transcripcién, se generan dos transcritos de IGF-I: ARNm de IGF-1a
(carece de la secuencia del exdn 5 que codifica para el péptido E) y ARNm de 1GF-Ib
(contiene las 52 bases del exdn 5 que codifican para el péptido E) (Hall, 1992).

El gen de IGF-1I consta de 9 exones y excepto los exones 7, 8 y parte del 9,
que codifican para el péptido maduro, son exones no traducidos. Este gen estd
controiado por cuatro promotores y, como consecuencia de la activacion diferencial
de esos promotores y de los diferentes emplames alternativos se generan tres
transcritos de IGF-II.

1.2.1.2. Sintesis y transporte.

La expresion de los genes de los 1GFs es muy ubicua, se ha detectado su
ARNm en diversos tejidos como: higado, pulmén, hipdfisis, bazo, rifién, corazon,
musculo esquelético, ovario, dtero, testiculo, cerebro, glandula mamaria y otros
(Hall, 1992 y Lund, 1994}, en medios condicionados de muchas células (Humbel,
1990) y en la sangre. También se ha descrito la presencia de IGF-I y II o ambos en
otros liquidos corporales como orina, linfa, liquido cefalorraquideo, semen, saliva,

leche o liquido folicular. No obstante, el mayor productor de IGFs es el higado, que
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secreta mads del 90% del IGF total circulante (Mdller, 1991).

Los IGFs, a diferencia de la insulina, circulan por la sangre unidos,
practicamente en su totalidad, a unas proteinas transportadoras especificas (IGFBPs)
formando dos complejos de unos 150 y 50kDa, aproximadamente. Estas proteinas se
encuentran presentes también en el espacio extracelular y pueden controlar la
distribucién tisular o celular de los IGFs, modificando su accidon y su
biodisponibilidad; también pueden participar en la unién de los IGFs a su receptor.

1.2.2. Acciones biologicas de los IGFs.

1.2.2.1. In vitro.

Los efectos de los IGFs in vitro pueden ser a corto plazo, como las acciones
metabolicas sobre las proteinas y carbohidratos, o a largo plazo, como las acciones
sobre el crecimiento y la diferenciacion celular.

1. Efectos sobre la progresion del ciclo celular: El IGF-I funciona como un
factor de progresién del ciclo celular junto con los factores competentes que lo inician
y capacitan a las células para responder a los factores de progresion.

Se ha visto que células quiescentes en G, pueden ser inducidas a entrar en G,
por los llamados factores competentes (PDGF y FGF); sin embargo, el tratamiento
de estas células con dichos factores de competencia y otros de progresion, como el
IGF-I, permite el avance hacia G, y la continuacién del ciclo celular, produciéndose
la sintesis de ADN vy la proliferacion celular (Jones, 1995).

2. Efectos sobre la proliferacion celular: Los IGFs poseen una actividad

mitogénica sobre una gran variedad de células (fibroblastos, condrocitos,
osteoblastos, células foliculares tiroideas, células neuronales, adipocitos, lineas
tumorales...) de ahi que participen en el crecimiento del embrion, feto y neonato, en
fenémenos de hipertrofia fisioldgica o compensadora de ciertos Organos, en
reparacion de heridas en nervio, musculo y células endoteliales (Hunziker, 1994;
McCarthy, 1994).

3. Efectos sobre la muerte celular: Los IGFs poseen la capacidad de inhibir

la muerte celular por apotosis en ciertas células (hematopoyéticas y células de
carcinoma humano de pecho MCF-7); sin embargo, morfoldgicamente las células
Mueren por necrosis mas que por apoptosis, y en esos casos, los IGFs no han
demostrado aumentar a supervivencia celular de otros tumores (MDA-231, HEP-2
y KBj.
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4. FEfectos sobre I[a diferenciacion celular: Los IGIFs estimulan la

diferenciacién de los mioblastos, osteoblastos, adipocitos y oligodendrocitos
(Hunziker, 1994; McCarthy, 1994); ademds, intervienen en la maduracién de la
funcion testicular y ovdrica, inducen la eritropoyesis, estimulan el crecimiento de las
neuritas y estin implicados en la sinaptogénesis.

5. Efectos sobre la funcién celular: Los IGFs regulan la secrecion hormonal

de un numeroso tipo de células.

IGF-1 y 1I estimulan la sintesis y secrecion hormonal de las céiulas ovdricas
y muestran efectos sinérgicos en combinacién con FSH y estrégeno, aumentan el
nimero de receptores de ACTH y en cultivos de células somatotropas de pituitaria,
inhiben la secrecion de GH (Melmed, 1986). También poseen importantes efectos
sobre el sistema inmune: potencian la funcién citotoxica de las células T (Clark,
1997).

1.2.2.2. In vivo.

La administracién de IGFs provoca una serie de efectos metabdlicos a corto
plazo y, crecimiento a largo plazo.

1. Efectos de la administracion de IGFs en animales: En ratas neonatales, la

infusién de IGF-1 provoca hipoglucemia por la estimulacién de la captacion de
glucosa en la periferia, pero sin afectar a su produccioén hepatica, y no altera la
concentracion de los acidos grasos libres al contrario que la insulina. Recupera la
funcién renal y aumenta las proteinas corporales totales y, a pesar de que no
incrementa el peso de la carcasa, si aumenta el del bazo, rifién, timo e intestino
(Gargosky, 1994).

A nivel hormonal, la administracion de IGF-I disminuye los niveles de GH,
pero aumenta el de catecolaminas (Glasscock, 1992).

Los efectos de las altas concentraciones de IGF-II no alteran el peso corporal
ni la longitud de los animales control, aunque la concentracién sérica de IGF-I
disminuye (Glasscock, 1992). Por el contrario, en las ratas hipofisectomizadas,
aumenta su peso y longitud a la vez que desciende la urea en el suero (Humbel,
1990).

2. Efectos de la administracion de IGF-1 en humanos: Se recogen en la Tabla
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Tabla 1.- Efectos de la administracion de IGEF-I ir vive en humanos.

FUNCION

Metabolismo de la glucosa

Metabolismo lipidico

Anabolismo proteico

Funcién renal

Hormonas contrarregulatorias

Crecimiento lineal

Miscelanea

(Jones, 1995)

EFECTO DEL IGF-I

f captacién de glucosa

{ produccion hepatica de glucosa (humanos)

f sensibilidad aparente a la insulina

Hipoglucemia (especialmente con administracion iv)
cetonas séricas

acidos grasos libres séricos (humanos)
triglicéridos

sintesis proteica

excreciéon de nitrégeno

. . S S

proteinas corporales totales

* pesocorporal/6rgano, especialmente detimo, rifidn, bazo
e intestino

Mejora la cicatrizacién

t velocidad de filtracion glomerular

t flujo plasmatico renal

t velocidad de recuperacion de un falle renal agude
isquémico

{ GH

1 Glucagon

t Catecolaminas

* en hipopituarismo y sujetos insensibles a GH
Taquicardia, edema periférico, aumento de las pardtidas

y pérdida de sensibilidad

1.2.2.3. Acciones autocrinas, paracrinas y endocrinas.

Aunque el higado es la principal fuente de IGFs, muchos drganos expresan
estos factores (Hall, 1992; Lund, 1994). La ubicuidad de los IGFs sugiere unas

acciones autocrinas/paracrinas que pueden ser muy relevantes para la diferenciacion

y proliferacién celular.

La importancia de estos efectos locales es mas evidente en aquellos 6rganos

y tejidos con mayor expresion y concentracién de 1GFs como el higado, riiion,

testiculo, células de la granulosa y sistema nervioso central, mientras que las acciones

endocrinas participarian en el crecimiento corporal global integrado (Daughaday,
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1989). No obstante, la importancia relativa de cada modo de accion varia de un tejido
a otro y con la etapa de desarrollo.

En la etapa fetal, se ha sugerido un papel predominante de las acciones auto
y paracrinas sobre las endocrinas (Daughaday, 1989). En el feto, los genes de IGF-1
y II se expresan en muchos tejidos, pero sus niveles circulantes son bajos (Lund,
1986). Por otro lado, en la etapa postnatal, existe la posibilidad de una interaccién
entre las acciones auto/paracrinas y endocrinas de IGF-I, ya que tras el nacimiento
aumentan progresivamente los niveles de IGF-1 a la vez que el nimero de receptores

hepaticos de GH, mientras la expresion del gen de IGF-I se reduce (Rotwem, 1993).

1.3. PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE IGFs (IGFBPs).

1.3.1. Estructura, sintesis y regulacién.

1.3.1.1. Estructura.

Los IGFs circulan por el plasma unidos a una familia de proteinas
transportadoras relacionadas estructuralmente, las IGFBPs. Se han clonado y
secuenciado siete polipéptidos (IGFBP-1 a 7), pero solo se han estudiado seis
(IGFBP-1 a 6), y 4 de ellos (IGFBP-1 a 4) se encuentran en el suero en cantidades
importantes (Rechier, 1998). Se trata de unas proteinas de un (amano simifar (201 a
289 aminoicidos) y de un peso molecular entre 21.5 y 31.4kDa.

La analogia mas destacada respecto a la estructura de estos péptidos es la
conservacion de 18 residuos de cisteina tanto en el extremo carboxi como en €l amino
terminal. Ademas, en el extremo C-terminal de todas las IGFBPs existe una secuencia
conservada arg-gly-asp que parece ser la secuencia minima requerida en muchas
proteinas de matriz extracelular para unirse a receptores de membrana (Rosenfeld,
1990).

A pesar de estos aspectos similares, hay varias diferencias entre las secuencias
de aminoacidos de las IGFBPs, como ¢l hecho de que las secuencias espaciadoras
existentes entre los residuos de las cisteinas no estan bien conservadas, la variabilidad
en la secuencia del péptido senal o la diferente glicosilacion de las IGFBPs.

1.3.1.2. Sintesis.

Las IGFBPs son producidas por una gran variedad de tejidos y se encuentran
en varios fluidos biotégicos.

En el suero, fas IGFBPs circulan en forma de dos complejos, uno de 150-
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200kDa que contiene en cantidades equimolares 1a IGFBP-3 (GH dependiente) y una
proteina (subunidad Acido-1abil, ALS), y el complejo de 30kDa que contiene otras
formas de IGFBPs (IGFBP-1 y 2).

Se han hallado también diversas formas de IGFBPs en numerosos liquidos
corporales: linfa, leche, liquido cefalorraquideo, liquido amnidtico, plasma seminal,
liquido folicular, humor acuoso y vitreo, orina, asi como en el medio condicionado
de numerosos cultivos celulares (Rosenfeld, 1990; Rajaram, 1997). En la leche
humana, por ejemplo, se han encontrado IGFBP-1, 2 y 3, mientras que en la de rata
también estd presente la IGFBP-4; no obstante, en ambos casos, la proteina
predominante, como en el suero, es la IGFBP-3. En el fluido cerebroespinal, sin
embargo, la forma predominante es IGFBP-2, al igual que en la linfa, e IGFBP-1 es
la proteina mayoritaria en ¢l liquido amnidtico.

Las IGFBPs también se sintetizan en multiples Organos y tejidos (Straus,
1991; Babajko, 1993; Gosteli-Peter, 1994); IGFBP-1 se expresa en higado, placenta
o endometrio, IGFBP-2 abunda en higado, rifidn, intestino y pulmén, pero donde
mantiene unos niveles altos es en el cerebro (plexos coroideos). IGFBP-3, por su
parte, se expresa en higado, placenta y rifién, mientras que el ARNm de IGFBP-4
se encuentra de manera abundante en higado y los de IGFBP-5 y 6, en rifién y
pulmén, respectivamente.

1.3.1.3. Regulacion.

1.3.1.3.1. Variaciones diurnas.

Los valores plasmaticos de IGFBP-1 estdn sujetos a variaciones diurnas que
se relacionan con los niveles de insulina; las cifras circulantes de esta proteina
transportadora son muy bajas por la tarde y a media noche, y muy altas por la
mafana; ademds, parece ser que este aumento coincide con un incremento en los
niveles de IGF-1 (Holly, 198%).

IGFBP-2 y 3 son mds estables y no muestran variaciones diurnas ni estdn
sujetas a cambios postprandiales.

1.3.1.3.2. Nutricién.

El efecto de la restriccion proteico-caldrica altera los niveles séricos y de
expresion de las IGFBPs, incluso en los fetos de madres ayunadas (Straus, 1991). En
las ratas neonatales, la malnutricion aumenta la expresion de IGEBP-1 y 2 en higado,

aunque la realimentacidn reduce los niveles del ARNm de ambas proteinas a los
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valores control. La expresion hepdtica de IGFBP-3 disminuye ligeramente con la
mainutricién, y la realimentacion eleva sus niveles por encima de los control (Rivero,
1995; Goya, 1996).

1.3.1.3.3. Ejercicio.

En el hombre adulto, el ejercicio se acompafia de un aumento en los niveles
circulantes de IGFBP-1 v 3 y un descenso en los niveles de insulina e IGF-I
(Rajaram, 1997).

1.3.1.3.4. Ontogenia.

Durante el periodo fetal, IGFBP-1 y 2 son las proteinas transportadoras
predominantes en el hombre y la rata, se conservan altos niveles durante €l periodo
neonatal, disminuyendo progresivamente a la vez que empieza a predominar IGFBP-3
que es la abundante en adulto (Babajko, 1993).

En la pubertad, IGFBP-3 alcanza un pico, y disminuye durante el periodo
adulto. Por el contrario, IGFBP-1 y 2 muestran unos niveles altos en el nactmiento
y la senescencia y bajos durante la pubertad (Rosenfeld, 1990).

1.3.1.3.5. Hormonas.

El nivel de influencia de las hormonas sobre los valores de las IGFBPs
depende de: la magnitud de cambio en la produccién de la correspondiente proteina
transportadora en el/los tejido/s diana/s y de la contribucidn de ese/esos tejido/s en
la secrecidn de la proteina transportadora y, ademds, las hormonas pueden afectar a
los niveles séricos de una 0 mas proteinas transportadoras. La insulina, por ejemplo,
parece ser la principal reguladora de la produccion hepatica de IGFBP-1, mientras
que la GH parece alterar los niveles circulantes de IGFBP-3 (aumenta los niveles
séricos de IGFBP-3 e induce la producciéon de ALS), al igual que los glucocorticoides
(disminuyen los niveles de IGFBP-1 y 2, pero aumentan los de 1GFBP-3) (Luo,
1990). Las hormonas también regulan la expresion de las proteinas transportadoras
por uno o multiples mecanismos.

1.3.2. Tipos de IGFBPs y acciones biologicas.

Los IGFs no s6lo estin presentes en la circulacion, sino también en el espacio
extracelular, unidos a las IGFBPs (Baxter, 1993; Jones, 1995, Rechler, 1998). Las
IGFBPs ligan IGF-I e IGF-II, pero no insulina y asi, pueden controlar su distribucion
tisular o celular, participar en su unidn a sus receptores o regular su accidn por la

degradacion de estas IGFBPs por parte de unas proteasas (Fowlkes, 1997).
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1.3.2.1. Tipos de IGFBPs.

1. IGFBP-1: Es una proteina de 25kDa que se sintetiza de manera
predominante en el higado. Presenta una forma desfosforilada, con baja afinidad por
IGF-1, que se cree que potencia la accion de IGF-1, y otra fosforilada, que inhibe las
acciones mitogénicas de este factor de crecimiento. Ademés, IGFBP-1 se comporta
como inhibidor de IGF-I cuando este factor se presenta en altas concentraciones, pero
actila como estimulador si estd presente en el medio de cultivo junto con bajos niveles
de plasma pobre en plaquetas (Jones, 1995; Rechler, 1998).

Las principales seilales reguladoras de la IGFBP-1 son metabdlicas; diversos
estudios han demostrado que la combinacién insulina/glucosa es el mayor
determinante de sus niveles. Las concentraciones circulantes de IGFBP-1 estin
elevadas en el ayuno, fa malmatricién y la diabetes mellitus de ambos tipos (Cotterill,
1988; Suikkari, 1988; Yeoh, 1988; Straus, 1994; Rivero, 1995; Goya, 1996). Por el
contrario, la realimentacion o la ingesta de carbohidratos y la infusion de insulina
durante el "clamp” de glucemia en pacientes de diabetes tipo II o el tratamiento de
las ratas diabéticas con insulina se acompafia de un rapido descenso de los niveles de
IGFBP-1 (Cotterill, 1988; Suikkari, 1988; Yeoh, 1988; Lewitt, 1994; Goya, 1996 ).
Este patrén de regulacién es similar al de las hormonas contrarreguladoras de la
insulina, como el glucagdén, lo que ha hecho que se sugiera que la IGFBP-1 podria
desempefiar un papel contrarregulador en el mantenimiento de la homeostasis
glucidica (Lewitt, 1991; Baxter, 1995). Ademais, en el suero humano, IGFBP-1
muestra, a diferencia del resto de las proteinas transportadoras bien caracterizadas,
un ritmo circadiano marcado que no depende del estatus secretor de GH, sino que
esta regulado por el metabolismo, probablemente por fa secrecion de insulina (Holly,
1988).

En la rata, se ha descrito una regulacion similar en ciertos estados catabélicos
como la malnutricién y la diabetes; en ambas situaciones, los niveles de insulina y
GH son bajos, pero se produce un incremento en los niveles hepaticos del ARNm de
IGFBP-1, lo que sugiere que, al menos durante la etapa neonatal en que la GH no
ha establecido totalmente sus conexiones neuroendocrinas, es la insulinemia la
responsable del aumento en los transcritos de IGFBP-1 (Rivero, 1995; Goya, 1996).

2. IGEBP-2: Esta proteina de bajo peso molecular (31-36kDa) ha sido menos

estudiada que la IGFBP-1. Su accion predominante es la inhibicidon de la accién de
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IGF-I e IGF-1I, aunque en ciertos tipos de células puede comportarse como un
estimulador débil de la accion del IGF-1 (Baxter, 1993; Jones, 1995; Rechler, 1998).

A pesar de que los niveles circulantes de IGFBP-2 son menos sensibles a los
cambios metabdlicos agudos que IGFBP-1, se¢ ha descrito una regulacion por el
estado nutricional. En situaciones de malnutricion, en la rata, se produce un aumento
tanto a nivel sérico como de expresion del ARNm hepitico de esta proteina (Straus,
1994; Rivero, 1995); por el contrario, la realimentacién y el tratamiento de los
animales diabéticos con insulina se acompaifia de un descenso en las concentraciones
circulantes y los niveles de ARNm hepético de IGFBP-2 (Goya, 1996), lo que ha
llevado a sugerir a ciertos autores un importante papel en la regulacién de esta
proteina por parte de los nutrientes (Thissen, 1994).

3. IGFBP-3: Es la proteina transportadora predominante en el suero de rata
adulta, y su peso molecular oscila entre 38 y 43kDa dependiendo del nimero de sitios
glicosilados. En la circulacion, la IGFBP-3 se asocia con una proteina de 80kDa
llamada ALS ("acid-labile subunit"} y una molécula de IGF para formar un complejo
de 150kDa. Este complejo consta de IGFBP-3 e IGF-I y II en una proporcion
equimolecular, lo que sugiere que la mayor parte de esta proteina transportadora esta
saturada en el suero (Rajaram, 1997).

La expresién tisular de IGFBP-3 es muy ubicua; los tejidos con mayor
abundancia de esta proteina transportadora son higado, rifién, placenta, Gtero, ovario,
testiculo, bazo, pancreas, estdmago y corazon (Rajaram, 1997).

Existen evidencias que demuestran que IGFBP-3 puede potenciar e inhibir las
acciones de IGF-I in vitro, indicando que esta proteina transportadora puede ser un
importante modulador de las acciones de IGF-I in vivo (Gargosky, 1994). La
presencia de IGFBP-3 en suero puede tener también un papel muy importante
aumentando la vida media de los IGFs, sin olvidar que esta proteina transportadora
estd sujeta a una regulacion por la accidn de ciertas proteasas (Fowlkes, 1997).

El principal regulador hormonal de IGFBP-3, y por consiguiente del complejo
ternario, es la GH. Se ha observado que los niveles circulantes y de expresidn
hepitica de esta proteina transportadora son dependientes de GH, dado que ambos
valores se reducen tras la hipofisectomia de las ratas y aumentan después del
tratamiento con GH (Glasscock, 1991; Gargosky, 1994; Gosteli-Peter, 1994). No

obstante, estudios mas recientes han mostrado que el tratamiento con insulina de ratas
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deficientes en GH puede aumentar los niveles circulantes de esta proteina
transportadora (Butler, 1996). Ademds, se ha observado que el ayuno prolongado,
la subnutricién y la diabetes provocada en la rata por la administracion de STZ
causan una reduccién de los valores séricos de IGFBP-3 (Rivero, 1995).

4. IGFBP-4: Es una proteina no glicosilada de 25kDa y 32-36kDa que fue
aislada por primera vez en células de osteosarcoma, aunque estid presente en otras
lineas celulares donde se han descrito distintas isoformas (Rajaram, 1997). Se trata
de una proteina fundamentalmente inhibidora de las acciones de los IGFs, lo que
protege a las células de una sobrestimulacion por parte de los factores de crecimento,
0 permite una activacion de rutas de sefales transmembrana alternativas que son
inhibidas por la exposicion a los IGFs (Rechler, 1998).

5. IGFBP-5: Esta proteina se purificd primero a partir de suero de rata adulta,
y presenta la capacidad de unirse a la matriz extracelular. Su principal accion es
potenciar el efecto de los IGFS (Jones, 1995).

6. IGEBP-6: Se expresa en multiples tejidos y en suero, y su principal accion
es la inhibicién de los efectos del IGF-II.

1.3.2.2. Acciones bioldgicas.

Las IGFBPs parecen modular }as acciones de los IGFs, dado que regulan su
disponibilidad en los tejidos diana. En este sentido, los niveles séricos de las
proteinas transportadoras pueden jugar un importante papel regulando las acciones
endocrinas de los IGFs.

1. Modular las acciones de los IGFs: La actividad de los IGFs es neutralizada
como consecuencia de su unién a las IGFBPs, de ahi que se diga que estas proteinas
transportadoras poseen una funciéon puramente inhibidora (Jones, 1995; Rechler,
1998). No obstante, la ausencia de las IGFBPs aumentaria el efecto de los IGFs y
desequilibraria la homeostasis glucidica, puesto que los IGFs no parecen estar
controlados por la glucemia. Sin embargo, se han descrito varios mecanismos capaces
de liberar a los IGFs de sus proteinas transportadoras, principalmente mediante el
descenso de la afinidad de los factores de crecimiento por sus IGFBPs. Este
mecanismo incluye fa unidén de las IGFBPs a moléculas de la matriz extracelular
(Rajaram, 1997), fosforilacién de las proteinas transportadoras (Coverley, 1995) y
degradacién proteolitica de las IGFBPs (Fowlkes, 1997).

2. Aumentar la semivida de los IGFs: Las IGFBPs pueden facilitar las
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acciones endocrinas de los IGFs por el aumento de su vida media en la circulacion.
Esta estabilizacion de los IGFs depende fundamentalmente de la IGFBP-3, y aunque
otras proteinas transportadoras, como IGFBP-1 y 2 también participan sobre todo en
periodos inmaduros, desempefian un papel menor porque presentan unas vidas medias
mis cortas que la proteina transportadora de alto peso molecular (Rosenfeld, 1990).
Asi pues, la IGFBP-3 es la proteina que altera la relacién de IGFs libres y ligados,
lo que indirectamente prolonga la semivida de estos factores de crecimiento o los
protege de su ripida degradacién, y por tanto, a la vez, regula sus acciones
metabdlicas.

3. Controlar el transporte de los IGFs desde el espacio vascular: Para obtener
la respuesta que estimula el crecimiento por parte de los IGFs, se necesita que estos
factores séricos sean transportados desde los vasos al liquido extracelular, y para ello,
se requiere que las IGFBPs, que llevan unidos a ellas IGFs, sean degradadas o
puedan cruzar la barrera endotelial.

La mayor parte de los IGFs circula unida al complejo de 150kDa (ALS-
IGFBP-3-IGF) lo que hace que sea considerado como un reservorio de IGFs y cobre
gran importancia en el transporte de los factores de crecimiento fuera del
compartimento vascular (Rajaram, 1997). Asi pues, para que esta salida se produzca,
y dado que el complejo no es capaz de atravesar el endotelio vascular, se necesita la
presencia de unas proteinas capaces de reducir l1a afinidad de la IGFBP-3 por los
IGFs (Fowlkes, 1997), o también se ha apuntado hacia una reduccidn en la afinidad
para la formacién del complejo por la unidn a esta proteina transportadora de alto
peso molecular de glucosaminoglucanos presentes en la superficie de las células
endoteliales (Jones, 1995},

El porcentaje de IGFs que no circulan unidos a la IGFBP-3 lo hacen unidos
a la fraccidn de 30kDa que si atraviesa la barrera capilar, por ello la abundancia de
estas proteinas en periodos inmaduros parece estar dirigida a facilitar el paso del

endotelio a los IGFs en momentos de desarrollo.

1.4. FACTORES ENDOCRINOS QUE REGULAN EL DESARROLLO:
HORMONAS TIROIDEAS E IGFs, SU INTERACCION.
Los niveles circulantes de los IGFs, como hemos venido viendo, estin

influenciados por multitud de factores, entre los que se incluyen GH, edad, nutricién,
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sepsis, hormonas tiroideas y esteroides (Daughday, 1989; Sara, 1990), y estin muy
implicados regulando el desarrollo en etapas inmaduras de los mamiferos. La
importancia de las hormonas tiroideas sobre el SNC es sobradamente conocida y ha
sido ya someramente expuesta. Por ello, el estudio de la interaccion de estos factores
endocrinos con las hormonas tiroideas tiene una gran relevancia en estudios
perinatales.

1.4.1. Interaccion entre las hormonas tiroideas y e} axis IGFs/IGFBPs.

En el hombre, el hipotiroidismo disminuye los niveles circulantes de IGF-I,
y también su actividad biologica (Chernausek, 1983; Cavaliere, 1987; Miell, 1993).
En la rata, este descenso del IGF-I aparece asociado a una disminucion de la
expresion hepética del gen de este factor de crecimiento (Burstein, 1979; Gallo,
1991). Por el contrario, los pacientes hipertiroideos muestran unos valores circulantes
de IGF-I altos o normales junto con una baja actividad biolégica (Westermark, 1988;
Miell, 1993). Sin embargo, estudios mas recientes con ratas han demostrado que el
hipertiroidismo no altera los niveles séricos totales de IGF-I, pero si disminuye sus
valores libres (Frystyk, 1995).

Entre el periodo adulto y el neonatal existen diferencias fundamentales en
cuanto a la regulacion del axis IGFs/IGFBPs. Se ha establecido que, en periodos
fetales, la secrecién de IGFs en higado es independiente de GH, y en la etapa
neonatal de Ja rata, esta secrecidon parece regida también por un equilibrio
insulina/nutrientes de forma independiente de GH (Rivero, 1995; Goya, 1996)
finalmente, en periodo adulto, aunque es indudable que la hormona de crecimiento
es el regulador principal (Straus, 1994; Thissen, 1994), el equilibrio insulina/
nutrientes también parece Jugar un papel (Goya, 1996; Goya, en prensa en Life Sci.).
En este contexto, las acciones de las hormonas tiroideas sobre la secrecion de los
IGFs estaran, sin duda, en adulto, mediadas por la GH, va que es conocido que las
hormonas tiroideas son necesarias para la expresién normal de la GH in vitro
(Shapiro, 1978; Geary, 1989; Ezzats, 1991; Ceda, 1992) e in vivo (Hervas, 1975;
Samuels, 1989). Todo ello sugiere "a priori” que las hormonas tiroideas van a incidir
sobre la secrecion de los IGFs de forma distinta en periodos inmaduros y en periodo
adulto segun la secrecion de IGFs sea mas o menos dependiente de GH (Glasscock,
1990; Glasscock, 1991; Kim, 1993). En cualquier caso, no se puede excluir un efecto

directo de las hormonas tiroideas sobre la secrecion del IGF-I e independiente de GH,
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puesto que la T, es capaz de incrementar la secrecién de este factor de crecimiento
en higado de rata perfundido (Ikeda, 1989); asi pues, las acciones de las hormonas
tiroideas sobre la regulacion del axis IGFs/IGFBPs presenta muchas lagunas de
conocimiento.

De igual forma, se ha descrito que los desordenes tiroideos son capaces de
inducir cambios en los niveles de las IGFBPs. Se ha demostrado que, en €l hombre,
el hipotiroidismo disminuye los niveles de IGFBP-1 y 3, y aumenta los de IGFBP-2
(Miell, 1993; Mielf, 1994), mientras que la tirotoxicosis incrementa fos niveles
circulantes de IGEBP-1 y 3 (Miell, 1993).

Se ha establecido gue el efecto de las hormonas tiroideas sobre los IGFs y sus
proteinas transporiadoras depende del estado de desarrollo en la rata (Nanto-Salonen,
1992). Durante el periodo perinatal, las ratas hipotiroideas mostraron un aumento en
los niveles séricos y de su ARNm hepatico para la IGFBP-2 que se normalizo por el
reemplazamiento temprano con hormona tiroidea (Nanto-Salonen, 1991; Nanto-
Salonen, 1992).

En las ratas hipotiroideas adultas, los bajos niveles circulantes de IGFBP-3 ¢
IGFBP-4 se asociaron a un descenso del ARNm de IGFBP-3 y a un aumento
paraddjico del ARNm de IGFBP-4 (Nanto-Salonen, 1992). Este descenso en la
expresion hepatica de IGFBP-3 de las ratas hipotiroideas se ha confirmado en otros
estudios, en los que ademds se encontrdé un aumento en la abundancia del ARNm de
IGFBP-1 y 2 (Rodriguez-Arnao, 1993a; Rodriguez-Arnao, 1994).

El tratamiento de las ratas hipotiroideas con GH normalizd los niveles de
[GFBP-3 sin afectar a ia expresion de IGFBP-2 ¢ IGFBP-4 (Nanto-Salonen, 1993),
lo que sugiere, de nuevo, que estos efectos de las hormonas tiroideas sobre los genes
se producen por mecanismos independientes y que algunas veces son mediados por
fa GH.

Recientemente, se ha mostrado que las ratas hipertiroideas incrementan los
niveles séricos de IGFBP-1 e IGFBP-4 (Frystyk, 1995). Finalmente, no se puede
excluir una accibén directa de las hormonas tiroideas sobre las IGFBPs. Se ha visto
que la T, estimula, a nivel transcripcional, la formacién de IGFBP-1, 2 y 3 (Ceda,
1992, Schmd, 1992; Angervo, 1993a). Ademds, se ha demostrado en cultivos de
hepatocitos de ratas adultas que la T, induce un efecto directo positivo sobre la

expresion de IGFBP-4 y, como consecuencia, sobre la actvidad de los IGFs (Demori,
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1997).

La importancia de las hormonas tiroideas durante el desarrollo es conocida,
y dada la implicacion del axis IGFs/IGFBPs en la proliferacion y diferenciacion
celular, el estudio de Ia interaccidn entre estas hormonas y dichos factores posee una
importancia relevante en la regulacion endocrina del desarrollo; sin embargo, como

se ha expuesto, dicha interrelacion muestra numerosos aspectos desconocidos.

1.5. TRANSPORTADORES DE GLUCOSA (GLUTs).

La glucosa es la principal fuente de energia metabdlica para las células. El
cardcter hidrofilico de esta molécula implica la necesidad de que existan proteinas
transportadoras, para que atraviese la bicapa lipidica, que constituyen los sistemas de
membrana. En el (Gbulo proximal del rindn y el lumen intestinal, la captacion de
glucosa es activa porque se mueve en contra de gradiente, por lo que el proceso se
lieva a cabo mediante un cotransportador Na*/glucosa. En los restantes tejidos, el
transporte se realiza por difusion facilitada, y en este proceso interviene una famila
de proteinas estructuralmente relacionadas llamadas GLUTs.

1.5.1. Estructura, funcion y expresion tisular.

En la actualidad, se han identificado seis isoformas de GLUT producto de
diferentes genes. Sus pautas de expresién son también distintas, tanto en lo que se
refiere al tejido en donde se encuentran como a su concentracion.

Todos los transportadores de glucosa tienen un tamaifio similar (492-524
aminodcidos) y su estructura aparece bastante conservada entre las distinas isoformas
y entre diferentes especies, si bien las regiones mas divergentes corresponden a sus
extremos C y N (Gould, 1990). Se trata de proteinas muy hidréfilas; casi la mitad
de su secuencia estd inmersa en la bicapa lipidica, y alli forman 12 dominios
transmembranosos conectados por bucles hidrofilicos por fuera y por dentro de la
célula. Los extremos C y N son citoplasmaticos.

- GLUT-1: Se expresa en mayor medida en los tejidos fetales (menos en
adultos), placenta y cerebro; en este ultimo, facilita el paso de la glucosa a través de
la barrera hematoencefdlica. También es la isoforma predominante en células
cultivadas y en muchos tumores dado que préacticamente todos los mitdgenos
estimulan su expresion (Hiraki, 1988). A pesar de que en alguno de ellos 1o estd en

cantidad mintma, el GLUT-1 se encuentra casi en todos los tejidos, por lo que se
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considera el responsable de la captacién constitutiva de glucosa.

- GLUT-2: La expresion de este transportador es mds restringida: higado
(media la captacion y liberacién por el hepatocito), membranas basolaterales del
intestino delgado y rifién (participa en el transporte transepitelial de glucosa) y c€lulas
B (participa en la secrecion de insulina inducida por glucosa).

- GLUT-3: Su mayor expresion se produce en el tejido nervioso, y
concretamente en el cerebro, esto es, en células con un alto requerimiento de glucosa.
Se cree que este transportador es el que media el paso de esta hexosa a las neuronas
(Maher, 1993). Se encuentra también, pero en cantidades menores, en placenta,
higado, rifién y corazén, pero no en musculo esquelético. La ubicuidad del GLUT-3
ha sugerido que, junto con el GLUT-1, participe en el transporte constitutivo de la
glucosa.

- GLUT-4: Su localizaciéon tisular es muy restringida, se¢ encuentra en los
tejidos adiposos blanco y marrén, musculo cardiaco, diafragma y musculo esquelético
(tejidos sensibles a la mnsulina).

Se trata de un transportador insulino-sensible; el GLUT-4 se localiza en
vesiculas intracelulares en situacidn basal, pero la presencia de insulina provoca su
translocacion a la membrana plasmatica (Barnard, 1992; Stephens, 1995).

- GLUT-5: Es la isoforma mas diferente en cuanto al grado de homologia
(Gould, 1990) y presenta mayor afinidad por la fructosa que por la glucosa, por lo
que se cree que es el transportador de la cetohexosa de la dieta. Se expresa
mayoritariamente en la membrana apical de los enterocitos del yeyuno, aungue
también se detecta en los tejidos insulino-sensibles mencionados anteriormente, tejido
adiposo y cerebro.

- GLUT-6: No existe como proteina funcional. Su pseudogen origina un
transcrito homdélogo al del GLUT-3, de expresion ubicua, pero con miltiples codones
stop v desplazamientos de la pauta de lectura (Gould, 1993).

- GLUT-7: Este transportador facilita el paso de la glucosa-6-fosfato,
procedente de la glucogenolisis y la gluconeogénesis, desde el citoplasma al reticulo
endopliasmatico. Se localiza especificamente en ¢l reticulo del higado y posee muchas
concordancias con {a estructura del GLUT-2.

1.5.2. Efecto del estado tiroideo sobre los transportadores de glucosa.

La expresion de los GLUTSs, que se produce de manera especifica en los
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tejidos, puede ser alterada por multitud de factores, y entre ellos se incluyen glucosa,
insulina, hormonas tiroideas, factores de crecimiento y edad (Burant, 1991).

Las hormonas tiroideas aumentan la actividad metabolica tisular. Las ratas
tratadas con T; y T,, en musculo y tejido adiposo, aumentan el metabolismo de la
glucosa, la velocidad de su captacion y su transporte basal, debido al menos en parte,
al incremento del contenido de GLUT-4, tanto en la membrana plasmitica como en
fracciones internas, y también se incrementa la expresion del transportador (Casla,
1990; Weinstein, 1991). No obstante, este aumento de la velocidad de transporte en
el hipertiroidismo no sélo se asocia con un aumento en el nimero de transportadores
GLUT-4, sino también con un aumento de su actividad funcional, al menos en los
adipocitos (Matthaei, 1995). Estos aspectos se han corroborado también in vitro:
células derivadas de higado de rata ARL15 (Weinstein, 1990), en cardiomiocitos
(Gosteli-Peter, 1996) y células Clone 9, que sOlo expresan GLUT-1 (Shetty, 1996).

El hipotiroidismo neonatal experimental, por el contrario, disminuye la
expresion de GLUT-4, asi como de GLUT-1 tanto en el misculo esquelético como
en el adipocito (Weinstein, 1991; Matthaei, 1995). El hipotiroidismo, a pesar del
marcado descenso del contenido de GLUT-1 y 4, no disminuye el transporte de
glucosa estimulado por la insulina al menos en el adipocito (Matthaei, 1995), lo que
implicaria un aumento en la actividad funcional de los transportadores de glucosa.

En contra de las observaciones previas en el musculo esquelético, el
hipotiroidismo aumenta la expresion y el contenido cardiaco de GLUT-1, y disminuye
el ARNm de GLUT-4, aunque mantiene los niveles en la membrana de esta proteina
transportadora. La administracién de T, suprime el aumento de GLUT-1, incrementa
la expresion de GLUT-4 y mantiene su contenido en los extractos membranosos
(Weinstein, 1992).

La expresion de los transportadores de glucosa se encuentra regulada por la
edad. Durante la etapa fetal y al principio de la postnatal, el GLUT-1 es la isoforma
predominante y se expresa en muasculo, tejido adiposo marrén y corazén (Santalucia,
1992; Postic, 1994). Después, en la vida postnatal, se produce una represion del
GLUT-1 en musculo y tejido adiposo marrén, que es concomitante con un aumento
en la expresion del GLUT-4 (Santalucia, 1992; Postic, 1994). Fsta represion del
GLUT-1 y la induccion del GLUT-4 pueden estar mediadas por diferentes

mecanismos, entre ellos, las hormonas tiroideas. Se ha visto que el hipotiroidismo
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altera la transicién normal de GL.UT-1 a GLUT-4 desde los niveles fetales a los
neonatales en corazén y tejido adiposo marrdn (Castelld, 1994). Este efecto se podria
producir de una manera directa puesto que se ha descrito la existencia de un elemento
de regulacion positiva en el gen de GLUT-4 capaz de responder a las hormonas
tiroideas (Torrance, 1997b), resultado que podria explicar los obtenidos in vivo, antes
mencionados.

El higado juega un papel central en la regulacion de la homeostasis glucidica
y tiene capacidad para almacenar glucogeno y para liberar glucosa a la circulacion.
El higado es también el principal sitio gluconeogenético y el Unico tejido en que la
concentracién intracelular de glucosa puede exceder a la de la circulacién. La
isoforma transportadora de glucosa predominante en el higado es el GLUT-2, como
hemos visto, y es la encargada de captar y liberar la glucosa. La alteracion de la
expresion de este transportador de glucosa modificaria en gran medida el metabolismo
de los carbohidratos, al igual que lo altera el estado tiroideo. El hipotiroidismo
experimental disminuye el contenido y la expresion hepatica del GLUT-2, mientras
que el hipertiroidismo los incrementa (Weinstein, 1994).

Con respecto a otras influencias endocrinas sobre la expresion de los GLUTSs,
la insulina parece jugar un papel crucial. En el muisculo esquelético de la rata, la
hipoglucemia crénica (subnutricién) aumenta el contenido de GLUT-1 sin alterar el
de GLUT-4 (Rubio, 1996);, sin embargo, el GLUT-4 también responde a los
estimulos insulinicos, y se¢ ha visto que las ratas subnutridas presentan una
translocacion de este transportador por la insulina en muscule mds eficaz que ios
animales control (Escrivd, en evaluacion en Diabetologia). En cuanto al GLUT-2, la
insulina inhibe su expresion (Postic, 1993a; Colomb, 1995) y la glucosa la estimula
{Postic, 1993b; Rencurel, 1996). No obstante, los cultivos de islotes de Langerhans
procedentes de ratas neonatales y adultas subnutridas no alteran su contenido en
GLUT-2, aunque si aumenta el de GLUT-1 (Martin, 1995).

En este trabajo se intenta aclarar si la posible regulacién de los transportadores
de glucosa por las hormonas tiroideas tendria mecanismos similares a los que rigen

la regulacién de la secrecién del axis IGFs/IGFBPs por dichas hormonas tiroideas.

1.6. PLANTEAMIENTO DEL TEMA.

El programa genético rige el desarrollo de los mamiferos en periodo
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embrionario, pero después, factores externos, llamados ambientales, modulan dicho
desarrollo de forma decisiva. Estos factores son estudiados en las llamadas
alteraciones adquiridas del desarrollo, a las que nuestro grupo de investigacion ha
dedicado su trabajo desde 1970. Entre estos factores ambientales los nutrientes
ocupan un lugar preponderante no sélo por ser el sustrato energético para crecer, sino
porque modulan factores endocrinos genéticamente establecidos que regulan el
crecimiento como son: la insulina, las hormonas tiroideas y los IGFs (Alaez, 1992b;
Escriva, 1992; Rivero, 1995; Goya, 1996; Alvarez, 1997; Martin, 1997).

El trabajo que se presenta en esta tesis €s un intento de estudio de las posibles
interacciones que pueden existir entre las hormonas tiroideas, insulina ¢ IGFs en un
modelo de hipotiroidismo por tiroidectomia y en tres etapas de vida de la rata
(neonatal, destetada y adulta).

Los IGFs son polipéptidos con acciones endocrinas, autocrinas y paracrinas
(Daughday, 1989), si bien su funcidn parece estar modulada por sus proteinas
transportadoras (IGFBPs). Ambos, IGFs e IGFBPs son secretados por el higado, y
dicha secrecion estd modulada por el estado nutricional y la GH (Straus, 1994;
Thissen, 1994). El axis IGFs/IGFBPs constituye un sistema regulatorio complejo que
posee un importante papel en el crecimiento y Ia diferenciacion tisulares, y que esta
implicado en numerosos procesos durante el crecimiento y también durante el periodo
adulto.

En periodos inmaduros del desarrollo, se expresan mayoritariamente el IGF-II
y el complejo de IGFBPs de 30kDa (IGFBP-1 y 2), pero después este perfil es
reemplazado en el animal adulto, mostrando altos niveles de IGE-1 e IGFBP-3, y
reducidos de IGF-II, IGFBP-1 y 2. Se ha descrito que estos cambios se retrasan por
la falta de hormonas tiroideas (Gallo, 1991; Nanto-Salonen, 1991), lo que sugiere que
la influencia de fa T; y la T, sobre el complejo IGFs/IGFBPs es edad-dependiente
(Nanto-Salonen, 1992).

Las hormonas tiroideas juegan un papel fundamental en el imicio y el
mantenimiento del crecimiento de los mamiferos en etapas inmaduras. Estas
hormonas, tambié¢n afectan a casi todos los aspectos del metabolismo y asi, su accién
estimula las rutas catabdlicas y oxidativas porque modifican la sintesis de enzimas
clave del metabolismo de lipidos y carbohidratos o porque alteran las acciones de

otras hormonas reguladoras (insulina, glucagdn, catecolaminas) (Okajima, 1978;
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Venditti, 1997). Las hormonas tiroideas y la GH, a través de los IGFs, son esenciales
para un crecimiento normal, no obstante, el contenido hipofisario y los niveles
circulantes de GH estén regulados por las hormonas tiroideas in vivo (Hervas, 1975;
Samuels, 1989) ¢ in vitro (De Fesi, 1984) y, ademas, también controlan la expresion
del gen de GH (Evans, 1982; Yaffe, 1984). Por otra parte, se sabe que el axis
GH/IGFs actia como principal mecanismo para el crecimiento, ya que el efector de
las acciones de la GH sobre el desarrollo son los IGFs (Daughday, 1989; Jones,
1995), por tanto, las acciones de la Ty y la T, sobre el sistema IGF se podrian
explicar por el efecto directo de estas hormonas tiroideas sobre la secrecion de GH.
Sin embargo, hay indicios experimentales que muestran que no todas las acciones de
las hormonas tiroideas sobre la secrecion de IGFs estdn mediadas por la GH. La
perfusion de hormona tiroidea en higado aumenta la secrecion de 1GFs (lkeda, 1989),
y las dosis de GH dadas a hipotiroideos no restauran los bajos niveles de IGFs
(Nanto-Salonen, 1993). Nuestro grupo, junto con ofros autores, ha establecido que
en periodos de inmadurez, el sistema IGFs/IGFBPs parece estar regulado por el
balance insulina/nutrientes mas que por la GH (Rivero, 1995, Goya, 1996), ¢llo ha
sido estudiado en animales subnutridos y diabéticos, y se ha establecido Ja existencia
de un descenso en los niveles circulantes y de expresion hepdtica de los IGE's de estas
ratas (Rivero, 1995; Goya, 1996).

Las hormonas tiroideas afectan globalmente al metabolismo, propiciando una
compleja regulacién en los niveles de insulina, no obstante, nunca habia sido
estudiada la insulina como posible mediadora de las acciones de las hormonas
tiroideas sobre el axis IGFs/IGFBPs. Se ha descrito que el hipotiroidismo produce
un descenso en los niveles de IGFs y que disminuye la biodisponibilidad de dichos
factores (Burstein, 1979; Miell, 1993), mientras que el hipertiroidismo produce un
aumento de los IGFs, aunque también disminuye su biodisponibilidad (Miell, 1993).
Dicha biodisponibilidad depende, sin duda, de las variaciones en las IGFBPs, luego
las hormonas tiroideas parecen alterar el axis IGFs/IGFBPs; sin embargo, queda por
aclarar si el mediador de sus acciones es siempre la GH, si se trata de una accién
especifica de las hormonas tireideas o son otras hormonas las que median su accion.

La insulina parece tener un papel como reguladora del axis IGFs/IGFBPs en
etapas inmaduras, por ello, en este trabajo, nos propusimos estudiar, en un mismo

modelo de hipotiroidismo por tiroidectomia, las variaciones a nivel circulante y de
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expresion hepatica del ARNm de IGFs € 1GFBPs en tres poblaciones de animales:
neonatos (10-20 dias), destetados (27-37 dias) y adultos (77-87 dias), y en €l,
dosificamos ademas, la insulina, GH y glucemia. El trabajo se divide en tres partes:

1. Estudio de las alteraciones del axis IGFs/IGI'BPs en situaciones de
hipotiroidismo (tiroidectomia o tratamiento con MMI) desde la etapa neonatal a la
adulta y la posible implicacion de la insulina como mediadora de ellas.

2. Estudio de la repercusion sobre el axis IGFs/IGFBPs, a nivel circulante y
en la expresion hepdtica de su ARNm, de las mismas tres poblaciones
tiroidectomizadas después de la rehabilitacién con hormona tiroidea por dos vias:
inyeccién intraperitoneal de T, e implante de pellet subcutineo para una absorcién
continuada.

También se intenta, en una poblacion de ratas diabéticas, la rehabilitacion de
los IGFs y las IGFBPs por la administracion de tiroxina, como estudio
complementario al anterior.

3. Estudio de las variaciones de los transportadores de ghucosa en animales
neonatales hipotiroideos para establecer la posible existencia de correlacion entre las
acciones de las hormonas tiroideas sobre dichos transportadores de glucosa y sobre
el axis IGFs/IGFBPs.
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2. MATERIAL Y METODOS.
2.1. ANIMALES.

A lo largo del trabajo que constituye la presente tesis, se han utilizado ratas
de la raza Wistar obtenidas del propio criadero del Instituto de Bioquimica (Centro
mixto CSIC-UCM, ubicado en el departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
II de la Facultad de Farmacia). Criar nuestros propios animales ha permitido ejercer
un estricto control de sus condiciones nutricionales y generales, tanto en las etapas
gestacional y lactante como en la adulta; dicho control es imprescindible en los
modelos experimentales que han sido objeto de este trabajo.

En el mencionado criadero existe un acondicionador de temperatura que
mantiene esta variable ambiental constante entre 22 y 24°C. Por otra parte, las ratas
estin sometidas a un ciclo de luz/oscuridad automatico, gracias a un reloj controlador
gue ilumina la estancia a las 7:00 h y la oscurece a las 19:00 h.

El inicio de la gestacion fue establecido mediante la observacion, por frotis,
de la presencia de espermatozoides en la vagina de la rata (180-200g) al dia siguiente
de su apareamiento con el macho (300-400g); dicha condicién se confirmo a los 14
dias por palpacion abdominal. El dia del nacimiento (dia 0 de vida) todas las camadas
se uniformaron, disponiéndose 8 crias, con nimero equivalente de machos y hembras
en cada una. Las ratas se destetaron el dia 22 de vida y se agruparon en jaulas que

contenian 4 animales.

2.2. COMPOSICION DE LA DIETA GENERAL
El alimento sumimstrado fue el pienso SANDERMUS S-10, adquirido en
SANDERS; se presenta en forma de porciones prensadas cuya composicidn, en

gramos por ciento, ¢s la siguiente:

Proteinas...................... 18
Grasas.......ocooiiiiiiian. 2.5
Almidén....................... 35
Azicares totales.............. 3.5
Cenizas........................ 8
Fibra..................... 5.5
Humedad..................... 13
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Calcio. .o oveii s 1.2
Fosfato.......ooovviiviiiinn.n. 0.65
NaCl i 0.6

El resto de los ingredientes estd constituido por una mezcla de minerales y

vitaminas, cuya composicién es la siguiente:

MINERALES (mg/Kg de pienso)

Cobalto ........ccovevveiinn 0.6
Yodo...o.oooiiiviiiiias 1.5
Selenio.........o.oooiiin, 0.3
Cobre....oooovvein i 5
Hierro........coooviiiiiinnen. 25
ZINC....coviiiiii 50
Manganeso................... 80

VITAMINAS (por Kg de pienso)

Vitamina A..........ooooon. 10000 U.I.
Vitamina D3.................... 2000 U.I
Vitamina E..................... 15 mg
Vitamina K.......... I 1 mg
Vitamina Bl.................... 1 mg
Vitamina B2.................... 3.5 mg
Vitamina B6.................... 1 mg
Vitamina B12.................. 15 pg
Acido félico................... 0.3 mg
Biotina................ 15 pg
Acido nicotinico.............. 30 mg
Pantotenato célcico........... 10 mg
Colina.............coeevininnn, 250 mg

Considerando las cifras convencionales de equivalencia calorica de los tres

principios inmediatos (4.1 Kcal/g para los glicidos y prétidos y 9.0 Kcal/g para los
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lipidos), l1a mezcla descrita posee un valor de 2.54 Kcal/g.

2.3. HIPOTIROIDISMO.

Se estudiaron de manera comparativa dos poblaciones de animales, controles
¢ hipotiroideas, compuestas por ratas de diferentes edades, que abarcaron desde la
etapa neonatal a la adulta. El estudio comprendid animales neonatales hasta 20 dias
de vida, destetadas de 22 a 37 dias, y adultas, hasta 87 dias de edad.

Ratas control: Los animales control procedian de progenitores alimentados ad
{ibitum en todo momento. Las controles-lactantes fueron amamantadas por ratas que
dispusieron de pienso libremente, y las controles-adultas recibieron directamente este
tipo de dieta a partir del destete.

Estos anirales no fueron sometidos a ningun tipo de tratamiento. No obstante,
a un grupo de estas ratas control se les practicé una operacidon simulada para que
pudieran compararse con los animales tiroidectomizados, eliminando asi en dicha
comparacion posibles consecuencias debidas al stress de la intervencion.

Ratas hipotiroideas: Fl hipotiroidismo se produjo por tiroidectomia quirirgica,

aunque con el fin de facilitar esta operacion se suministré en el agua de bebida, y en
una proporcidn del 0.02% (p/v), 5-mercaptoimidazol (MMI) dias antes de la
operacion en las tres poblaciones estudiadas (neonatos, destetadas y adultas), lo que
provocd la hipertrofia de la glindula y posibilité su eliminaciéon. Se continué con
dicho tratamiento hasta el momento del sacrificio de los animales con el fin de
mantener unos niveles bajos de hormonas tiroideas y prevenir su renovacién por la

posible existencia de tejidos tiroideos residuales.

2.4. MODELOS DE HIPOTIROIDISMO. (Figura 1).

2.4.1. Animales hipotiroideos neonatales.

En los estudios realizados en periodo neonatal, el MMI se suministré en el
agua de bebida materna, con lo que los animales lactantes lo recibieron por via
indirecta a través de la leche.

2.4.1.1. Ratas neonatales tiroidectomizadas. (T, Figura 1).

A estos animales, a los 2 dias de vida, se les administré6 MMI en el agua de
bebida (0.02%, p/v), se tiroidectomizaron a los 5 dias de vida y se sacrificaron a los

5, 10 y 15 dias después de la operacion (10, 15 y 20 dias de vida, respectivamente).
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Fig 1  A) Diserio experimental del estudio de hipotiroidismo de ratas neonatales (N) tiroidectomizadas (T) y tratadas con MMI (hipotiroideas-

MMI) y animales destetados (D) y adultos (4) operados quiriirgicamente. Las abreviaturas de las distintas poblaciones son: T,, ratas
neonatales tiroidectomizadas a los 5 dfas de vida, hipotiroideas-MMI, ratas que recibieron sélo MMI; T,, ratas destetadas
tiroidectomizadas a 22 dias; T, ratas adultas tiroidectomizadas a 72 dias; C, ratas control; N, nacimiento; T, tiroidectomia; MMI,
metimazol; S, sacrificio.

B) Disefio experimental del estudio del tratamiento con estreptozotocina (S1Z) de las ratas neonatales (N) tiroidectomizadas y de la
adminstracién de insulina a animales destetados (D) y adultos (4) operados quirtirgicamente. Las abreviaturas de las distintas
poblaciones son: Ty + STZ, ratas neonatales tiroidectomizadas a los 5 dias y tratadas con SIZ; T,, + I, ratas destetadas operadas
a los 22 dias y tratadas con insulina; T, + I, ratas adultas tiroidectomizadas a 72 dias y tratadas con insulina, C, animales control;
N, nacimiento; T, tiroidectomfa;, MMI, metimazol; S, sacrificio.



Material y métodos

El suministro de este bocidgeno se realizé en los animales tiroidectomizados para
asegurar el hipotiroidismo en ellos, aun en caso de la existencia de posibles residuos
de glandula después de la operacion.

Los animales tiroidectomizados recibieron desde el dia de su operacion lactato
de calcio al 1% en el agua de bebida, junto con el MMI, para evitar la hipocalemia
debida al posible dafio o extirpacion que pudo sufrir la glandula paratiroides durante
la tiroidectomia.

2.4.1.2. Ratas neonatales tratadas con MMI. (Hipotiroideas-MMI, Figura
1).

En la poblacién neonatal, se establecid también un segundo modelo de
hipotiroidismo que consistid tan solo en la administracién de MMI al 0.05% (p/v)
desde el segundo dia de vida hasta el momento del sacrificio (10, 15 y 20 dias de
vida). En este caso, no se sometid a los animales a la tiroidectomia, con lo que se
consiguid un hipotiroidismo que podria parecer mis suave, aunque los niveles de las
hormonas tiroideas fueron igualmente bajos respecto a las ratas control.

2.4.1.3. Ratas neonatales tiroidectomizadas tratadas con STZ.

(T; + STZ, Figura 1).

A un grupo de animales neonatales tiroidectomizados, a los 10 dias de la
operacion (15 dias de vida), se les bloqued la secrecion de insulina mediante la
administracion intraperitoneal de una solucidn de estreptozotocina (STZ, Upjohn
Farmoquimica, SA, Madrid) en tampon citrato 0.05M pH 4.5. La dosis administrada
fue de 70mg/Kg de peso y los animales se sacrificaron a los 15 dias después de la
tiroidectomia (20 dias de vida), esto es, a los 5 dias de la administracién de STZ.

La comprobacién de la falta de insulina en esta poblacidn se llevd a cabo
mediante la determinacion de [a glucemia e insulinemia.

2.4.2. Animales hipotiroideos destetados.

2.4.2.1. Ratas destetadas tiroidectomizadas. (T,,, Figura 1).

En esta poblacion de animales, la administracion de MMI (0.02%, p/v) se
inicid una semana antes del destete (15 dias de vida). Posteriormente, a los 22 dias
de vida, se tiroidectomizaron, y se sacrificaron a los 5, 10 y 15 dias después de la

operacién (27, 32 y 37 dias de vida, respectivamente).

53



Material y métodos

2.4.2.2. Ratas destetadas tiroidectomizadas tratadas con insulina. (T, +
I, Figura 1).

La glucemia de las ratas hipotiroideas destetadas, que estaba disminuida
respecto a las controles, se le normalizé mediante la administracién de insulina Lente
(mono componente de pdancreas porcino y bovino) de Novo (amablemente
suministrada por Novo Nordisk Pharma SA, Madrid). Esta insulina es una mezcla
formada por un 30% de insulina de pdncreas porcino en estado "amorfo" y un 70%
de insulina de pancreas bovino en forma cristalina. Su accidén es lenta, comenzando
a las 2.5 horas de su administraciéon, alcanzando un mdaximo a las 7-15 horas y
finalizando su accién a las 24 horas.

Las dosis de insulina administradas y la pauta concreta de tratamiento, que $e
describe a continuacion, se determind por tanteo, aunque se consideré adecuada la
dosis capaz de mantener la glucemia en un rango normal (80-120mg/mi).

El tratamiento se inici6 a los 10 dias de la tiroidectomia (32 dias de vida) y
consistid en la administracion durante 5 dias de 1 Ul de insulina via subcutinea por
la maiiana (9h). Se efectuaron medidas diarias de la glucemia antes de administrar la
insulina para comprobar la evolucién del tratamiento. Finalmente, los animales fueron
sacrificados a los 37 dias de vida (15 dias después de la tiroidectomia).

2.4.3. Animales hipotiroideos adultos.

2.4.3.1. Ratas adultas tiroidectomizadas. (T,,, Figura 1).

La pauta seguida con estos animales fue 1a misma que en las ratas destetadas,
pero en este caso se tomo como dia uno del experimento aquel en el que los animales
alcanzaron los 120g de peso (65 dias de vida), inicidndose entonces la administracion
del MMI (0.02%, p/v). Se sacrificaron a los 5, 10 y 15 dias después de la
tiroidectomia (77, 82 y 87 dias de vida, respectivamente).

2.4.3.2. Ratas adultas tiroidectomizadas tratadas con insulina. (T, + 1,
Figura 1).

En esta poblacion, como en el caso de las ratas destetadas tiroidectomizadas,
que también recibieron el tratamiento hormonal, la pauta de administracién se
determiné por tanteo y teniendo en cuenta los valores de glucemia.

El tratamiento se inicid a los 10 dias después de la tiroidectomia (82 dias de
vida). En este caso, a los animales se les administraron 2 Ul de insulina por via

subcutdnea durante 5 dias repartidas en dos dosis, una por la mafiana (Sh) y otra por
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la tarde (17h). También, como con los animales destetados, antes de proceder a la
administracion de insulina, se midié la glucemia. Al finalizar el tratamiento, los
animales fueron sacrificados (15 dias después de la tiroidectomia, es decir a los 87

dias de vida).

2.5. MODELOS DE HIPOTIROIDISMO CON REHABILITACION. (Figura 2).

2.5.1. Animales hipotiroideos tratados con tiroxina.

Una vez establecido el cuadro de hipotiroidismo en los animales neonatales,
destetados y adultos, fueron tratados con T, segin las pautas que se especifican a
continuacion.

En principio, la recuperacion con tiroxina se realizd mediante la inyeccion de
la hormona, pero con el fin de conseguir una absorcion mas gradual, y por tanto, una
rehabilitacién mas fisioldgica, se recurrié a la implantacion de pellets bajo la piel.

2.5.1.1. Rehabilitacién mediante inyeccién de T,. (T; + T, (R), Figura 2).

A los 10 dias después de la operacién, y con una poblacién de animales
necnatales tiroidectomizados (Ts), destetados (T,,) o adultos (T,), se inicid una pauta
de recuperacidén que consistia en administrar durante 5 dfas una dosis diaria, via
intraperitoneal, de T, (1.5ug/100g de peso para las ratas neonatales y 1.754g/100g
de peso para los animales destetados y adultos).

2.5.1.2, Rehabilitacion mediante implantacion de pellets.(T; + T, (RP),
Figura 2).

Otro grupo diferente de ratas neonatales, destetadas y adultas fue sometido a
un proceso de rehabilitacidn con T, por implantacién de pellets (IRA, Sarasota, FL,
USA). Este dispositivo, que libera la hormona de forma continuada, se implantd
subcutineamente realizando una pequefia incisién en el lomo del animal. La dosis
administrada en este proceso de rehabilitacidn fue la misma que en el caso anterior
(1.5ug/100g de peso para la poblacidn neonatal y 1.75ug/100g de peso para las ratas
destetadas y adultas, respectivamente), sin embargo, en el caso de las animales

destetados y adultos el tratamiento se realizé durante 5 6 10 dias.

2.6. MODELO DE DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. (Figura 3).
El cuadro de diabetes mellitus se provocé mediante la inyeccion via

intraperitoneal (ip) de una solucién de STZ (Upjhon Farmoquimica, S.A., Madrid)
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Fig 2  Disefio experimental del estudio de rehabilitacioncon T, de ratas neonatales (N),
destetadas (D) y adultas (4). Las abreviaturas de las distintas poblaciones son: T
+ T, (R}, ratas neonatales tiroidectomizadas y rratadas con 1.5¢8/100g de peso de
T, de forma diaria via ip; T; + T, (RP, §J, ratas neonatales operadas y rratadas con
1.5pp/100g de peso de T, (pellet); T. + T, (R}, ratas desteradas operadas y
tratadas con una inyeccion de 1.75pg/100g de peso de Ty Tyt T, (RPg), ratas
desteradas operadas, tratadas con 1.75p8/100g de peso de T, (pellet) durante 5
dias; T,, + T, (RP,,), ratas destetadas tiroidectomizadas y tratadas con 1. 75pg/100g
de peso de T, (peliet) durante 10 dias; T,, + T, (R), ratas adultas operadas a los
72 dias y traradas con una dosis ip de 1.75p8/100g de peso de T, durante 5 dias;
T, + T, (RP), ratas adultas tiroidectomizadas y tratadas con 1. 75ug/100g de peso
de T, (pellet) durante 5 dias; T,, + T, (RP,,), animales adultos tiroidecromizados
y tratados durante 10 dias con 1.75ug/100g de peso de T, (pellet); C, animales
control; N, nacimiento,; T, tiroidecromia; MMI, metimazol; S, sacrificio.
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en tampdn citrato 0.05M pH 4.5. Se estudiaron animales controles y diabéticos de
las poblaciones neonatal y adulta.

La adminstracion de la STZ (70mg/Kg peso) se realizd a los 10 dias de vida
en el caso de las ratas neonatales, o a los 72 dias de vida, en las ratas adultas; tres
dias mis tarde se comprobd el estado de diabetes de dichos animales mediante la
determinacién de la glucemia y, posteriormente, de la insulinemia. Los animales
fueron sacrificados a los 20 y 87 dias de vida, respectivamente.

2.6.1. Tratamiento de animales diabéticos con T,. (D + T,, Figura 3).

Con el fin de observar el efecto de las hormonas tiroideas en los animales
diabéticos respecto al axis IGFs/IGFBPs, se administr6é T, a unas poblaciones de ratas
diabéticas neonatales y adultas.

El tratamiento hormonal de los animales diabéticos neonatales y adultos, que
se realizd mediante la implantacién de pellets, se inicié en el caso de los primeros a
los 15 dias de vida, y en el de los segundos, a los 82 dias de vida, y las dosis
administradas fueron de 1.5ug/100g de peso y 1.75ug/100g de peso, respectivamente.
La duracion del tratamiento fue de 5 dias, con lo que los animales se sacrificaron a

los 20 y 87 dias de vida, respectivamente.

2.7. ESTUDIO DE LOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA (GLUTsy EN
RATAS NEONATALES HIPOTIROIDEAS. (Figura 3).

El estudio de los GLUTs durante el desarrolio de la rata se llevd a cabo en
poblaciones neonatales hipotiroideas y controles, desde los 2 a los 20 dias de edad.

La pauta que se siguié comenzé con la administracion de MMI (0.02%, p/v)
en el agua de bebida de las ratas prefiadas a partir del dia 14 de gestacion; las crias
fueron sacrificadas a los 2 y 4 dias de vida (hipotiroideas-MMI).

Por otro lado, los animales neonatales de 8 y 20 dias de edad (1), que se
incluyeron en este estudio, fueron sometidos a la misma pauta que las ratas
neonatales tiroidectomizadas, esto es, se inicid la administracién del farmaco
bocidgeno a los 2 dias de vida (0.02%, p/v), se tiroidectomizaron a los 5 dias de
edad y se sacrificaron a los 3 y 15 dias después de la operacion (8 y 20 dias de vida,

respectivamente).
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2.8. RECOGIDA DE MUESTRAS.

Los animales neonatales y adultos empleados en el estudio fueron sacrificados
entre las 09:00 y las 11:00 horas, aunque para las ratas hipotiroideas tratadas con T,
se establecid la hora del sacrificio en las 11:00 horas.

Las muestras de sangre (mezcla arterial y venosa) se obtuvieron del tronco
del animal tras la decapitacion y se recogieron en tubos eppendorf con y sin heparina
para obtener suero y plasma, respectivamente. Se dejaron coagular en hielo durante
30 minutos, y a continuacién fueron centrifugados 10 minutos a 12.000rpm
(Microfuge 11, Beckman); el suero y el plasma se (rasvasaron a otra serie de tubos
eppendorf que se conservaron a -80°C hasta su posterior analisis.

Las muestras de tejidos (higado, hipofisis, corazdon, cuadriceps vy
gastrocnemius) se extrajeron inmediatamente después de la decapitacion, se
sumergieron en N, liquido y se conservaron a -80°C hasta el momento de su

valoracion.

2.9. DETERMINACION RADIOINMUNOLOGICA DE IGF-1.

2.9.1. Fundamento del radioinmunoanilisis.

El RIA es un caso particular del radioanilisis competitivo basado en una
reaccién de competicion entre un ligando dado que actia como antigeno (hormona,
Ag) y otro antigeno marcado (hormona’, Ag") por la unién a un receptor especifico,
su anticuerpo (Ac). En esquema:

Ag" + AC - > Ag - Ac.
+ Ag > Ag - Ac.

Esta reaccion de competicion tiene lugar durante la incubacidén de ambos
antigenos, marcado y no marcado (frio), con el anticuerpo, produciéndose la union
del antigeno marcado al anticuerpo en proporcion inversa a la concentracion de
antigeno frio que lo desplaza de la unidn, ya que el antigeno [rio presenta una mayor
afinidad por el anticuerpo respecto al antigeno marcado, esto es, el antigeno frio tiene
mayor actividad biolégica. Asi pues, el grado de competicién, y por tanto la
concentracion del ligando a valorar, puede conocerse por los cambios en la
concentracion del antigeno marcado libre o del complejo antigeno” - anticuerpo. A
continuacion, se procede a la separacion de la radiactividad libre del complejo

inmunoldgico para valorar la radiactividad ligada, y por comparacién con la
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radiactividad ligada en presencia de cantidades conocidas y crecientes de antigeno
(curva patrén), puede conocerse su concentracién €n una disolucion problema.

Este analisis presenta la sensibilidad de las técnicas isotSpicas y posee ia
especificidad propia de los métodos inmunoldgicos, lo que permite valorar un
componente en una muestra de gran complejidad con un minimo de interferencias.

Para obtener resultados fiables se debe tener en cuenta las siguientes
condiciones:

1. Que el anticuerpo obtenido sea especifico del antigeno (sustancia problema)
y que sus diluciones sean adecuadas.

2. Que el antigeno se pueda marcar con un isétopo radiactivo de manera que
se consiga una alta actividad especifica sin una disminucion de su actividad biolégica.

3. Que el método de separacion de la radiactividad libre de la ligada en forma
del (complejo Ag-Ac) sea adecuado.

2.9.2, Filtracién en gel.

Esta técnica permite la separacion de las IGFBPs del suero y constituye el
paso previo para la determinacion de la concentracion de IGF-I mediante RIA v de
IGF-II por radiorreceptor (RRA). Ademads, este procedimiento fue mostrado como
el idéneo por nuestro grupo de investigacion frente a la extraccion en icido férmico-
acetona y a la de 4cido-etanol con crioprecipitacidn, sobre todo para el caso de
muestras procedentes de ratas neonatales (Rivero, 1994).

2.9.2.1. Fundamento.

La cromatografia de permeabilidad o de tamiz molecular separa las moléculas
en funcién de su tamaio, forma y peso molecular mediante el paso de las muestras
a través de una matriz de pequenias esferas de material inerte que estd englobada en
una columna.

Esta técnica constituye el método de eleccion para la eliminacién de
interferentes indeseables de distinto peso molecular respecto a los problemas por
diferentes razones:

a) es la cromatografia mas sencilla,

b) no requiere muestras muy puras,

¢) no se presentan fendmenos de adsorcién, lo que la hace ideal para muestras
bioldgicas labiles,

d) permite separaciones rdpidas sin necesidad de unos gradientes de eluicidn,
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e) produce bandas estrechas en el cromatograma y, finalmente,

f) permite correlacionar ficilmente el peso molecular con el volumen de
elucion.

Entre los pardmetros a tener en cuenta en este tipo de cromatografia se
encuentra el coeficiente de disponibilidad (K,,) de una molécula, dado que representa
la fraccidn de la fase estacionaria accesible para la difusion de dicha molécula. Se

expresa como:

2
i

fu

<
&

|
S

donde:

V. (volumen de elucién): volumen necesario para eluir una molécula
determinada.

Vo, (volumen vacio): volumen de la fase movil en el que se distribuyen las
moléculas de peso molecular suficientemente elevado como para no penetrar por el
tamiz molecular.

V, (volumen total): volumen de la columna (fase mdvil y estacionaria) en el
que se distribuyen las moléculas de peso molecular muy bajo.

El K,, de una molécula es independiente de las dimensiones de la columna y
se relaciona de forma constante con su coeficiente de difusion.

2.9.2.2. Material y reactivos.

Columna. Se utilizaron columnas de vidrio borosilicado XK 16/100
(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia) de 100cm de altura y 16mm de
didmetro.

Fase mévil. Estd formada por acido acético 1M y cloruro sédico 0.02M en
agua; se emplea para el equilibrado de la columna y como eluyente.

Fase estacionaria. Se utiliza Sephadex G-50 Fine (Pharmacia Fine Chemicals,
Uppsala, Suecia). Posee un rango de fraccionamiento de 1.600 a 30.000Da, adecuado
por tanto, para la separacion de IGFs (7.600Da) de sus proteinas ligadoras
(aproximadamente 50.000Da).

2.9.2.3. Calibracién de la columna.

Para determinar con exactitud en qué fracciones eluyen los IGFs y sus
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proteinas ligadoras unas vez separadas, se filtré una alicuota de IGF marcado
radiactivamente con %1, se recogieron fracciones de unos 2ml y, a continuacion, se
procedié a su contaje en un contador Packard Auto-Gamma Cobra II. En las tres
columnas empleadas el IGF eluy6 con un K,, de 0.22.

El perfil de elucion del péptido marcado mostré claramente dos picos de
radiactividad de IGF, el primero correspondia a 1as IGFBPs y el segundo a los IGFs.

2.9.2.4. Filtracién de los sueros.

Se diluy6 la muestra de suero en una proporcion 1:1 en dcido acético Z2M, de
forma que la concentracion final de dcido en la muestra fuera 1M, y para disociar los
complejos IGF/IGFBP se mantuvo la mezcla durante una hora a temperatura
ambiente. A continuacidn, la muestra se filtrd por la columna a un flujo de 4ml/hy
se utilizé como eluyente acido acético 1M y cloruro sédico 0.02M. Finalmente, las
fracciones correspondientes a IGF se reunieron y se liofilizaron. El liofilizado se
resuspendid en tampdn de RIA y se repartié en alicuotas que se conservaron a -24°C
hasta su analisis.

2.9.3. Marcaje radiactive de 1GF-1 y I1.

2.9.3.1. Fundamento.

Se persigue la obtencion de péptidos con suficiente radiactividad especifica
pero sin una actividad bioldgica disminuida, de forma que la cuantificacion de IGF
en la muestra posea una adecuada sensibilidad.

Para el marcaje radiactivo de IGFs se utilizd una modificacion del método de
la cloramina T (Hunter, 1962) que es ampliamente utilizado para marcar pequefias
cantidades de proteina con una alta radiactividad especifica que se empleard como
radioligando en el radioandlisis competitivo. La reaccidn que tiene lugar es una
oxidacion del Na'®T en presencia de una proteina que contiene residuos de tirosina,
con la subsiguiente incorporacion del radioyodo a dichos residuos. La cloramina T
es la sal sodica del ligando N-monocloro de la p-toluenosulfonamida y en disolucion
acuosa se degrada lentamente formando 4cido hipocloroso que es un agente oxidante.
Asi, el Nal en presencia de cloramina T y a pH ligeramente basico (pH 7.5) es
oxidado, se generan iones yodinio (I™) que reaccionan con el anillo fendlico de la
cadena lateral de la tirosina y que se incorporan en orto respecto al hidroxilo.

El proceso se detiene por dilucién de la mezcla de reaccion en presencia de

una alta concentracion de BSA (albimina sérica bovina), ello altera las condiciones
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de reaccién y hace que se incorpore el I al BSA, que por ser una proteina de alto
peso molecular es ficilmente separable del IGF. Finalmente, se separa la proteina
marcada del yodo radioactivo no incorporado, asi como de la albimina marcada
mediante filtracion en gel.

2.9.3.2. Material y reactivos.

Hormona. Se utilizaron rhIGF-I y thIGF-II (IGF-I y Il humano recombinante)
de Boehringer Mannheim (Leverkusen, Alemania) que vienen Hlofilizados. Se
reconstituyeron en 4cido acético 0.1M y se liofilizé una alicuota. Estos péptidos
también se emplearon en la elaboracion de la curva patrén en el ensayo de RIA y en
el de RRA.

Na'®I. Se presenta a una concentracién de 100mCi/ml y es suministrado por
Amersham (Amersham Ibérica S.A., Madrid).

Columna. Se emplearon columnas de Sephadex G-50 Fine equilibradas antes
de! marcaje con PBS 0.03M (tampén fosfato), BSA al 0.25% (p/v) y azida sddica
0.02% (p/v) para el marcaje de IGF-I, o con acido acético IM y BSA al 0.25% (p/v)
en el caso del marcaje del IGF-II.

2.9.3.3. Procedimiento.

La reaccion se desarrollé en el mismo tubo donde se liofilizd el péptido que
se resuspendid en PBS 0.5M (tampén fosfato). A continuacién, se afiadid el yodo
radiactivo (Na'®) y la disolucién de cloramina T (Img/ml en PBS 0.01M) recién
preparada y se dejaron transcurrir 30 segundos para que se produjera la yodacion del
péptido.

La reaccion se detuvo por la adiciéon de BSA al 5% (p/v) en PBS 0.01M para
el marcaje de IGF-I, y con BSA al 5% (p/v) en acido acético 1M en el marcaje de
IGF-II. A continuacion, se transfirid la mezcla de reaccién a fa columna y se
recogieron f{racciones de 1ml a un flujo de unos 30ml/h. Se conté una alicuota de
cada fraccton en un contador v (Packard Auto-Gamma Cobra II) para conservar las
fracciones interesantes que se mantuvieron congeladas a -20°C y divididas en
alicuotas.

2.9.3.4. Calculo del rendimiento y la actividad especifica.

El rendimiento es el porcentaje del total de radiactividad presente en el tubo
de reaccion que se incorpora al péptido, y se calcula como el cociente entre las cpms

del pico de IGF-1 6 I y las cpms totales eluidas de la columna. (Oscild entre 47-78 %
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para el IGF-1y 45-81% para el IGF-II).

La radiactividad incorporada al péptido se obtiene al multiplicar el rendimiento
y la radiactividad afadida al tubo de reaccidn corregida a la fecha del marcaje.
Finalmente, el cociente de Ia radiactividad incorporada y la masa del polipéptido nos
permite conocer la actividad especifica en pCi/pg. (Oscil6 entre 90-160pCi/pg para
IGF-1 y 90-174Ci/pug para el IGF-II).

2.9.3.5. Perfil de elucion de radiactividad.

El perfil obtenido por el método de la cloramina T muestra tres picos de
radiactividad: el primero corresponde al BSA que se yoda al detener la reaccion, el
segundo, es 1a hormona marcada y, por ultimo, €l tercero, se identifica con el yodo
libre que no ha reaccionado ni con la hormona ni con el BSA (Figura 4).

2.9.3.6. Repurificacién del IGF marcado.

El péptido marcado conserva su actividad biolégica durante mds de dos meses.
Sin embargo, el ligamiento inespecifico en el RIA aumenta al transcurrir el tiempo,
aunque este inconveniente se evita repurificando ciertas fracciones del marcaje; de
esta manera, se consigue separar la hormona marcada integra de la deteriorada por
la radiactividad y del yodo radiactivo desprendido del péptido.

La repurificacion se efectda en las mismas condiciones que el marcaje y su
perfil de elucion también muestra tres picos: el primero probablemente se debe a
polimeros de IGF-1, el segundo, que es el mayor, se corresponde con la hormona
marcada y, finalmente, en tercer lugar, eluye el yodo libre, desprendido del péptido
marcado.

2.9.4. Desarrollo del RIA de IGF-I.

2.9.4.1. Material y reactivos.

Patron. Se empled IGF-1 humano recombinante (rhIGF-1) de Boehringer
Mannheim que viene liofilizado. Se obtiene de E. coli y presenta una pureza superior
al 95%. También se utiliza esta hormona en los marcajes.

Tampon. Estd compuesto por tampon fosfato 0.01M pH 7.5, cloruro sédico
0.15M, azida sodica al 0.02% (p/v) y BSA al 0.5% (p/v). Se utiliz6 para diluir el
patrén, las muestras filtradas, el radioligando, el primer anticuerpo y también para
reconstituir las muestras filtradas después de su liofilizacion.

Radioligando. Se empled '"I-IGF-T que se diluy6 con tampén de RIA para
obtener de 8.000 a 10.000cpm/tubo.
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Primer anticuerpo. Se utilizé un antisuero policlonal (fraccién globulinica)
anti-IGF-I obtenido en conejos inmunizados con hIGF-I y el fragmento C-terminal
(residuos 5-57) de KabiGen AB (Estocolmo, Suecia) que se presenta en forma de
liofilizado. La dilucién empleada fue de 1:1.000.

Segundo anticuerpo. Se empled una suspension de complejos de anticuerpo
y microsefarosa obtenidos en oveja y que precipita anticuerpos de conejo (Pharmacia
Decanting Suspension 3).

2.9.4.2. Preparacion de las muestras.

Las muestras de suero se analizaron después de ser sometidas a la filtracidn
en gel para separar las proteinas ligadoras de IGF. Se evaluaron a una dilucion 1:40.

2.9.4.3. Procedimiento.

La curva patrén abarca un rango de concentraciones de 100 a 0.2ng/ml y se
analiz¢é por duplicado al igual que las muestras.

Para llevar a cabo el andlisis, se afiadié el primer anticuerpo a los tubos de
las muestras y a los patrones y, a continuacion, el radioligando. Después de una
incubacion a 4°C de 16-20h, se adiciond la suspension del segundo anticuerpo, se
volvieron a incubar durante 30 minutos ahora a temperatura ambiente y se les afadié
agua destilada (0.5ml). Finalmente, los tubos se centrifugaron durante 10 minutos a
1.500g y 4°C, se descartd el sobrepadante y se procedié al contaje del precipitado
durante dos minutos en un contador de radiactividad v (Packard Auto-Gamma Cobra
.

2.9.4.4. Calculos.

Para calcular la concentracién de IGF-{ en las muestras se empled un
programa en el que se construye la curva patron segin una representacion
logaritmica, poniendo en abscisas el logaritmo de la concentracién de hormona, y en
ordenadas la funcién logaritmica de la proporcion de ligamiento B/B,.

Esta proporcion se calcula por la expresion:

B-N
BN

B/B,=

donde, B es la radiactividad ligada de 1a muestra o patrén correspondiente, B, la

media de la radiactividad de los tubos donde el ligamiento es mdximo, y N, la media

66



Material y métodos

de la radiactividad ligada a los tubos donde el ligamiento es inespecifico.

La funcién logaritmica se expresa como:

B/B,

logi tB/B‘):l.n—]—_-_—_g;E;—)-

Se calculd para cada muestra logit B/B,, se interpold en la curva patrén la
concentracion correspondiente y se calcularon las medias de los duplicados. Por

altimo, el resultado se multiplica por el factor de dilucidn de cada caso.

2.10. DETERMINACION RADIOINMUNOLOGICADE T, Y T,.

La valoracién de T; y T, en suero se realizd en el Centro de Investigactones
Biomédicas del CSIC, en el laboratorio de la Dra. Gabriela Morreale, mediante los
RIAs especificos de alta sensibilidad descritos por Weeke y Orskov (1975) y
modificados para la rata por Obregén y col. (1979).

De nuevo, damos las gracias a la Dra Gabriela Morreale y a sus colaboradores
por la ayuda que nos prestaron.

2.10.1. Marcaje radiactiva de T, y T,.

El método se basa en una reaccion de oxidacion con cloramina T (Kjeld,
1975), donde el sustrato (T, o T,) se yoda con '*I o '*'I a una yodotironina de un
grado superior de yodacidn. La reaccion se detiene con metabisulfito sodico y la
separacion de las diferentes yodotironinas y el yoduro se fleva a cabo mediante
filtracion en gel (Sephadex G-25).

2.10.1.1. Material y reactivos.

Hormona. Se emplearon T, y T, reconstituidas en hidrdoxido sddico 0.05M,
de forma que se consiguiera una concentracion final de 10ug/ml. Estos péptidos
también se emplearon para elaborar la curva patrén de los RIAs.

Na'®[. Se presenta con una concentracién de 100mCi/ml y es suministrado
por Amersham (Amersham Ibérica S.A., Madrid).

Columna. Se emplearon columnas de Sephadex G-25 equilibradas con PBS
0.05M pH 11.9.

2.10.1.2. Procedimiento.

El proceso se lievd a cabo a temperatura ambiente. A una alicuota de la
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hormona se le afiadi6 la solucién de Na'®I y la de cloramina T (4mg/ml en PBS
0.05M pH 7.6). Transcurridos 20 segundos se pard la reaccién con una disolucion
de metabisulfito (2.5mg/ml en PBS 0.05M pH 7.6), se transfirid la mezcla de
reaccién a la columna y se eluyé con PBS 0.05M pH 11.9 a un flujo de 40ml/h.

Se recogieron fracciones de 2ml, y a cada una de ellas se les afadi6 una gota
de acido clorhidrico 6N para que el pH final fuera neutro. A continuacion, se contd
una alicuota de cada fraccién en un contador de radiactividad v (Packard Auto-
Gamma Cobra II). Los tubos de interés se protegicron con 2ml de metanol y se
conservaron a 4°C.

2.10.1.3. Perfil de elucién de radiactividad.

El perfil de elucién tras el marcaje radiactivo de la hormona presentd tres
picos de radiactividad: el primero de ellos correspondid al yodo que no se ha
incorporado al péptido, el segundo, a la T; marcada y el tercero, a la T, yodada.

2.10.2. Desarrollo del RIA de T,

2.10.2.1. Material y reactivos.

Patrén. La hormona empleada como standard fue la 1Ty (T, de rata) que se
resuspendi6 en hidroxido de sodio 0.05N para proporcionar una concentracion de
4pg/ml.

Tampdn. Se utilizd para la elaboracion de la curva patrén y sirvié como base
para la preparacion de otros tampones del analisis. Estd formado por fosfato disédico
0.038M, fosfato sédico 0.002M, mertiolato 0.6mM y BSA al 0.22% (tampdn A).

En el ensayo, se empled también este tampdn sin albimina (tampon C) y otro
que tiene como base al tampdn A, pero que ademds incluye en su composicion 100mg
de cisteina y 600mg de ANSA (competidor de proteinas), es el tampon B.

Radioligando. Se utilizé I-T, que se diluyd en tampén B para proporcionar
6.000-7.000cpm/tubo.

Primer anticuerpo. Se trata de un antisuero de conegjo obtenido de Henning
Berlin GMBH (Alemania). Se diluyé con tampdén A para conseguir un titulo de
1:50.000.

Segundo anticuerpo. Para precipitar el complejo antigeno-anticuerpo, se
empled una mezcla formada por suero de ternera, tampon C y polietilenglicol al 30%

diluido en tampdn C en las proporciones: 5:28:67.
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2.10.2.2, Procedimiento.

La curva patrén abarca un rango de concentraciones de 0 a Sng/ml y se
analizd por triplicado, al igual que las muestras.

En el andlisis, para igualar proteinas, se les afladio a los patrones, un volumen
de suero libre de T; (10gl), y a las muestras, un volumen de tampon A. Después se
adicionaron la hormona marcada y el primer anticuerpo. Tras una noche de
incubacion, se les adicioné el segundo anticuerpo (1.5ml), se centrifugd y se procedid
al contaje del precipitado.

2.10.2.3. Calculos.

Los niveles de T; se conocieron por la representacion del logaritmo de la
concentracion frente a la relacién B/T y la correccion del valor por el factor de

dilucién de las muestras que fue 10.

C.—C
B/T= 1c 2 %100

=z

donde, C, es la radiactividad de un tubo problema, C,, la radiactividad de los blancos
y C,, la de los standards de contaje.

2.10.3. Desarrollo del RIA de T,.

2.10.3.1. Material y reactivos.

Patron. El standard empleado fue la rT, (T, de rata) que se disolvido en
hidréxido de sodio 0.05N para obtener una concentracién final de 10ug/ml.

Tampon. Esta formado por fosfato sédico 0.002M, fostato disdédico 0.038M,
mertiolato 0.6mM y BSA al 0.05% (tampdn A). Este tampdn sin BSA (tampdn B}
se diluyé en una proporcién 1:4 (tampén A: tampdn B) v se empleé para elaborar la
curva patrén y diluir las muestras (tampén C). Asi mismo, en el analisis se utilizd
otro tampdn que se prepard a partir del tampdén A con BSA al 0.22%, y no 0.05%,
por la adicién de 100mg de cisteina/l y 600mg de ANSA/l (Tampén D) y otro, a
partir del tampén C, al que se le anadieron 100mg de cisteina/l (tampén E).

Radioligando. Se utilizé 'I-T, diluida en tampdn para conseguir 6.000-
7.000cpm/tubo.

Primer anticuerpo. Se empled una vy-globulina de conejo a un titulo de
1:30.000 diluido en tampdn C.
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Segundo anticuerpo. Consiste en una mezcla de suero de ternera, tampon E
y polietilenglicol (PEG) al 30% diluido en tampén D (5:28:67).

2.10.3.2. Procedimiento.

La curva standard abarca un rango de concentraciones de 0-12.8ng/mi y, al
igual que los problemas, se analizé por triplicado. A los patrones se les afiadié un
volumen de standard y otro de suero libre de T, (25ul), mientras que las muestras se
diluyeron en tampdn C en una proporcion 1:33; a continuacién se adicionaron el
radioligando y el antisuero y se incubaron una noche en oscuridad. Al dia siguiente,
tras la adicién del segundo amticuerpo (1.5ml} y la centrifugacion de los tubos, se
obtuvo un sedimento, cuya radiactividad se cont6 en un contador v (Packard Auto-
Gamma Cobra II).

2.10.3.3. Calculos.

La concentracién de T, se obtuvo por la interpolacion en la recta que resulta
al representar el logaritmo de la concentracion frente a la relacion B/T de los valores
obtenidos tras el contaje. El factor de correccion de los datos debido a las diluciones
fue 0.0667.

2.11. DETERMINACION RADIOINMUNOLOGICA DE INSULINA.

La determinacion de la insulina en muestras de plasma se realizé por medio
de unos kits comerciales de la casa Incstar.

2.11.1. Material y reactivos.

Patrén. Esta constituido por insulina porcina liofilizada prediluida en tampén.

Tampén. Es un liofilizado compuesto por BSA, tampén borato y que incluye
timerosal como conservante.

Radioligando. Se utiliz6 insulina porcina marcada con '#°I y diluida en BSA-
tampdn borato que ademds contiene EDTA (4&cido diaminotetracético) y timerosal.

Antisuero. Se empled un liofilizado de antisuero de insulina de cobaya diluido
en ¢l tampon del ensayo.

Complejo precipitante (GAGP-PPT). Estd formado por un liofilizado que
contiene en su composicién suero de cobaya normal, precipitado con antisuero de
cobaya macho y PEG. Al igual que en el caso de los otros reactivos, se resuspendid

en agua destilada en el momento en que se realizé el ensayo.
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2.11.2. Procedimento.

El primer dia se preparé la curva standard, que abarca un rango de
concentraciones de 4 a 100uU/ml (0.16-4ng/ml) y las muestras. A continuacidn, se
adicioné a todos los tubos primero el antisuero {(excepto a los tubos que contenian la
radiactividad total -T- y a los del ligamiento inespecifico -NSB-) después, la insulina
marcada y se incubaron a 4°C durante 16-20 horas. Se afiadid el complejo
precipitante a todos los tubos excepto a los T, se mantuvieron unos 15-20 minutos a
20-25°C y transcurrido este tiempo se centrifugaron a 760g y 20-25°C durante 20
minutos. Por dltimo, se conté el precipitado en un contador y (Packard Auto-Gamma
Cobra II) durante un minuto.

2.11.3. Calculos.

Al igual que en los otros RIAs descritos, en este caso, se llegd a conocer la
concentracion de insulina mediante la representacion del logaritmo de la
concentracién (abscisas) frente a la relacion B/B, (ordenadas) y la posterior

interpolacion en esta grafica de los valores de las muestras.

2.12. DETERMINACION RADIOINMUNOLOGICA DE HORMONA DE
CRECIMIENTO (GH).

2.12.1. Preparacion de las hipéfisis para el RIA.

Para llevar a cabo el anilisis de los niveles de GH en las hipdfisis, se debe
homogenizar previamente el tejido. La homogenizacidn de las hipdfisis se realizd
manualmente con ayuda de un potter de vidrio en PBS 0.01M pH 7.6 y el
homogenado resultante de esta operacion se conservo a -20°C. Las muesiras se
diluyeron en PBS 0.01M pH 7.6 con BSA al 1% en las proporciones determinadas
por tanteo que ahora se detallan en funcidn de la edad y condicion del animal:

- ratas neonatales: hipotiroideas, 1:100 y 1:250 y controles, 1:250;

- ratas destetadas: hipotiroideas, 1:500 y 1:1.000 y controles, 1:1.000;

- ratas adultas: hipotiroideas, 1:5.000 y 1:10.000 y controles, 1:10.000.

2.12.2. Marcaje radiactivo de GH.

El marcaje radiactivo de la hormona de crecimiento se llevd a cabo siguiendo
el método de la cloramina T (Hunter, 1962). Como ya se explicé en el marcaje
radiactivo de IGF-I, la reaccién quimica que tiene lugar es la oxidacién del Na'>I en

presencia de una proteina que contiene restos tirosina, y es en estos residuos donde
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se incorpora el radioyodo. El proceso se detiene por la adicién a la mezcla de
metabisulfito, y a continuacion, se separa la proteina marcada del yodo radiactivo no
incorporado mediante fittracion en gel (Sephadex G-50).

2.12.2.1, Material y reactivos.

Hormona: Se empled rGH (GH de rata), que al igual que todos los reactivos
(marcaje y RIA), son suministrados por ¢l National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases (NIDDK, California, USA). La rGH se reconstituyd
en NaHCO; 0.01N (100ug/ml) y se reparti6 en alicuotas de 25ul que se conservaron
a -20°C. Este péptido también se utilizé para elaborar la curva patrén en el RIA.

Na'*[: Se presenta con una concentracién de 100mCi/ml y es suministrado
por Amersham (Amersham I[bérica, SA, Madrid).

Columna: Se emplearon columnas de Sephadex G-50 equilibradas con veronal
0.02M.

2.12.2.2. Procedimiento.

El proceso se llevé a cabo a temperatura ambiente. Asi, a una alicuota de la
hormona, se le afiadid la solucion de Na'1 y la solucién de cloramina T (3.5mg/ml
en PBS 0.05M) recién preparada y se agitd el tubo durante 90 segundos, momento
en el que se produjo la yodacion del péptido. La reaccidn se detuvo por la adicidn
de una disolucion de metabisulfito (1.7mg/ml en PBS 0.05M) que se prepard
extemporineamente. La mezcla de reaccion se transfirtd a la columna previamente
equilibrada con veronal, tampoén que se empled para eluir las fracciones a un flujo
aproximado de 30ml/h. Se recogieron fracciones de 0.5ml, sobre 0.1ml de BSA al
2% en PBS 0.01N, y de estas se contd una alicuota en un contador de radiactividad
v (Packard Auto-Gamma Cobra II). Las fracciones de interés se conservaron a -20°C
en PBS-BSA al 2% (dilucidn 1:5).

2.12.2.3. Calculo del rendimiento y la actividad especifica.

El calculo del rendimiento y de la actividad especifica se llevd a cabo
siguiendo lo ya descrito para el marcaje radiactivo de 1GFs. El rendimiento obtenido
en los marcajes de GH oscilé entre un 85-95%, y la actividad especifica de la
hormona se situd en torno a 75-80uCi/ug.

2.12.2.4. Perfil de elucién de radiactividad tras el marcaje radiactivo de
GH.

El pertil de elucién obtenido tras el marcaje radiactivo de Ia hormona presenta
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dos picos de radiactividad: el primero de ellos corresponde a la hormona marcada,
y el segundo al yodo libre que no ha llegado a incorporarse al péptido.

2.12.2.5. Repurificacién de la GH marcada.

La GH marcada conserva su actividad durante unos dos meses, sin embargo,
con el tiempo se produce un aumento del ligamiento inespecifico en el RIA. No
obstante, este inconveniente se supera repurificando las fracciones resultantes del
marcaje.

La repurificacién se realizd en las mismas condiciones en que se efectud la
purificacion tras el marcaje, pero se empled en este caso una columna de Sephadex
G-100 y se recogieron fracciones de mayor volumen (2.5ml). Con esta operacion se
consiguid la separacion de la hormona intacta (segundo pico) de la deteriorada
(primer pico} y del yodo radiactivo (tercer pico) que libera el péptido con el paso del
tiempo.

2.12.3. Desarrollo del RIA de GH.

2.12.3.1. Material y reactivos.

Patron. La hormona utilizada como standard fue rGH que se presentd en
forma de liofilizado y fue proporcionada por el NIDDK, al igual que el primer y el
segundo anticuerpo. Se resuspendid en agua para proporcionar una concentracion de
10ug/pul.

Tampoén. Estd constituido por PBS 0.01M pH 7.6, EDTA 0.025M y BSA al
1% (p/v) y se empled para diluir las muesiras, la radiactividad, el primer y el
segundo anticuerpo.

Radioligando. Se utilizé6 "°I-GH que se diluy¢ en el tampon del RIA para
proporcionar unas 8.000cpm/tubo.

Primer anticuerpo. Se presentd como un liofilizado que se reconstituyé en
agua (dilacién 1:50). Se trata de un antisuero extraido de glandula pitnitaria de rata
con agua y sulfato de amonio. Se diluyé en suero de mono al 1% a un titulo de
1:500.000.

Segundo anticuerpo. Se utilizd una gamma-globulina antimono que fue
proporcionada por el NIDDK por Antibodies, Inc. (California, USA). Precipita el
suero normal de mono y estd disuelto en PBS.

2.12.3.2. Procedimiento.

El primer dia se prepararon las muestras y la curva patrén, que se analizd por
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triplicado y abarcd un rango de concentraciones de 0.03 a 16ng/ml. Las muestras se
analizaron por duplicado, y en el caso de las hipofisis, a las diluciones resefiadas.

Los problemas y los patrones se incubaron con los reactivos: se les afiadié
la dilucién del antisuero y el tampdn, y se mantuvieron 6 horas a 37°C. A
continuacion, se adiciond a los tubos el radioligando y se incubaron 18 horas a 37°C.
Al dia siguiente, se afiadid el segundo anticuerpo y se incubaron durante 18 a 24
horas a 4°C. Finalmente, el tercer dia, se lavaron con 2ml de PBS 0.01M pH 7.6,
se centrifugaron 40 minutos a 760g, y se procedio al contaje de radiactividad del
precipitado durante 2 minutos en el contador v (Packard Auto-Gamma Cobra II).

2.12.3.3. Cilculos.

Como en el caso de los otros RIAs, los valores de GH se llegaron a conocer
por la representacion del logaritmo de la concentracion (abscisas) frente a la relacién
B/B, (ordenadas) y la posterior correccion por el factor de dilucién de las muestras;

en el caso de las hipdfisis, los célculos se refirieron a mg de tejido.

Destacamos que las determinaciones de GH fueron realizadas con la
colaboracidon de la Dra. Carmen Alvarez Escold, miembro de nuestro grupo de

investigacion, y a quien reitero mi agradecimiento por su ayuda.

2.13. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE IGF-II POR
ANALISIS DE RADIORECEPTOR (RRA).

2.13.1. Fundamento.

Al igual que el RIA, el RRA es un caso particular del radioanalisis
competitivo. La competicion se establece entre una hormona (IGF-II) marcada y la
misma hormona sin marcar por la unién a un receptor especifico.

Los receptores se obtuvieron a partir de higado de rata adulta que contiene
receptores de IGF tipo II, y practicamente carece de receptores tipo L.

2.13.2. Preparacion de membrana plasmatica particulada de higado de
rata.

Se homogeneizaron los higados de rata en una solucién de sacarosa 0.25M con
PMSF 0.5mM en una proporcion de 3.5ml/g de tejido. Se reunieron los
homogenados y se filtraron a través de una gasa. A continuacion, se centrifugaron

durante 10 minutos a 600g y 4°C, se recogieron los sobrenadantes y de nuevo se
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centrifugaron a 17.000g durante 30 minutos a 4°C. Los sobrenadantes que resultaron
se reunieron y se les adiciond cloruro sédico y sulfato de magnesio hasta alcanzar una
concentracién final de 0.1 y 1M, respectivamente. Después se llevaron a cabo dos
centrifugaciones a 40.000g durante 40 minutos y a 4°C, y el sedimento obtenido se
resuspendié y homogeneizo en tampén Tris SO0OmM pH 7.7. Por dltimo, se separd una
alicuota de la preparacidén para determinar la concentracidon de proteinas segin el
método de Bradford. Esta preparacion se conservd a -80°C repartida en alicuotas.

2.13.3. Desarrollo del RRA de IGF-1I.

2.13.3.1. Material y reactivos.

Patron. Se empieé rhlGEF-II (IGF-II humano recombinante) de Boehringer
Mannheim que se presenta en forma de liofilizado. Se obtiene de E. coli, presenta
una pureza superior al 95% y se utiliz6é en los marcajes.

Tampoén. Se empled el tampén del RIA (PBS 0.01M pH 7.5 con cloruro
sodico 0.15M, azida sddica 0.02% y BSA 0.5%). Se utilizd para diluir el patrén y
reconstituir los liofilizados de las muestras de suero sometidas a la filtracién en gel.

Tampén Tris-HCL. Incluye en su composicion Tris base 0.05M y BSA al
0.5% (p/v) y su pH es 7.7. Se empled para diluir ia preparacién de membranas y el
radioligando, asi como para ¢l lavado de los tubos.

Radioligando. Se empled *I-IGF-II, marcado por el método de la cloramina
T (Hunter, 1962) y se diluyd en tampon Tris-HCI para obtener unas 10.000cpm/tubo.

Membrana. Se utilizaron diluidas a una concentracion de 1mg proteina/ml en
tampdn Tris-HCI.

2.13.3.2. Procedimiento.

Este método se llevd a cabo en dos dias. El primer dia se prepararon las
muestras, la curva patrén y se incubaron los reactivos, y en el segundo dia, se
procedid a la separacion de la radiactividad libre y al contaje de los tubos.

La curva patron comprende un rango de concentraciones de 100 a 0.2ng/ml
y, al igual que las muestras, se analizd por triplicado. A los tubos con las muestras
y los patrones se les anadié sucesivamente la dilucion del radioligando y la de las
membranas y se incubaron 20 horas a 4°C. Al dia siguiente, se centrifugaron 10
minutos a 12.000rpm y 4°C y se aspird el sobrenadante. Se lav) el precipitado con
tampén Tris-HCI frio (200u1), y de nuevo se centrifugaron los tubos durante 5

minutos a 4°C y 12.000rpm. Finalmente, se contd el precipitado en un contador de
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radiactividad vy (Packard Auto-Gamma Cobra 1I).

2.13.3.3. Calculos.

I.a concentracién de IGF-II en las muestras se calculd por el procedimiento
usado en el RIA de IGF-1.

TECNICAS ELECTROFORETICAS.

Bajo este epigrafe se reunen una serie de técnicas basadas en la migracién que
experimentan las especies idnicas en un solvente (en un medio liquido) por la accién
de un campo eléctrico.

vi= p. E
donde, v; es la velocidad lineal de migracion, u, la movilidad iénica y, finalmente,
E, el campo eléctrico continuo.

Asi pues, los diferentes iones de una muestra se desplazan bajo el efecto
continuo del campo eléctrico, hacia el citodo o el dnodo segin el signo de su carga
y a una velocidad propia de cada uno.

Para el andlisis de las muestras se emplean soportes inertes (geles de agarosa,
poliacrilamida...) que posibilitan:

a) la utilizacion de pequefias cantidades de muestras (del orden de ul} y su
clara visualizacion;

b) separacion de los componentes de la muestra con gran resolucion;

¢) y, tiempos de analisis cortos.

2.14. ANALISIS DE LAS PROTEINAS LIGADORAS DE IGF: WESTERN
BLOT.

2.14.1. Fundamento.

En el "Western blot", en primer lugar se lleva a cabo una electroforesis en
condiciones no reductoras para no desnaturalizar las proteinas (transportadoras de
glucosa o de IGFs), para separar las distintas IGFBPs, y a continnacion, dichas
proteinas se transfieren a una membrana (de PVDF o nitrocefulosa) que se incubard
con anticuerpos especificos contra determinadas IGFBPs ("inmunoblot") o con '*I-
IGF-1 6 II ("ligand blot", Hossenlopp, 1936).

2.14.2. Electroforesis.

Se realizo con el sistema Mini Protean I de Bio Rad (Richmond, California).
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2.14.2.1. Preparacion del gel.

El gel de poliacrilamida tiene dos zonas diferentes: una breve con una
concentracion de acrilamida del 5% llamada gel acumulador (alinea las muestras
aplicadas) y otra que contiene un 12% de acrilamida que separa las proteinas (gel
separador) que corren a su través. La composicion del gel separador es la siguiente:
agua, Tris-HC1 0.375M pH 8.8, SDS 0.1% (p/v), acrilamida/bis 40%, APS 0.05%
(p/v) y TEMED. El gel acumulador incluye en su composicion los mismos reactivos
que el separador, sélo difieren en el porcentaje de poliacrilamida y en la
concentracién del Tris-HCI empleado, 0.125M pH 6.8 en el gel acumulador frente
a 0.375M pH 8.8. en el gel separador.

2.14.2.2. Preparacion de las muestras.

Las muestras se prepararon momentos antes de su aplicacion. Se diluyeron
1:10 ("Western ligand blot" e "inmunoblot™) (Figura 5) en tampén LSB 2x (Laemmli
sample bufffer, Laemmli, 1970} que estd constituido por Tris-HCI 0.0625M pH 6.8,
glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v) y como colorante azul de bromofenol 0.005%
(p/v). A continuacién, se calentaron 5 minutos a 95°C, y se dejd que tomaran la
temperatura ambiente antes de su aplicacion.

Como marcador de peso molecular se empled un patrdn de amplio rango (6.5-
200kDa) de BioRad.

Finalmente, se aplicaron al gel las muestras y el patrén.

2.14.2.3. Condiciones de electroforesis.

La electroforesis se efectud en el seno de una disolucién formada por glicina
192mM, Tris base 25mM, SDS 0.1% (p/v) en agua destilada bajo una corriente
continua de 125 V que se prolong6 hasta que el frente de tincién alcanzd el borde
inferior del gel.

2.14.3. Electrotransferencia.

La transferencia electroforética se realizd en el sistema Mini-trans-blot de
BioRad y se utilizd como soporte para la transferencia una membrana de nitrocelulosa
de 0.2um de tamafio de poro,

Una vez concluida la electroforesis se extrajeron los geles y se sumergieron
en ¢l tampon de transferencia (Tris base 25mM, glicina 192mM y metanol 20% (p/v)
en agua a pH 8.3). A continuacion, cada gel se puso en contacto con la membrana

de nitrocelulosa y se situaron entre dos laminas de papel Whatmamm 3MM vy dos
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almohadillas. Este montaje se colocd sobre un soporte para geles que se introdujo en
la cubeta de transferencia. El proceso de transferencia se efectud a 100 V durante 2
horas en el tampdn ya sefialado.

2.14.4. Western ligand blot.

2.14.4.1. Reactivos.

Los tratamientos posteriores de la membrana se realizaron en un tampdén
("ligand blot buffer”, LBB) que estd formado por Tris-HC1 0.01M pH 7.55, cloruro
sodico 0.15M, azida sddica 0.1% (p/v) en agua. Esta disolucion fue la base para Ia
preparacion de otras:

1. Soluciones para la preparacion de la membrana:

a) Solucién de Nonidet- P40 3% (v/v) en LBB.
b) Solucién de BSA al 1% (p/v) en LBB.
¢) Solucidn de Tween-20 al 0.1% (v/v) en LBB.

2. Solucién para la incubacién de la membrana. En ella se diluyé el
radioligando y estuvo constituida por BSA al 1% (p/v) y Tween-20al 0.1% (v/v) en
LBB.

3. Soluciones para el lavado de la membrana.

a) Solucién de Tween-20 al 0.1% en LBB.
b) LBB.

2.14.4.2. Preparacion de la membrana.

Antes de incubar la membrana con el radioligando se sometié a una serie de
lavados con los que se bloquearon sus sitios de union libre por la exposicion a una
alta concentracion de BSA. Asi pues, la membrana se lavé en primer lugar con
Nonidet-P40 a temperatua ambiente durante 30 minutos y ligera agitacién, a
continuacion con una solucidn de BSA durante 2 horas, y finalmente, con una
disolucién de Tween-20 (10 minutos).

2.14.4.3. Incubacion con el radioligando.

Una vez finalizados los lavados, 1a membrana se incubd6 sin agitacion con una
alicuota de una solucién de radioligando preparada momentos antes (1.5.10° cpm '[-
IGF-1 6 II) durante 18-20 horas a 4°C.

2.14.4.4. Lavado y deteccion de las IGFBPs.

Finalizada la incubacion, se procedid al lavado de la membrana con ligera

agitacion para eliminar el exceso de radioligando no incorporado, primero con LBB
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y Tween-20 (dos veces) y después con LBB (3 veces) durante 15 minutos a 4°C. A
continuacién, y una vez seca la membrana, se puso en contacto con una pelicula y
entre pantallas intensificadoras a -80°C, procediéndose después a su revelado (Agfa
Curex 60).

La integracion por volumen de las bandas obtenidas por el Densitémetro
Personal de Molecular Dynamics (Sunnyvale, California) se expresdé como unidades
arbitrarias de la densidad éptica.

2.14.5. Western inmunoblot.

2.14.5.1. Reactivos.

El posterior procesamiento de la membrana se llevd a cabo en tampdn TBS
("Tris-buffered saline") formado por Tris-HCI 0.05M pH 7.4 y cloruro sddico 0.2M
en agua destilada. Esta disolucién constituyd la base para la preparacion de los
siguientes tampones:

1. TBS-Tween: Tampén TBS con Tween-20 al 0.75% (v/v).

2. Solucién bloqueante: TBS-Tween con leche en polvo desnatada al 5% (p/v).
Su preparacion es externpordnea.

3. Solucion de preincubacién: TBS con 0.05mg/ml de BSA.

4. Anticuerpo primario: Se trata de un anticuerpo policlonal obtenido en
conejos inmunizados contra bIGFBP-2 (de células de rifién). Se empled al titulo
recomendado por el proveedor (UBI, Inc., NY, USA), 1:2000.

5. Anticuerpo secundario: Se obtiene en cabras inmunizadas con anticuerpo
de conejo y es una Inmunoglobulina-G (H+L) conjugada con fosfatasa alcalina
(BioRad).

6. Soluciones de revelado:

a) Tampdn Tris-MgCl, constituido por Tris-HCI 0.1M pH 9.5y MgCl,
0.5mM en agua destilada.

b) Solucion NBT: 30mg/ml en N,N-dimetilformamida al 70% (v/v, en
agua destilada).

¢) Solucion BCIP: 15mg/ml en N,N-dimetilformamida.

Las proporciones utilizadas fueron: 100 Tris-MgCl,: 1 solucién NBT: 1
solucion BCIP.

2.14.5.2. Preparacion de la membrana.

Al igual que sucede en el "ligand blot", se deben bloquear los sitios de union
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libres de la membrana antes de incubarla con el primer anticuerpo; esto se consiguid
exponiéndola a una alta concentracion de proteina, presente en la leche en polvo.

Todos los lavados e incubaciones se realizaron a temperatura ambiente y con
ligera agitacion. Asi, en primer lugar se lavo la membrana con TBS-Tween durante
5 minutos, para después sustituir este tampdén por solucidn bloqueante donde se
mantuvo la membrana durante 30 minutos y, finalmente, se hicieron dos lavados de
5 minutos con TBS-Tween.

2.14.5.3. Incubacién con ¢l primer anticuerpo.

Una vez finalizados los lavados, se incubd la membrana durante 2 horas con
una alicuota de solucién de preincubacion donde estaba diluido el anticuerpo primario
al titulo deseado y TBS-Tween. Transcurrido el tiempo de incubacién, se favé la
membrana una vez en solucion bloqueante y tres en TBS-Tween (5 minutos cada
lavado).

2.14.5.4. Incubacién con el anticuerpo secundario,

Se incub6 ahora la membrana con una alicuota del segundo anticuerpo y TBS-
Tween durante un tiempo que oscilo entre 1 y 3 horas. A continuacién, se lavé la
membrana tres veces con TBS-Tween y dos con TBS (5 minutos cada lavado) v se
seco entre papeles de filtro.

2.14.5.5. Deteccion de las IGFBPs.

El revelado se basa en una reaccidn quimica catalizada por la fosfatasa
alcalina conjugada al anticuerpo secundario que genera un producto insoluble de color
purpura sobre la membrana {Bers, 1985).

La membrana se sumergié en la solucidn de revelado durante el tiempo que
se considerd conveniente seglin ¢l fondo y sefial deseados, y para detener 1a reaccion
s€ mantuvo en un recipiente con agua destilada durante 10 minutos. Finalmente, la
membrana se dejd secar entre papeles de filtro.

2.14.6. Western inmunoblot.

2.14.6.1. Reactivos.

Los tratamientos posteriores de la membrana se realizaron en un tampon
(TBS) canstituido por Tris-HCI 10mM pH 8 y cloruro sddico 150mM. Este tampdn
sirvid de base para otras disoluciones empleadas en el analisis:

1. Solucion de bloqueo: TBS con leche en polvo desnatada al 5% y Tween al
0.05%.
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2. Solucién de bloqueo: Esta constituida por TBS y Tween al 0.05%.

3. Anticuerpos primarios: Se trata de anticuerpos policlonales (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA) obtenidos en carneros inmunizados contra péptidos que
corresponden a los aminodcidos 254-272 del extremo C-terminal del precursor de la
IGFBP-1 de ratén o a los aminoéacidos 288-305 del mismo extremo del precursor de
la IGFBP-2 de ratén. Se emplearon a un titulo de 1:100 diluidos en una alicuota de
solucidn de blogueo.

4. Anticuerpo secundario: Se trata de un complejo formado por una
Inmunoglobulina-G-peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology) que se diluye en solucién
de blogqueo a un titulo de 1:1.000.

En estos experimentos, se empled como marcador de peso molecular un
patron pretefiido de amplio rango (4-250kDa) de Novex.

2.14.6.2. Preparacion de la membrana.

Para bloquear los sitios de union libre de la membrana, esta fue tratada con
una solucién rica en proteinas lacteas durante 45 minutos, a temperatura ambiente y
con ligera agitacion.

2.14.6.3. Incubacion con el anticuerpo primario.

La incubacion de la membrana con el correspondiente anticuerpo se realizé
durante una noche a 4°C y con ligera agitacion. Después se sumergio la membrana
en una solucidén compuesta por TBS y Tween al 0.05% y se efectuaron tres lavados
de 5 minutos, a temperatura ambiente y con agitacion.

2.14.6.4. Incubacién con el anticuerpo secundario.

La membrana se puso en contacto con el segundo anticuerpo a temperatura
ambiente durante 60 minutos, con ligera agitacién. A continuacién, se realizaron 4
lavados iguales a los anteriores, de 5 minutos de duracion, a temperatura ambiente
y con agitacién; los 3 primeros lavados se efectuaron con TBS y Tween al 0.05%,
y el dltimo sélo con TBS.

2.14.6.5. Deteccion de las IGFBPs.

La visualizacion de las IGFBPs se logré mediante Ja técnica de
quimioluminiscencia. La peroxidasa ligada al segundo anticuerpo en presencia del
peréxido de hidrogeno oxida al luminol; en este proceso se genera una molécula
intermedia emisora de luz que es capaz de impresionar una pelicula. La senal

obtenida es proporcional a la cantidad de complejo imnunoldgico que hay sobre la
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membrana, esto es, a la cantidad de proteina (IGFBP-1, 2 o como veremos mds
adelante, GLUT-1, 2 6 4) previamente transferida a esta.

I.a membrana se tratd con los reactivos de un kit suministrado por Amersham
(ECL), y la intensidad de las bandas obtenidas se cuantificG en un Densitdmetro

Personal (Molecular Dynamics).

2,15, ANALISIS DE LOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA (GLUTS):
WESTERN INMUNOBLOT.

El procedimiento seguido fue la técnica del "Western blot”, cuyos detalles se
han descrito en el apartado anterior. En este caso, las condiciones para la
electroforesis y electrotransferencia, al igual que la composicion de los geles de
poliacrilamida, fueron las mismas que alli se describieron. No obstante, cabe destacar
varios aspectos que fueron distintos en este ¢aso:

a) Las muestras se pusieron en contacto con el LSB a temperatura ambiente
durante 30 minutes, no se calentaron.

b) La electrotransferencia no se efectud sobre una membrana de nitrocelulosa
stno sobre una de difluoruro de polivinilideno (Immobilon, Millipore) que
previamente habia sido sumergida en metanol (30s) y, a continuacién, en agua (60s).

c) El marcador de peso molecular utilizado fue la fumarasa (48.500Da) por
su similitud con el peso molecular de los GLUTSs (Sigma).

2.15.1. Preparacion de las muestras.

2.15.1.1. Reactivos.

La extraccién de las membranas se llevé a cabo en distintos tampones en
funcion del tejido que se tratara.

1. Tampo6n de homogeneizacion de los tejidos musculares y corazon: Esta
constituido por HEPES 250M, sacarosa 250mM, EDTA 4mM, benzamidina 25mM,
PMSF 0.2mM, inhibidor de tripsina 1U/ml y pepstatina 1uM a pH 7.4. Esta
disolucién también se empled para la resuspension de estos tejidos.

2. Tampén de homogeneizacion del higado: Esta formado por HEPES 25mM,
sacarosa 250mM, EDTA 1mM, DTT 3mM, PMSF 0.ImM e inhibidor de tripsina
0.26U/mi a pH 7.4.

3. Tampon de resuspension del higado: Se compone de Tris 50mM, sacarosa

250mM, cloruro potisico 100mM y cloruro de magnesio 5SmM a pH 7.4.
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2.15.1.2. Extraccion de las membranas de tejidos musculares y corazon.

El proceso seguido para obtener la fraccidon membranosa cruda (membranas
globales) fue descrito por Santalucia y col. (1992). Los tejidos (0.3-0.5g) se
homogeneizaron en 10 volimenes de tampén de homogeneizacion y se centrifugaron
a 4°C y 15.000g, durante 20 minutos en ¢l caso de los musculos esqueléticos y a
10.000g, 5 minutos cuando se tratd de musculo cardiaco. Los sobrenadantes
obtenidos se enriquecieron en cloruro de potasio hasta obtener una concentracién de
0.8M. Se incubaron 30 minutos a 4°C con agitacién y, a continuacién, se
centrifugaron: el extracto cardiaco a 150.000g, durante 2 horas, y los extractos
procedentes del gastrocnemius y el cuadriceps a 200.000g, 1.5 horas. El sedimento
obtenido se resuspendid en el tampdn empleado para la homogeneizacién, y tras
determinar la concentracidn proteica del extracto se almacené a -80°C hasta el
momento de su analisis.

2.15.1.3. Extraccién de las membranas hepiticas.

El método aplicado para extraer la fraccién membranosa fue una adaptacién
del descrito por Thorens y col. (1988). Se partié de unos 0.2g de tejido, que una vez
homogeneizados en 10 volimenes de tampén, se centrifugaron a 4°C y 8.000g
durante 10 minutos. El sobrenadante se volvid a centrifugar durante 20 minutos a la
misma velocidad y el nuevo sobrenadante se centrifugd a 150.000g durante 40
minutos. El sedimento obtenido se resuspendid en un tampdn distinto al de
homogeneizacion y finalmente se analizd su concentracion proteica y se almacend a -
80°C.

2.15.2, Western inmunoblot. (Figura 6)

2.15.2.1. Reactivos.

1. Solucidn de bloqueo: PBS (NaCl 0.135M, KCI 2.7mM, KH,PO, 1.4mM,
Na,HPO, 8mM, pH 7.4) con leche en polvo desnatada al 5%. Su preparacion es
extemporanea.

2. Anticuerpos primarios: Se trata de anticuerpos policlonales (Biogénesis)
obtenidos en conejos inmunizados contra:

- un péptido que incluye los 12 aminodcidos del extremo C-terminal del
transportador (anti-GLUT-4);

- un péptido sintético de secuencia basada en la prevista del GL.UT del cerebro
de la rata (anti-GLUT-1),
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- un péptido sintético que incluye los 25 aminodcidos C-terminales de la
secuencia del GLUT-2 de rata y otro péptido que contiene los 13 aminodcidos
terminales del mismo tramo.

Se utilizaron a un titulo de 1:1.000 para el GLUT-2 y 4 y de 1:5.000 para
GLUT-1 diluidos en PBS con BSA al 3% y azida sédica al 0.02%.

3. Solucién de lavado: PBS con Tween al 0.1%.

4. Anticuerpo secundario: Consiste en un complejo formado por
Inmunoglobulina-G-peroxidasa (Sigma) que se diluyd en PBS con leche desnatada al
1% y Tween al 0.05%.

2.15.2.2, Preparacién de la membrana.

Después de la electrotransferencia se procedié al bloqueo de los sitios de
ligadura inespecifica de la membrana mediante el tratamiento con una solucién rica
en proteinas lacteas durante 2 horas, con ligera agitacion y a temperatura ambiente.

2.15.2.3. Incubacién con el anticuerpo primario.

Se incubo la membrana con el anticuerpo correspondiente durante una noche
a 4°C y con una ligera agitacién. A continuacién, se sumergi6é [a membrana en una
solucion de PBS con Tween y se hicieron 4 lavados de 10 minutos a 37°C y con
agitacion.

2.15.2.4. Incubacion con el anticuerpo secundario.

Se puso en contacto ahora la membrana con el segundo anticuerpo durante 60
minufos, a temperatura ambiente y con ligera agitacidon, Transcurrido el tiempo de
incubacion se realizaron 4 lavados iguales a los anteriores (10 minutos, 37°C y con
agitacion).

2.15.2.5. Deteccion de los GLUTs.

Para visualizar los GLUTs se utilizé la técnica de quimiotuminicencia, y la
cuantificacién del volumen de la mancha se realizé en un densitometro (Molecular

Dynamics).

Destacamos que la puesta a punto del método de determinacién de los
transportadores de glucosa fue realizada con la colaboracién del Dr. Fernando
Escrivd Pons, perteneciente a nuestro grupo de investigacion, a quien agradecemos

de nuevo su ayuda desinteresada.
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2.16. ANALISIS DE EXPRESION DE IGFs E IGFBPs: ENSAYO DE
PROTECCION DE RIBONUCLEASAS.

2.16.1. Extraccion del ARN total.

2.16.1.1. Preparacion de las muestras.

El ARN total se preparé por homogeneizacion de los tejidos en tiocianato de
guanidina segin el método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987). Se partid asi
de una pequefia cantidad de higado que se homogeneizé en una disolucién formada
por un 45% de solucién D (tiocianato de guanidina 4M, citrato sédico 25mM pH 8
y lauril sarcosina 0.5%), 50% de fenol, 4% de acetato sodico 2M y un 10% de CIA
(cloroformo y alcohol isoamilico en una proporcion 24:1). EI ARN asi obtenido se
purific6) mediante una segunda extraccién, se resuspendié en EDTA 0.5mM vy, por
ultimo, se procedid a su valoracién.

1. Valoracion del ARN.

a) Cuantitativa.

El ARN total se cuantificé comparando la absorbancia de la muestra con un
blanco (EDTA 0.5mM y agua) a tres longitudes de onda diferentes: 260nm (maximo
de absorcion del ADN y ARN), 280nm (maximo de absorcion de las proteinas) y
310nm (maximo de absorcién de impurezas). Esta operacion nos permitié conocer la
concentracion de la muestra (medida de la absorbancia a 260nm), eliminar las
interferencias debidas a las impurezas y también estimar la calidad del ARN extraido
mediante el cociente de la absorbancia a 260 y 280nm, de manera que las muestras
cuya relacion 260/280 no oscilaba entre 1.7 y 2.2 fueron desechadas.

b} Cualitativa: Electroforesis,

LLas muestras se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa, lo que nos
permitioé confirmar la integridad de! ARN y normalizar su cantidad en las distintas
calles.

- Preparacién del gel: Para preparar el gel se hirvio la agarosa disuelta en la
solucion tamponadora (Mops 20mM, acetato de sodio SmM y EDTA ImM) en una
proporcién del 1.1%. A continuacién, se le adiciond formaldehido (15%) y se esperd
hasta su compactacion.

- Preparacion de las muestras: 1.as muestras se prepararon momentos antes
de su aplicacidon. Se tomé el volumen necesario para aplicar una cantidad de ARN

determinada y se igualaron volimenes con agua. A continuacién, se le adiciond un

87



Material y métodos

volumen de tampon desnaturalizante (67 % formamida, 13% de formaldehido y 20%
de Mops 0.2M, acetato de sodio 50mM y EDTA 10mM) y un 4% de bromuro de
etidio para tefiir las bandas de ARN ribosomal 18 y 28 s. Finalmente, se calentaron
las muestras durante 5 minutos a 65°C y se les afadio un 10% de azul de bromofenol
(colorante de la electroforesis).

- Condiciones de la electroforesis: Para la electroforesis se empleo el sistema
Subcell Electrophoresis Cell de BioRad (Richmond, CA) y se empled como tampén
electrodo Mops (Mops 20mM, acetato de sodio SmM, EDTA 1mM). La
electroforesis se efectud con corriente continua a 50 V durante 4 horas.

2.16.2. Ensayo de proteccion de ribonucleasas.

2.16.2.1. Fundamento.

El anilisis se basa en la hibridacién en solucién de una ribosonda con el ARN
de una muestra, la digestién de los fragmentos no hibridados y la posterior separacion
de esos hibridos en geles de poliacrilamida. Para ello, se parte de un ADNc
plasmidico donde se encuentra el inserto correspondiente a los diferentes IGFs ¢
IGFBPs. Asi, en presencia de una ARN polimerasa, y a partir del promotor del ADN
plasmidico, se inicia la sintesis de una cadena de ARN marcada radiactivamente con
P-UTP (ribosonda) que va a ser complementaria a la cadena de ADN. A
continuacion, se adiciona la ribosonda a la muestra de ARN donde hibridara con los
transcritos de ARN complementarios. Finalmente, los fragmentos de ARN no
hibridados son degradados por las ARNasas y los hibridos (ARN-ARN) se separan
en geles de poliacrilamida.

2.16.2.2. Preparacién de las muestras.

Después de comprobar la integridad del ARN y normalizada su cantidad para
los distintos grupos experimentales, se prepararon las muestras para su andlisis.

La cantidad de ARN total hepitico utilizado para los diferentes estudios fue
de 20pg; se igualaron los volumenes de las muestras con agua DEPC y se dejaron
precipitando en 0.1 voliimenes de acetato s6dico 3M y 2.5 volimenes de etanol puro
a -20°C hasta el momento de su analisis.

2.16.2.3. Sintesis de Ia ribosonda.

2.16.2.3.1. Reactivos.

1. ARNasa A (50u/mg): enzima extraida de pancreas porcino y proporcionada

por Boehringer Mannheim (Leverkusen, Alemania).
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2. Proteinasa K (20u/mg): se trata de una endopeptidasa obtenida del
Tritiriachum album (Bochringer Mannheim).

3. EcoRI (10u/ul): enzima de restriccién servida por Boehringer Mannheim.

4. Hind III (10u/pl}: enzima de restriccién obtenida de Boehringer Mannheim.

5. Sistema ribosonda Gemini III Care: se empleé para generar las sondas de
ARN (Promega, Madison, WI, USA) e incluia los componentes necesarios para la
reaccion de transcripcién, como son: TSC (tampdén de transcripcién), DTT
(antioxidante), ARNsin (inhibidor de ARNasas}, dNTPs (nucleétidos no marcados:
dATP, dCTP, dGTP y dUTP)}, ARN polimerasas (T7 y SP6).

6. ADNasa I (10u/ul): enzima extraida de pancreas porcino, libre de ARNasas
que fue adquirida de Bochringer Mannheim.

7. ¥P-UTP (10mCi/ml): nucleétido marcado (Nuclear Ibérica, Madrid).

2.16.2.3.2. Obtencion del plasmido.

1. Crecimiento de las bacterias.

Ias bacterias se semnbraron en un medio constituido por agar y ampicilina, lo
que nos permitié el aislamiento de las cepas de E. coli resistentes a este antibidtico,
ya que son estas las que presentaron el plasmido que incluia el ADNc de los IGFs y
ias IGFBPs.

Una vez aisladas las bacterias, se cultivé una colonia en un calde LB
(triptona, cloruro sédico y extracto de levadura) con ampicilina (50ug/ml) a 37°C
durante & horas.

2. Aislamiento del pldsmido.

Para extraer el ADNc plasmidico se rompio la pared bacteriana mediante la
adicion de una pequefia cantidad de lisozima, y la membrana plasmatica, con ayuda
de la solucion de lisis (hidroxido sddico 2.4mM y SDS 0.12%) y se precipitaron las
proteinas y el ADN cromosdmico con acetato potasico 1.5M pH 4.5 y el ADN
plasmidico con isopropanol. Este ADN plasmidico asi obtenido se purificé mediante
la adicion de ARNasa A (10mg/ml) y proteinasa K (250ug/ml) que elimininaron el
ARN vy las proteinas, respectivamente. Tras la adicién de PMSF, se anadié fenol a
la mezcla y se reprecipité el ADN plasmidico con acetato sédico 0.15mM y un
0.38% de etanol.

El ADN plasmidico se resuspendid en TE pH 8 (Tris base 10mM y EDTA

0.1mM) y se procedid a su valoracién.
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3. Valoracién del ADN.

a) Cuantitativa.

Al igual que en el caso de la valoracién del ARN, la concentracién del ADN
se cuantificé por la medida de las absorbancias de la muestra (ADN y agua) frente
a un blanco (TE y agua) a las tres longitudes de onda ya mencionadas: 260, 280 y
310nm. También, como en el caso del ARN ya mencionado, se mostré una especial
atencién al cociente resultante de la relacién 260/280.

b) Cualitativa: Electroforesis,

Las muestras de ADN plasmidico se sometieron a una electroforesis en gel de
agarosa para confirmar su iniegridad.

- Preparacion del gel: Se hirvié una proporcion de agarosa del 1% en solucién
tampon (TAE pH 7.2, Tris base 1.6M, acetato sddico 0.8M, EDTA 40mM) y cuando
la mezcla estuvo transparente, se dejo enfriar unos minutos y se virtid en el soporte.

- Preparacion de las muestras: Se tomd una pequefla cantidad de muestra (1-
1.5ul), se diluyd en el tampdn de electroforesis (1:5) y se le adiciond un 10% de
colorante (azul de bromofenol).

En todos los geles se incluyo ademas un standard (Lambda DNA-Hind III) que
nos ayud6 a conocer la concentracién de cada banda por su intensidad y su peso
molecular, Este standard fue tratado de la misma manera que las muestras.

- Condiciones de la electroforesis: Para la electroforesis se emple6 el sistema
Mini-Subcell Electrophoresis Cell de BioRad (Richmond, CA) y se utilizé como
tampon de electrodo TAE con bromuro de etidio al 0.075%. La electroforesis se
realizé con corriente continua a 70 V durante una hora.

2.16.2.3.3, Linearizacion del plasmido.

Una vez comprobada la integridad del ADNc se procedié a linearizar el
inserto en el que se encuentra €l vector que expresa los IGFs y las IGFBPs. Esto se
consiguid incubando una cantidad de ADNc plasmidico (200ug-1mg) con la enzima

de restriccién y su tampoén especificos para cada inserto (Tabla 2):
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Tabla 2.- Enzimas de restriccion.

ADNc INSERTO ENZIMA DE RESTRICCION  TAMPON
IGF-I pGEM-3 Hind 1

IGF-II pGEM-3 Hind III B
IGFBP-1 pGEM-3 Hind 111 B
IGFBP-2 pGEM-4Z Hind III B
IGFBP-3 pGEM-4Z EcoRI H

La incubacién con la enzima se realizé a 37°C durante 8 horas y en las
proporciones: 83 agua: 6 ADN: 10 buffer RE: 1 RE. A continuacién, y una vez
terminada la digestidn se procedid a purificar el plasmido mediante repetidas
extracciones con fenol y por iltimo, por precipitacion con 0.83% de etanol puro y
acetato sodico 0.12mM.

El ADNc plasmidico se resuspendié en TE y se valord para comprobar su
correcta linearizacion. En este caso, el gel mostrd una dnica banda correspondiente
al ADN linearizado y el standard LLambda DNA-Hind IIT (490ug/ml, Promega) nos
permitié comprobar que su peso molecular correspondia efectivamente a dicho
inserto.

2.16.2.3.4. Marcaje de la ribosonda.

Esta etapa incluye dos partes: reaccion de transcripcion (sintesis de la sonda
de ARN) y reaccion de la ADNasa (destruccion del ADNe plasmidico).

1. Reaccidon de transcripcion.

Las ribosondas se construyeron segun las técnicas descritas por Lowe y col.
(1987). Se generaron las sondas marcadas por la incubacion del plasmido linearizado
(200-400ng/ul) con *P-UTP («) y con los demds nucleétidos frios (dATP, dGTP y
dCTP) en presencia de la ARN polimerasa adecuada (Tabla 3) y de esta manera, se

construyeron ribosondas antisentido {(complementarias con el ADN).
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Tabla 3.- ARN polimerasas.

RIBOSONDA  ARN POLIMERASA  TAMANO FRAGMENTO PROTEGIDO

IGF-I T7 IGF-Ia 224bp y Ib 386bp
IGF-1 17 500bp

IGFBP-1 SP6 300 y 700bp
IGFBP-2 SP6 550bp

IGFBP-3 T7 343bp

2. Reaccion de ln ARNasa.

Se procedié a la eliminacién del ADN mediante la digestion con la ADNasa

I y a continuacién, a la purificacién del ARN por medio de extracciones con fenol
y una primera precipitacion con acetato sddico 0.06mM y 70% de etanol. Después
se volvid a precipitar con acetato sédico 0.04mM y un 98% de etanol y se procedid
al contaje de una pequefa alicuota (1ul) en un contador de centelleo (1209 Rackbeta
LKB Wallac).

2.16.2.3.5. Hibridacién en solucion.

2.16.2.3.5.1. Reactivos.

1. ARNasa T, (100.000u/ml): enzima obtenida de Aspergilius oryzoe y
proporcionada por Boehringer Mannheim.

2. ARNt: se obtiene a partir de la levadura de la cerveza y ayuda a precipitar
el ARNm (Boehringer Mannheim).

2.16.2.3.5.2, Hibridacion de la ribosonda.

El ARN total hepatico (20ug) obtenido de los diferentes grupos experimentales
fue hibridado con 500.000cpm de la ribosonda marcada durante 18 horas a 45°C en
una solucion que contenia formamida al 75%, Tris 80mM, EDTA 4mM, cloruro
sodico 1.6M y SDS al 0.4%.

2.16.2,3.5.3. Digestion de la ARNasa.

La digestidn de los fragmentos de ARN no hibridados se realizé con 40pg/ml
de ARNasa A y 2ug/ml de ARNasa T, (Lowe, 1987; Herniandez, 1990) durante una
hora a 37°C. A continuacidn, se purificaron los fragmentos protegidos, previa
eliminacion de las ARNasas con ayuda de proteinasa K (0.2ug/ml), mediante la
extraccion con fenol y cloroformo seguida de una precipitacién con etanol.

Finalmente, los hibridos fueron sometidos a la electroforesis.
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2.16.2.3.5.4. Electroforesis.

Los hibridos protegidos (ARN-ARN) se sometieron a electroforesis en gel
desnaturalizante y se empled el sistema Sequi-gen II Sequencing Cell de BioRad.

1. Preparacion del gel.

La polimerizacion del gel se produjo en el aparato, y se ilevd a cabo por la
adicién a una solucién formada por poliacrilamida 8%, urea 8M y TBE 5% (Tris
base IM y EDTA disodico 20mM), un 0.037% de TEMED y APS 0.13mM. El
espesor del gel fue de 0.2 mm.

2. Preparacion de las muestras.

Las muestras fueron tratadas con un tampon que contenia un colorante de
electroforesis constituido por xileno cianol al 1% y azul de bromofenol al 1%. A
continuacion, se calentaron 3 minutos a 95°C y se enfriaron en hielo.

En todos los geles se incluyeron, ademds de las muestras, carriles para la
ribosonda no tratada con ARNasas (control negativo) y para la ribosonda digerida con
ARNasas (control positivo).

3. Condiciones de la electroforesis.

Se efectud en tampoén de electrodo TBE (Tris base 1M, 4cido borico 1M,
EDTA disédico 20mM) a 40 W hasta que el frente de tincidn del colorante alcanzd
la parte inferior del gel.

2.16.2.3.5.5. Cuantificacion densitométrica.

La autorradiografia se realizo a -80°C poniendo en contacto el gel con una
pelicula. Las bandas, que representan los fragmentos protegidos, se cuantificaron por

densitometria (Molecular Dynamics).

Destacamos y agradecemos de nuevo la colaboracidon del Dr. Luis Goya
Sudrez, compabero de nuestro grupo de investigacién, por su ayuda en la puesta a

punto del andlisis de proteccién de la RNasa.

2.17. OTRAS DETERMINACIONES ANALITICAS.
2.17.1. Analisis de la glucemia.
2.17.1.1. Glucosa en sangre.
La determinacion se realizd en un analizador Reflolux II M (Boehringer

Mannheim); se trata de un aparato portatil frecuentemente utilizado por las personas
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diabéticas para el autocontrol de su glucemia. Es un fotdometro de refexién cuyo
funcionamiento se basa en la coloracion de una tira de plastico en cuyo extremo hay
una zona impregnada de reactivo. Dicha zona se divide en dos mitades que se
colorean con distinta intensidad y son leidas por un sistema de doble haz, lo que
permite un amplio intervalo de mediciéon (10-500mg/100ml). El tiempo total
empleado en la determinacién fue de 2 minutos.

2.17.1.2. Glucosa en sangre desproteinizada.

La desproteinizacion de la sangre (30ul) se efectué con una mezcla a partes
iguales (150ul) de sulfato de cinc e hidrdxido de bario (mezcla de Somogyi). A
continuacién, se centrifugd durante 5 minutos a 13.000rpm y se analizo la glucosa
por el método de la glucosa oxidasa (GOD) en 50ul del sobrenadante.

Este analisis se basa en que la glucosa-oxidasa cataliza la oxidacién de la
glucosa a gluconato, reaccidén que se acopla a una oxidacion de un cromdgeno que
genera un compuesto coloreado por 1a accién de la peroxidasa (POD):

GOD
a) Glucosa + O, + H,O > Gluconato + H,0,

POD
b) H,O, + Cromdgeno > Compuesto coloreado + H,0

La medida de la absorbancia a 420nm (méaximo del compuesto coloreado) de
las muestras se compard con la ofrecida por una solucidn patrén de glucosa de
9. 1mg/ml (Boehringer Mannheim), lo que permitid el cdlculo de la concentracion

sanguinea de glucosa segin la expresion:

A
Zpzoblema » 100= mg glucosa/100 ml sangre

'Apa trén

2.17.2. Determinacion de las proteinas.

Las proteinas de los diferentes extractos crudos de membrana se determinaron
por el método de Bradford (1976), utilizando una solucioén de Img/ml de - globulina
como standard (Sigma). Se trata de un ensayo colorimétrico basado en el cambio de

absorbancia que experimenta una solucién dcida de Coomassie Brillant Blue G-250
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{465nm) cuando se pone en contacto con proteinas (595nm).

Se prepard una curva patrdn a partir de la solucion standard que abarcé desde
0-40mg/ml. A continuacion, a los tubos de la curva pairén y a los problemas se les
anadid 1ml de reactivo de coloracion (BioRad Potein Assay) previamente diluido
(1:5) y filtrado. Por Gltimo, tras 5 minutos de incubacién en la oscuridad, se procedio
a la lectura de los tubos en el espectrofotometro a 595nm.

La concentracién proteica de los extractos de membrana se conocid por la

interpolacion de los valores de sus absorbancias sobre la recta de la curva patrén.

2.18. CALCULOS ESTADISTICOS.

Los resuitados se expresan como media £ desviacion standard (D.S.).

-
D.S. 2\{2 e %) - E.5. = 2.5
n-1 T

El nlmero de datos de cada poblacién (n) se detalla en cada experimento
concreto.

En todos los casos, de manera previa al analisis estadistico pertinente, se
aplicé el test de la X? para rechazar aquellos datos que se hallaban sensiblemente

alejados de la media y que no se inclufan dentro del intervalo

_ 5 %\
X £ ,|x° E(———n - 11)

i=1

donde X* se determind en las tablas correspondientes en funcién del nimero de datos
que quedaban fuera del intervalo definido.

2.18.1. Analisis de la varianza.

El grado de significacion estadistica de la diferencia entre las medias de dos
poblaciones se determiné mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) de una via
(muestras independientes) o de dos vias (muestras apareadas). Este andlisis consiste
en comparar las varianzas Sy’ (variabilidad de los datos dentro de cada muestra

debida sélo al azar) y Sg* (variabilidad entre las muestras debida al azar y, si las
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medias son distintas, a que las muestras proceden de poblaciones distintas) por el
procedimiento de la F de Snedecor (Snedecor, 1956). Cuando el ANOVA es
significativo o se busca qué media son iguales y cudles distintas, se compara la

cantidad experimental

texp=
L. 1,
1 ke

con una ta(f;k) con f= mimero de datos totales - ndmero de grupos y k= mimero
de comparaciones a analizar. Esta cantidad to se determina en las tablas
correspondientes segin el test a aplicar, que depende a su vez del objetivo y la
planificacion del experimento. Una diferencia se considerd significativa a partir de
p<0.05.

2.18.2. Regresion lineal y correlacion.

El anilisis de regresion lineal se llevo a cabo por el método de los minimos
cuadrados. Para verificar si la correlacion obtenida era significativa se compard el

valor experimental (1

exp

) con una te de n-2 grados de libertad:
. (n-2yr?
fexp=,| —————
P 1=r®

donde r es el coeficiente de correlacién y n el nimero de parejas de datos,

Se considerdé que habia significacién a partir de p<0.05.
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3. RESULTADOS.
3.1. TIROIDECTOMIA (T) Y TRATAMIENTO CON METIMAZOL. (MMI) EN
PERIODO NEONATAL.

3.1.1. Evolucién del peso corporal.

Se estudia el peso corporal de los animales neonatales hipotiroideos de 10, 15
y 20 dias de vida, tanto de los tiroidectomizados quirurgicamente (5, 10 y 15 dias
después de la operacion) como de los tratados con MML

La Tabla 4 muestra el esperado incremento del peso de los animales en
relacién a su edad, tanto en la poblacién control como en las hipotiroideas
(tiroidectomizada y tratada con MMI), aunque siempre el peso corporal estuvo
disminuido respecto a las ratas control en ambas poblaciones hipotiroideas. No
obstante, cabe destacar que esta disminucién en el peso de los animales hipotiroideos
fue mas acusada en el caso de la poblacion tiroidectomizada (a los 10 dias de vida fue
de un 9.28% vy, a los 20 dias de vida, de un 40.19%) que en la tratada con MMI (a
los 10 dias de vida fue de un 0.47% vy, a los 20 dias de vida, de un 17.45%) respecto
a los controles, sin embargo, en ambos casos, a los 10 dias de vida, la diferencia
encontrada respecto a la poblacién control estaba ya disminuida.

3.1.2. Niveles séricos de T, y T, y plasmaticos e hipofisarios de GH.

De un modo andlogo a lo que sucedia con el peso corporal, las hormonas
tiroideas circulantes disminuyeron en ambos grupos de animales neonatales
hipotiroideos respecto al control (Figura 7) y ya, a los 10 dias de vida (5 dias después
de la operacidn), se encontrd una diferencia entre los niveles de T, v T, de las
poblaciones hipotiroideas (tiroidectomizada y tratada con MMI) respecto a la control.
La disminucion en las cifras de T, a esta edad (10 dias de vida) fue de un 55.29%
para las ratas tratadas con MMI y de un 70.64 % para las tiroidectomizadas respecto
a los animales control, mientras que en el caso de la T,, el descenso en los valores
circulantes fue de un 92.77% y un 91.19% para aquellas ratas a las que se le
administrd MMI y operadas, respectivamente, siempre respecto a los valores control
a los 10 dias de vida; por consiguiente, los animales tratados con MMI también
mostraron unos niveles de hormonas tiroideas muy disminuidos respecto a los de la
poblacidn control, aungue los niveles de descenso de T, no fueron tan bajos como en
las tiroidectomizadas.

En los animales tiroidectomizados, de forma inesperada, los niveles
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Tabla 4.- Peso corporal, niveles circulantes de glucosa, GH y contenido hipofisario de GH de ratas
neonatales tiroidectomizadas (T), controles y tratadas con MMI (MMI) sacrificadas a los 10, 15 y 20 dias

de vida (5, 10 y 15 dias después de la tiroidectomia) (ddT). Media de 8-10 animales + DS.

DIAS DESPUES T (ddT)

Dias de vida (| )

5ddT (10) 10 ddT (15) 15 4dT (20)

Peso corporal (g) B

T 15.35 £+ 1.02° 23.11 + 1.23 24.85 + (.83

Controles 16.92 + 0.47 30.29 + 0.29 41.55 + 0.71

MMi 16.84 + 0.35*° | 28.09 + 0.27%* | 34.30 + 0.95"
GH plasmatica {ng/mil)

T 226.93 + 38.02* | 81.78 £ 16.01 7.70 + 0.52*

Controles || 110.34 4 1321 | 7176 + 2.20 221 + 015

MMI 26.30 + 1.79* 4.81 + 0.26*° 2.57 £ 0.71
GH hipofisaria {(ug/mg)

T 3.69 £ ¢.01° 2.97 + 0.02 11.55 + 0.15°

Controles 257 + 0.09 3.00 £ 0.06 11.13 + 0.35

MMI 1.39 + 0.01** 2.79 + 0.08 10.32 + 0.08*
Glucemia (mg/100ml)

T 103.79 4+ 2.96* 113,41 + 1.08° | 105.92 + 4.85*

Controles 124,31 + 1.17 124,91 + 3.09 131.62 + 1.69

MMI 122,61 £ 1.21° } 11854 £ 2.57° | 127.29 + 435

p<C 0.05 respecto a las ratas C
p < 0.05 respecto a las ratas T
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dias después de la tiroidectomia) determinados por RIA. Media + DS de 8-10
animales. % Significacion estadistica respecto a los valores de la poblacion control.
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circulantes ¢ hipofisarios de GH aumentaron a los 5 y 15 dias después de la operacién
(10 y 20 dias de vida) respecto a los valores control (Tabla 4); sin embargo, a los 15
dias de vida (10 dias después de la tiroidectomia) no se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos de animales, aunque se mantuvieron altos,
probablemente por falta de poblactén. Por el contrario, las ratas tratadas con MMI
presentaron unos niveles de GH plasmatica inferiores a los de los animales control
(Tabla 4) en un 76.16% y un 93.30% a los 10 y 15 dias de vida respectivamente,
aunque a los 20 dias de vida, ambas poblaciones presentaron una concentracién de
esta hormona circulante similar. Del mismo modo, a nivel hipofisario, estos neonatos
tratados con MMI presentaron contenidos en GH inferiores a los de la poblacién
control.

En las tres etapas estudiadas, la poblacion control mostré un incremento
progresivo asociado a la edad en los niveles de T, v el contenido de GH en pituitaria,
mientras que las cifras de GH plasmadtica disminuyeron. Por otra parte, en los
animales hipotiroideos (tiroidectomizados y tratados con MMI) se observé una
alteracion de la pauta seguida durante el desarrollo por estas hormonas.

3.1.3. Glucemia ¢ insulinemia.

Los valores de glucemia de los animales tratados con MMI fueron similares
a los control, pero las cifras de glucosa en sangre de las ratas operadas disminuyeron
respecto a las de la poblacién control, por o que la glucemia de las ratas
tiroidectomizadas también fue inferior a la de aquellos animales a los que se les
administrd el farmaco bocidgeno (Tabla 4).

La insulina plasmatica de la poblacidn hipotiroidea tratada con MMI
disminuyd respecto a los animales control en una proporcién que oscild desde un
28.92% a los 10 dias de vida hasta un 37.55% a los 20 dias de vida (Figura 8). Sm
embargo, la insulinemia aumentd en los animales operados respecto a los controles
(27.48% a los 10 difas de vida, y 42.59% a los 20 dias de vida), lo que podria
explicar el hecho de que los animales operados presentaran niveles de glucosa
sanguinea inferiores a 10s de los animales control.

3.1.4. Factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs): niveles
séricos y expresion del ARNm hepatico.

3.1.4.1. Niveles séricos.

Los niveles de IGF-I en suero de rata control experimentaron un incremento

progresivo entre los 10 y 20 dias de vida, pasando de 178.05 a 255.50ng/ml (Figura
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8). De manera aniloga a lo ya descrito para la insulina, los animales
tiroidectomizados presentaron niveles de IGF-I en suero significativamente superiores
a los de sus controles en todas las edades analizadas. En las ratas tiroidectomizadas,
los niveles del péptido fueron un 71.60% (10 dias de vida), un 128.49% (15 dias de
edad) y un 64.40% (20 dias de vida) superiores a los de sus controles.

Los niveles séricos de IGF-1 de los animales tratados con MMI, por el
contrario, disminuyeron respecto a los de los controles, de manera similar a lo que
ocurrié con la insulinemia. Este descenso del IGF-I circulante se cifré en un 54.75%
a los 10 dias de vida y alcanz6 hasta un 65.12% a los 20 dias de vida.

En cualquier caso, el hipotiroidismo causd, al igual que en el caso de la
insulina, un transtorno en el patrén de cambios de los niveles de 1GF-I asociado a la
edad.

En la Figura 8 se representan las concentraciones de IGF-II existentes en ¢l
suero de las poblaciones de ratas neonatales hipotircideas (tiroidectomizadas y
tratadas con MMI) y controles. En los animales control, se aprecia un descenso
progresivo en los niveles de este péptido conforme aumenta la edad (359.92ng/ml a
45.90ng/ml).

En las ratas tiroidectomizadas, a los 10 y 15 dias de vida (5 y 10 dias después
de la operacidn), se encontrd un descenso en los valores circulantes respecto a la
poblacién control (88.34 y 44.93%, respectivamente), mientras que a los 20 dias de
edad (15 dias después de la tiroidectomia), la concentracion sérica del péptido se
incrementd enormemente (278.04 %) respecto a las ratas control. Por otro lado, los
animales neonatales que fueron tratados con MMI presentaron unos niveles de IGF-II
superiores a 1os controles desde los 20 dias de edad.

3.1.4.2. Expresion del ARNm hepitico.

La expresion hepdtica de IGF-I mostrd un perfil similar al ya visto en suero.
Asi, se observé un aumento en el ARNm hepitico de los neonatos tiroidectomizados
y un descenso en el de los tratados con MMI; dicha disminucion en la expresion se
inicio a los 15 dias de vida, mientras que el aumento se aprecié ya a los 10 dias de
vida (5 dias después de la tiroidectomia) (Figura 9).

Al igual que se habia mostrado a nivel circulante, la expresion del IGF-1I en
higado disminuy6 al aumentar la edad del animal control (Figura 9), sin embargo, las
ratas hipotiroideas (tiroidectomizadas y tratadas con MMI) mostraron un perfil

diferente que se modificé dependiendo del tipo de hipotiroidismo conseguido. Asi,
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en las poblaciones de animales tratados con MMI, los niveles de ARNm del péptido
se vieron paulatinamente aumentados desde los 15 dias de vida respecto a la
poblaciéon control y, por el contrario, en el caso de las ratas operadas
quirdrgicamente, el hipotiroidismo cursd con niveles de expresion de IGE-II
disminuidos {10 y 15 dias de vida) aunque, finalmente, aumentaron (20 dias de vida).

De nuevo, se encontré un paralelismo entre los niveles circulantes y los de
ARNm de los péptidos, lo que sugiere la existencia de una regulacion a nivel
transcripcional en la secrecion de los IGFs debido a la falta de hormonas tiroideas.

3.1.5. Estudio de regresién lineal y correlacién.

Se efectud el andlisis de regresién y correlacion de diversos pardmetros de las
ratas en periodo neonatal (Figura 10). Para los cdlculos se reunieron en cada analisis
los datos de las tres edades estudiadas.

Se encontré una fuerte correlacién positiva entre los niveles séricos de 1GF-1
y los plasmadticos de insulina tanto en los animales hipotiroideos (r= 0.83, p< 0.05
para las ratas tiroidectomizadas y r= 0.89, p< 0.05 para las tratadas con MMI)
como en [os controles (r= 0.96, p< 0.05). Sin embargo, cuando se representaron
los niveles circulantes de IGF-I frente a los de GH, estas poblaciones mostraron una
correlacion negativa (r= -0.58) o baja (r= 0.46 y 0.75) para los animales
tiroidectomizados, tratados con el bocidgeno y control, respectivamente.

3.1.6. Proteinas ligadoras de IGKs (IGFBPs): niveles séricos y expresion
del ARNm hepitico.

3.1.6.1. Niveles séricos.

3.1.6.1.1. Western ligand blot.

En todos los estadios analizados se observé un patron claro constituido por
tres grupos de bandas de un peso molecular estimado en 45kDa, 30kDa y 24kDa, y
que se designan como IGEBP-3, IGFBP-1 y 2 e IGFBP-4, respectivamente (Figura
11).

En las ratas control, la banda de 30kDa disminuyé conforme 1o hacia la edad
del animal, mientras que la banda de 45kDa experimenté un aumento de intensidad
paralelo al de la edad, lo cual no se aprecia con claridad en la Figura 11 debido al
cambio de escalas.

Los valores séricos de las proteinas de bajo peso molecular (IGFBP-1 y 2)
aumentaron por la falta de hormonas tiroideas desde los 10 dias de vida, sin

embargo, dicho incremento fue mas marcado en los animales tratados con el firmaco
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bocidégeno, lo que puso de manifiesto una diferencia entre estas poblaciones de ratas
en cuanto a las cifras séricas del complejo de 30kDa.

Los niveles de IGFBP-3 de las ratas hipotiroideas experimentaron un descenso
también desde los 10 dias de edad, pero fue mds acusado en el caso de los animales
neonatales tiroidectomizados que en el de los tratados con metimazol, siempre
respecto a las ratas control; de nuevo, encontramos una alteracién en el patrén de
cambio de los niveles de las IGFBPs en los animales hipotiroideos.

3.1.6.1.2. Western inmunoblot.

El analisis mediante "Western ligand blot" mostré un aumento en las proteinas
de bajo peso molecular del suero (IGFBP-1 y 2), y para averiguar si dicho
incremento se debia a ambas proteinas por igual o al predominio de una de ellas
sobre la otra, se recurrid a otro tipo de andlisis que nos permitiera conocer la
intensidad de la banda debida a cada proteina por separado; se trataron asi las
membranas con anticuerpos anti-IGFBP-1 y anti-IGFBP-2 especificos para rata.

El tratamiento de las membranas con anti-IGFBP-1 nos reveld un aumento
significativo en los niveles séricos de esta proteina de bajo peso molecular en aquellos
animales que fueron tiroidectomizados a 10, 15 y 20 dias de vida respecto a las ratas
control (Figura 12). Por el contrario, las poblaciones de ratas hipotiroideas a las que
se les administrd el fiarmaco bocidgeno mostraron un descenso en los valores
circulantes de este péptido respecto a la poblacion control en todos los estadios
analizados (10, 15 y 20 dias de edad).

Los niveles circulantes de IGFBP-2 se encontraron aumentados por la falta de
hormonas tiroideas (animales tratados con MMI y tiroidectomizados) a partir de los
10 y 15 dias de edad, respectivamente (Figura 12); no obstante, el incremento
observado fue mucho mas acusado en el caso de las ratas tratadas con el farmaco
antitiroideo respecto al mostrado por aquellos animales que fueron operados en todas
las edades estudiadas (10, 15 y 20 dias de vida).

3.1.6.2. Expresion del ARNm hepidtico.

Los niveles de ARNm hepitico de la proteina de bajo peso molecular IGFBP-
1 se encontraron aumentados en las ratas tiroidectomizadas respecto a las controles
en los tres estadios analizados (Figura 13), mientras que dismunian en los antmales
hipotiroideos tratados con MMI también desde los 10 dias de vida, mostrando un
paralelismo con los valores circulantes de IGFBP-1 por inmunoblot (Figura 12).

La expresion de IGFBP-2 aumentd tanto en los animales neonatales tratados

108



A WESTERN INMUNOBLOT
|GFBP-1

_ -—
A - -~ - an -~ -

50007 * 5000, * » 4000, *
: >
o
> *
o Ij o ll_lgooou IJ
Y 05 — v

C MM C MM

Densidad optica
(unidades arbitrarias)

IGFBP-2 | |
aa o aa &a - _ - e~
x >

4000,

1

>
%
| 2700
2700 * *
20001 1800 1800
300 900
0 T 0 NN

C MM T C MM 0 T C MM

Densidad optica
(unidades arbitrarias)

5dT (10Dv) 10dT (15Dv) 15dT (20Dv)

Fig 12 Andlisis mediante "Western inmunoblot" y cuantificacion densirométrica de los niveles de la IGFBP-1 {A) e IGFBP-2 (B) en 2.5ul de
suero de ratas neonatales tiroidectomizadas (T), controles (C) y tratadas con MMI (MMI) de 10, 15y 20 dias de edad (5, 10y 15 dias
después de la tiroidectomia). Media 4+ DS de 4 andlisis diferentes. * Significacion estadistica respecto a la poblacién control.
P Significacion estadistica respecto a los animales tiroidectomizados.



EXPRESION DEL ARNm HEPATICO (IGFBPs)
IGFBP-1

F] 1000 1200
5 1000 % ;
ey
E: Sonda
o5 500 6001
29
£ g i
g2 ob ——"— = Q
5 MM T ¢Cc MM MM
5dT (TODv) 10dT (15DV) 15dT (20DVv)
I1-F I 1
7. et % >
g S 2700; 4l *
= o
2 E 1800 X Sonda
o5 o X 5 o
< 8 900; =
8% 0] 0 J-R_L~_
- T C MM T C MM C MM
5dT (10DV) 10dT (15Dv) 15dT (20DV)
badl A - g - - g0 e
£ > 2400
gt 2100] % 18001 % + > o
g5 onda
%;E 1400 1200 1600 ) *
=]
:.E; 700 600 800
By oL ol
a % T C MM T C MM T C MM
5dT (10Dv) 10dT (15Dv) 15dT (20Dv)
Fig 13 Expresion hepdtica del ARNm y cuantificacion densitométrica de IGFBP-1, 2'y 3 en ratas

neonatales tiroidectomizadas (T), controles (C) y tratadas con metimazol (MMI) de 10, 15
y 20 dtas (5, 10 y 15 dias después de la operacién). El andlisis se llevé a cabo mediante
el ensayo de proteccion de la RNasa. Media + DS de 5-6 andlisis diferentes.

% Significacién estadfstica respecto a los animales control. W Significacion estad(stica

respecto a la poblacidn tiroidectomizada.



Resultados

con MMI como en los tiroidectomizados respecto a los controles (Figura 13); en la
poblacion de ratas operadas quinirgicamente, el aumento en los niveles de ARNm de
IGFBP-2 se produjo a los 10 dias de vida (5 dias después de la tiroidectomia), y
aunque, también se observd a los 10 dias de edad, fue mds pronunciado en los
tratados con MMI, lo que estid igualmente de acuerdo con los valores circulantes
encontrados por inmunoblot (Figura 12).

La IGFBP-3 disminuyd su expresion hepatica en ambas poblaciones neonatales
hipotiroideas (tiroidectomizadas y tratadas con MMI) respecto a la control desde los
10 dias de vida, aunque esta disminucién parecid ser mas acusada en el caso de los
animales tiroidectomizados y se observd con mayor claridad a los 15 dias después de
la operacién (Figura 13).

A la vista de todos estos resultados, se observa la existencia de un paralelismo
entre los niveles circulantes de las IGFBPs y su expresion en higado, lo que vuelve
a sugerir una posible regulacion de estas proteinas a nivel transcripcional por parte

de las hormonas tiroideas.

3.2. TRATAMIENTO CON ESTREPTOZOTOCINA (STZ) DE RATAS
NEONATALES TIROIDECTOMIZADAS.

Para profundizar en el papel de la insulina sobre la secrecion de los IGFs en
situaciones de hipotiroidismo neonatal, se realizo el siguiente experimento. Las ratas
neonatales tiroidectomizadas, que presentaban altos niveles de insulina, fueron
tratadas con STZ a los 15 dias de edad (10 dias de vida) para bloquear la liberacion
de esta hormona después de la tiroidectomia.

3.2.1. Evolucién del peso corporal.

Las ratas neonatales operadas tratadas con STZ mantuvieron el peso de cuerpo
por debajo de los valores de los animales control, si bien presentaron un ligero
aumento respecto a los tirotdectomizados (Tabla 5).

3.2.2. Niveles séricos de T, y T, y plasmaticos e hipofisarios de GH.

Los neonatos tiroidectomizados tratados con STZ el dia 15 de edad
presentaron unos niveles circulantes de hormonas tiroideas inferiores a los de sus
controles en un 86.00% para la T; y en un 94.95% para la T, (Tabla 5); de esta
manera, la concentracidén sérica de las hormonas tiroideas de estos animales resulto
ser también inferior a la de los controles como en las ratas neonatales

tiroidectomizadas no sometidas al tratamiento.
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Tabla 5.- Peso corporal, niveles circulantes de glucosa, T,, T,, GH y contenido hipofisario de GH de ratas neonatales tiroidectomizadas (T),
tratadas con STZ (T + STZ) y controles de 20 dias de vida (15 dias después de la tiroidectomia). Media 8-10 animales + DS.

Peso corporal T, sérica T, sérica GH plasmatica GH hipofisaria Glucemia
(8) (ng/dl) (pg/dl) (ng/ml) (ng/mg) (ng/100ml)
NEONATOS
T 24.84 + 0.83" 7.38 £ 0.28® 1.08 £0.04* | 11.75 £+ 1.62* 12.22 + 1.38 105.92 + 4.85*
Controles 41.55 + 0.71 95.58 + 21.25 515 £ 0.11 342 + 1.71 11.76 + 0.35 131.62 + 1.69
T + STZ 34.93 £+ 0.95*° 10.91 + 0.55° 0.25 + 0.05 3.99 + 1.73° 10.24 £+ 0.11>® 198.79 + 4.76*°

*p< 0.05 respecto a las ratas C
p< 0.05 respecto a las ratas T




Resultados

El bloqueo de la secrecion de insulina provoco un descenso en los valores
plasméticos de GH superior al 65% respecto a la poblacién de animales
tiroidectomizados, lo que iguald la concentracion de GH circulante de estas ratas
sometidas al tratamiento a los niveles de los animales control. Por otra parte, en estos
animales inyectados con STZ, también disminuyd, incluso por debajo de los valores
control (19.57%), el contenido hipofisario de esta hormona, con lo que este
parametro fue muy inferior en estas ratas respecto a los animales neonatales
tiroidectomizados no sometidos al tratamiento (Tablas 4 y 5), mostrando un
paralelismo entre el descenso de la insulinemia y dichos parametros como sucedia en
los animales diabéticos.

3.2.3. Glucemia e insulinemia.

La administracién de STZ causd, como era de esperar, un gran aumento en
los niveles circulantes de glucosa de los animales sometidos al tratamiento (Tabla 5),
y, de manera paralela, un descenso en su insulinemia del 70.44% respecto a los
valores control (Figura 14) debido al bloqueo de la secrecion de insulina por la
droga.

3.2.4. IGFs: niveles séricos y expresion del ARNm hepatico.

3.2.4.1. Niveles séricos.

Los niveles de IGF-I, como sucedid con las ratas neonatales tiroidectomizadas
sin STZ, mostraron un perfil similar al ofrecido por la insulina, esto es, los valores
circulantes de! péptido de las ratas tratadas con STZ disminuyeron en un 76.32%
respecto a la poblacién tiroidectomizada y mostraron unos niveles similares a los de
los animales control (Figura 14).

La concentracién de IGF-IT en suero aumenté después de la administracidn de
STZ respecto a la poblacion control (Figura 14), e incluso, estos valores superaron
a los alcanzados por los animales tiroidectomizados, cuyos niveles aparecian ya muy
incrementados respecto a las ratas control.

3.2.4.2. Expresion del ARNm hepatico.

La expresion del ARNm hepatico de los transcritos de IGF-I (Figura 14), que
estaba aumentada en los neonatos tiroidectomizados, disminuy6, de forma paralela
a lo que ocurria en el suero, respecto a esta poblacion y a la control tras someter a
los animales al tratamiento con STZ. Sin embargo, en estas ratas neonatales, después
de la administracion de STZ, los niveles de ARNm de IGF-II aumentaron ain mas

que en las tiroidectomizadas respecto a la poblacion control (Figura 14), igual que
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Fig 14

A} Niveles circulantes de IGF-1, insulina e IGF-1I de ratas neonatales tiroidectomizadas (T), controles
(C) y tiroidectomizadas tratadas con STZ (T + STZ} de 20 dias (15 dias después de la operacion).
Media + DS de 8-10 animales.

B) Expresién hepdtica del ARNm y cuantificacién densitométrica del IGF-I y II en ratas
tiroidectomizadas (T}, controles (C} y tiroidectomizadas tratadas con STZ (T + STZ) de 20 dias. El
andlisis se efectud mediante el ensayo de proteccion de ribonucleasas. Media + DS de 4 andlisis
distintos.

* Significacion estadistica respecto a los animales control. > Significacion estadistica respecto a
la poblacién operada. -
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sucedia a nivel circulante.

3.2.5. Estudio de regresion lineal y correlacion.

La Figura 15 resume los resultados del analisis de regresion de algunos de los
parametros estudiados en este experimento con STZ que se acaba de describir. Para
el analisis se recogieron los datos obtenidos para las tres poblaciones.

La correlacion entre IGF-I e insulinemia fue alta y positiva (r= 0.97, p<
0.05), mientras que el IGF-I se correlaciond de forma negativa con los niveles de GH
en plasma (r= -0.83).

3.2.6. IGFBPs: niveles séricos y expresion del ARNm hepitico.

3.2.6.1. Niveles séricos.

3.2.6.1.1. Western ligand blot.

El hipotiroidismo provocd, como ya se ha mencionado con anterioridad, un
aumento de las proteinas transportadoras circulantes de bajo peso molecular (IGFBP-1
y 2) respecto a la poblacion control, y dicho incremento no fue corregido tras el
tratamicnto de las ratas tiroidectomizadas con STZ (Figura 16).

Y.os niveles séricos de IGFBP-3, que disminuyeron en aquellos animales que
fueron operados, aumentaron significativamente después de la administracion de STZ
e incluso, alcanzaron unos valores similares a los de 1a poblacion control, como habia
ocurrido con Jos niveles de GH (Figura 16).

3.2.6.1.2. Western inmunoblot.

El analisis efectuado con el anticuerpo especifico de rata anti-IGFBP-1 nos
mosird que los niveles de esta proteina transportadora se incrementaban, respecto a
los de las ratas control, tanto en animales que fueron tiroidectomizados como en 1os
que fueron sometidos al tratamiento (Figura 16).

La IGFBP-2 presentd un perfil andlogo al ofrecido por IGFBP-1, esto es, sus
niveles séricos aumentaron en las ratas operadas y en las que se fes administré STZ
cuando se compararon con los mostrados por los animales control, y la STZ no los
varié (Figura 16).

3.2.6.2. Expresion del ARNm hepatico.

La Figura 17 muestra la expresién hepdtica de IGFBP-1, 2 y 3 en los animales
neonatales antes y después de ser tratados con STZ. En estas condiciones, se observo
un mantenimento en los niveles del ARNm de IGFBP-1 en los animales a los que se
les administré STZ respecto a los tiroidectomizados, lo que parece motivado por el

bloqueo de la secrecion de insulina en estas ratas, dado que esta proteina ligadora
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Resultados

muestra una dependencia, ya descrita, de esta hormona: un descenso en la insulina
provoca una subida de los niveles de IGFBP-1.

Por otro lado, la expresién de IGFBP-2, que estaba aumentada en los neonatos
tiroidectomizados, se vio disminuida en estas ratas neonatales por el tratamiento con
STZ incluso hasta unos valores inferiores a los control (Figura 17).

La expresién del ARNm de IGFBP-3 sufrié un aumento significativo tras el
tratamiento de las ratas operadas con STZ respecto a la poblacion tiroidectomizada,
aunque este no fue tan grande como para equipararlos a los de los animales control
(Figura 17).

El perfil de los trianscritos de las IGFBPs es similar al observado a nivel
circulante: IGFBP-1 disminuyé ¢ IGFBP-3 aumentd; sin embargo, IGFBP-2 ofrecid
un comportamiento diferente en el caso de los animales tiroidectomizados y
posteriormente tratados con STZ, y asi, se encontrd un aumento en los niveles
séricos, mientras que su expresion hepatica disminuia.

3.2.7. Resumen de los resultados del estudio de la tiroidectomia y la
administracion de MMI en ratas neonatales y de las ratas neonatales
tiroidectomizadas tratadas con STZ.

Los neonatos tiroidectomizados presentaron unos altos niveles circulantes de
insulina y GH plasmatica e hipofisaria, asi como unos valores séricos y de expresion
hepitica de IGF-1 aumentados respecto a las ratas control. Por otro lado, las cifras
circulantes de IGF-1I y los niveles de su ARNm en higado aparecieron disminuidos
en estos animales tiroidectomizados, excepto a 20 dias en que estos valores
aumentaron respecto a los animales control. Por el contrario, [os neonatos tratados
con MMI presentaron una baja insulinemia junto con unos valores plasmiticos e
hipofisarios de GH, y unos niveles séricos y de ARNm hepitico de IGF-I
disminuidos, mientras que los valores de IGF-II aumentaron respecto a las ratas
control. En ambas poblaciones hipotiroideas (tircidectomizada y tratada con MMI),
se encontrd una correlacion positiva por analisis de correlacion lineal entre los niveles
circulantes de IGF-I e insulina.

Los valores séricos de IGFBP-3 disminuyeron en las dos poblaciones
hipotiroideas, al igual que la expresion de su ARNm hepitico; por el contrario, en
los neonatos tiroidectomizados, las IGFBPs de bajo peso molecular aumentaron sus
niveles en suero y de expresion en higado, mientras que aquellas ratas que sélo

fueron tratadas con MMI mostraron un aumento en los valores circulantes y de
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Resulrados

expresion de los transcritos hepaticos de la IGFBP-2, aunque la IGFBP-1 disminuia
a ambos niveles. Parece que el aumento en los animales tiroidectomizados en el
complejo de 30kDa fue debido a IGFBP-1 y 2, mientras que en el caso de los
animales hipotiroideos por tratamiento con MMI, pareci6 deberse al aumento sélo de
IGFBP-2.

Los animales tiroidectomizados y tratados con STZ presentaron valores bajos
de insulinemia, GH plasmatica e hipofisaria ¢ IGF-I circulante, asi como de su
ARNmMm hepitico (Cuadro 1). El IGF-1I circulante y su ARNm aumentan al igual que
la glucemia; aumentan IGFBP-1 y 2, tanto circulante como ARNm hepatico y la
IGFBP-3 circulante no varia y disminuye su ARNm hepditico (Cuadro 1). Todos los
valores se compararon con los animales controles eutiroideos.

El resumen de estos resultados estd refejado en el Cuadro 1.

Se establecié una correlacién positiva entre los niveles circulantes de insulina
e IGF-L.

Cuadro 1.- Resumen de los resultados de los estudios de tiroidectomia (T),
administracién de MMI (MMI) y tratamiento con STZ (T + STZ) en ratas neonatales

respecto a la poblacién de animales control.

MMI T + STZ

Il
-

GLUCEMIA
INSULINEMIA

GH CIRCULANTE

GH HIPOFISARIA
IGF-1 CIRCULANTE
ARNm IGF-I

IGF-II CIRCULANTE
ARNm IGF-II

IGFBP-1 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-1
IGFBP-2 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-2
IGFBP-3 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-3

- o 5 = o e e

L e e T e T T T A T T
L e e e e . = R T TR
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3.3. TIROIDECTOMIA EN PERIODO DE DESTETE Y ADULTO.

En las ratas en periodo de destete y adulto, se llevd a cabo un estudio andlogo
al efectuado en la etapa neonatal. Se sacrificaron a los 5, 10 y 15 dias después de la
operacién (27, 32 y 37 dias de vida para los animales destetados y 77, 82 y 87 dias
de vida, para los adultos).

3.3.1. Evolucién del peso corporal.

En las Tablas 6 y 7 se recogen los resultados del peso corporal de las ratas
destetadas y adultas. Se observo en las dos poblaciones de animales tiroidectomizados
un descenso en los valores de este parametro, que llegé a ser de un 34.37% para las
ratas destetadas a los 32 dias y de un 14.20% para las adultas a los 87 dias, respecto
a los animales control.

Los tres estadios de edades considerados para estos animales tiroidectomizados
y en ambas poblaciones (destetada y adulta) presentaban el peso disminuido respecto
a los controles.

3.3.2. Niveles séricos de T; y T, y plasmaticos e hipofisarios de GH.

Las ratas tiroidectomizadas, tanto destetadas como adultas, mostraron unos
niveles circulantes de T; y T, disminuidos después de la operacién (Figura 18). Esta
disminucion fue mas acusada a los 15 dias después de la tiroidectomia que a los 5
dias, y asi, en el caso de los animales destetados, se produjo una caida desde un
86.70% (27 dias de vida, 5 dias después de la operacién) a un 94.89% (37 dias de
edad, 15 dias después de la tiroidectomia) para T, y desde un 90.81% a un 93.09%
para T,; para las ratas adultas, dicho descenso oscilo entre un 91.49% (5 dias después
de la tiroidectomia, 77 dias de edad) y un 92.24% (15 dias después de Ia operacion,
87 dias de vida) para T, y desde un 85.63% (77 dias) a un 92.02% (87 dias) para
T,.

Los niveles plasmaticos de GH, de manera paralela a lo que sucedia con el
peso corporal y los valores circulantes de T, y T,, experimentaron un descenso en los
animales tiroidectomizados destetados y adultos (Figura 18 y Tablas 6 y 7). Sin
embargo, esta disminucion de GH en sangre se produjo en las ratas destetadas a los
15 dias después de la tiroidectomia (37 dias), mientras que en las adultas se manifestd
ya a los § dias después de la operacidn (77 dias de vida).

El descenso de GH en pituitaria a los 5 dias después de la tiroidectomia fue
de un 35.00% en las ratas destetadas y de un 53.00% en las adultas, aunque esta

diferencia supero €l 65.00% en ambos grupos 15 dias después de la operacion (Tablas
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Tabla 6.~ Peso corporal, niveles circulantes de glicosa, insulina, GH y contenido hipofisario de GH
de ratas destetadas tiroidectomizadas (T) y controles sacrificadas a los 27, 32 y 37 dias de vida (5,
10 y 15 dias después de la tiroidectomia) (ddT). Media de 8-10 animaies + DS.

DIAS DESPUES T (ddT)
Dias de vida { )

5ddT (27) 10 ddT (32) 15 ddT (37)
= _
Peso corporal (g)

T 47.07 £ 1.48 63.24 + 4.06° 77.55 &£ 2408
Controles 66.53 1+ 2.14 73.16 + 2.87 1817 + 2.21

GH plasmatica (ng/ml)

T 19.46 + 4.21 282 +£ 0.16 3.76 + 0.60°
Controles 229 4+ 0.77 4.16 + (.59 6.05 + 0.91

GH hipofisaria (ug/mg)
T 3.09 + 0.04° 18.21 + 0.09 6.06 1 0.04*

Caontroles 12.40 + 0.12 20.60 + 0.03 30.57 4+ 0.03

Glucemia {mg/100ml) f

T 102.30 + 1.98* | 120.09 4 1.98 | 117.30 + 4.90
Controles 123.17 + 1.00 | 12496 £ 5.09 1 121.72 + 1.17
Insulinemia (uU/ml})
T 12.79 + 0.3% 43.47 1+ 0.37 41.23 + 0.46
Controles 45.68 + 1.10 48.29 + 0.36 50.48 + 0.56

"p< 0.05 respecto a las ratas C



Tabla 7.- Peso corporal, niveles circulantes de glucosa, insulina, GH y contenido hipofisario de GH
de ratas adultas tirodectomizadas (T) y controles a los 77, 82 y 87 dias de vida (5, 10 y 15 dias después
de la tiroidectomia) (ddT) . Media de 8-10 animales + DS.

DIAS DESPUES T (ddT)
Dias de vida ()
5ddT (77) 10 ddT (82) 15 ddT (87)

Peso corporal (g)

T 159.70 + 3.42* | 163.25 + 4.57* | 166.20 + 3.59*
GH plasmitica {ng/ml)

T 28.80 + 4.71° 2542 + 3.52 15.56 + 1.52¢

Controles 51.03 + 10.03 71.13 + 1641 98.21 + 7.63
GH hipofisaria {ug/mg)

T 3296 + 0.19° 49.81 + 0.14° 10.56 + 0.1¢¢

Controles 6991 + 0.74 52.24 + 0.04 3247 + 0.16
Glucemia (ng/100ml)

T 110.65 4+ 1.58 108.96 + 2.28° 120.63 + 1.71

Controles 118.64 + 2.86 123.86 + 4.57 123.05 £ 1.90
Insulinemia (pU/mi) T 47.35 £ 334 3695 4+ 4.4% 3142 1+ 2.62

Controles 64.31 + 5.50 63.39 + 4.03 66.95 £ 2.41

A_

*p< (.05 respecto a las ratas C
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Fig 18 Niveles circulantes de T; (A) y T, (B} en ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas
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6y7).

3.3.3. Glucemia e insulinemia.

Los niveles de insulina disminuyeron en los animales destetados a los 5 dias
después de la tiroidectomia, pero no a los 10 ni a los 15 dias después de la
operacién; las ratas adultas hipotiroideas, sin embargo, presentaron valores
plasmaticos de esta hormona inferiores a los de sus respectivos coniroles desde los
5 dias después de la operacion (Tablas 6 y 7).

La glucemia descendié respecto a las ratas control, en los animales destetados
a los 5 dias después de la operacién y en los adultos a los 10 dias, mientras que en
los otros estadios analizados, los niveles circulantes de glucosa mostraron unas cifras
similares a los de la poblacidn control (Tablas 6 y 7).

3.3.4. IGFs: niveles séricos y expresién del ARNm hepitico.

3.3.4.1. Niveles séricos.

Los niveles de IGF-I en suero fueron mas bajos en los animales operados
repecto a los controles tanto a los 10 dias después de la tiroidectomia (40.46% a 32
dias de vida y 82.55% a 72 dias) como a los 15 dias (45.52% a 37 dias y 32.09%
a 87 dias) (Figura 19). Sin embargo, s6lo los animales destetados mostraron una
diferencia significativa en cuanto a los valores circulantes de IGF-I respecto a sus
controles a los 5 dias después de la operacion, quizds por falta de poblacién en
adultas.

El IGF-II s6lo fue dosificado en los animales neonatales, ya que sus niveles
en las ratas destetadas y adultas son despreciables, se sitGan por debajo de la
sensibilidad del método.

3.3.4.2. Expresion del ARNm hepatico.

La expresion del IGF-I en higado fue inferior para las dos poblaciones de
ratas detetadas y adultas tiroidectomizadas en los tres estadios analizados siempre
respecto a los animales control (Figura 19); este hecho, correlacionado con los
niveles séricos anteriormente mostrados, nos hace sugerir una posible regulacién a
nivel transcripcional en la secrecion de los IGFs por la falta de hormonas tiroideas.

3.3.5. Estudio de regresion lineal y correlacién.

La Figura 20 resume los resultados del andlisis de la regresion de alguno de
los pardmetros estudiados en estos experimentos. Para los cilculos se reunieron 10s
datos obtenidos de los tres estadios de las poblaciones destetada y adulta.

Las ratas destetadas y adultas presentaron una alta correlacion entre los niveles
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Fig 19  Niveles séricos (A) y expresion hepdtica del ARNm (B) de IGF-1 en ratas destetadas y adultas
tiroidectomizadas (T) y controles (C) a los 5, 10 y 15 dias después de la operacién (27, 32y 37 6
77, 82 y 87 dias, respectivamente).
A) Media + DS de 8 animales.
B) Ensayo de proteccion de la RNasa y cuantificacion densitométrica (5 andlisis diferentes).
¥ Significacién estadistica repecto a la poblacién de animales control.
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Resultados

de GH en plasma y los de IGF-I en suero tanto en los animales tiroidectomizados (r=
0.94, p< 0.01 y r= 0.91, p<0.05, respectivamente) como en los controles (r=
0.96, p< 0.05 y r= 0.99, p< 0.05) (Figura 20). Por el contrario, la correlacion
encontrada entre la insulinemia vy los valores circulantes de IGF-1 en las ratas
destetadas tiroidectomizadas y controles fue muy baja e incluso, negativa (r= -0.51
y r= (.011, respectivamente), e igual ocurrid en el caso de los animales adultos (1=
0.47 y r= -0.36, respectivamente) (Figura 20).

3.3.6. IGFBPs: niveles séricos y expresion del ARNm hepitico.

3.3.6.1. Niveles séricos.

Las IGFBPs del suero se analizaron por "Western ligand blot", y
posteriormente se hizo un estudio comparativo empleando "Western ligand blot" vy
"Western inmunoblot” para identificar IGFBP-2, dado que el antisuero anti-bIGFBP-2
fue el Unico de los ensayados que did reaccion cruzada con las IGFBPs circulantes.

3.3.6.1.1. Western ligand blot.

Los niveles en suero de las proteinas ligadoras de bajo peso molecular
(IGFBP-1 y 2) fueron inferiores en los animales tiroidectomizados respecto a sus
controles en las dos poblaciones de ratas (destetadas y adultas) para todas las edades
analizadas a los 10 y 15 dias después de la operacidn, y solo a los 5 dias después de
la tiroidectomia para los animales adultos (Figuras 21 y 22). También se encontré una
disminucion en la intensidad de las bandas de IGFBP-3 para todos los animales
destetados y adultos tiroidectomizados respecto a los controles (5, 10 y 15 dias
después de la operacion) (Figuras 21 y 22).

3.3.6.1.2. Western inmunoblot.

El andlisis mediante "Western inmunoblot" mostré que, tanto los animales
destetados como los adultos tiroidectomizados, y en todas las etapas consideradas,
presentaban un ligero aumento en la intensidad de la banda correspondiente a IGFBP-
2 respecto a la poblacién control (Figuras 21 y 22). Asi pues, por la comparacion de
estos resultados con los obtenidos mediante "Western ligand blot", se podria decir
que en estas ratas (desteradas y adultas) se produjo un incremento en los niveles de
IGFBP-2 circulante, y que este aumento fue menos marcado que el descenso
provocado por el hipotiroidismo sobre los valores séricos de I[GFBP-1, puesto que el
"ligand blot", que mwestra los niveles circulantes conjuntos correspondientes al
complejo constituido por las proteinas de bajo peso molecular (IGFBP-1 v 2), nos

reveld una disminucidn en [a intensidad de estas bandas de 30kDa (Figuras 21 y 22),
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Resultados

3.3.6.2. Expresion del ARNm hepatico.

Los niveles de ARNm hepatico de IGFBP-1 disminuyeron en las ratas
destetadas hipotiroideas a los 5, 10 y 15 dias después de la tiroidectomia (Figura 23).
Sin embargo, la poblacion adulta tiroidectomizada mostré un descenso en la expresion
de esta proteina de bajo peso molecular a los 5 y 10 dias después de la operacion,
pero a los 15 dias después de la tiroidectomia aumentd, siempre respecto a las ratas
control (Figura 24). Asi mismo, se observé también como a medida que aumentaba
la edad del animal control disminuian los niveles de ARNm de esta proteina, dado
que esta IGFBP es constitutiva de etapas inmaduras.

Al igual que sucedia con los niveles de ARNm de IGFBP-1 en el higado de
las ratas control, la expresion hepatica de IGFBP-2 disminuia conforme aumentaba
la edad del animal, y este descenso se observé muy claramente en la poblacidn adulta
(Figura 24). Ademads, la expresion de IGFBP-2 se vi6 incrementada a 5, 10 y 15 dias
después de la tiroidectomia en las ratas destetadas y a los 10 y 15 dias después de la
operacién en las adultas (Figuras 23 y 24).

Finalmente, la expresion hepdtica de la proteina transportadora de alto peso
molecular (IGFBP-3), caracteristica de la edad adulta, disminuyé en los animales
destetados tiroidectomizados a los 10 y 15 dias después de la operacion (Figura 23),
mientras que en las ratas adultas, este descenso se observd ya a los 5 dias después
de la intervencién quirdrgica (Figura 24).

De nuevo, y al igual que ocurrid con los IGFs, encontramos la existencia de
un paralelismo entre las fluctuaciones de los niveles séricos de las IGEFBPs y las del

ARNm hepatico de las proteinas transportadoras.

3.4. TRATAMIENTO CON INSULINA DE RATAS TIROIDECTOMIZADAS
DESTETADAS Y ADULTAS.

Para profundizar en el papel que desempefia la insulina en la secrecién de los
IGFs, e intentar restaurar los bajos valores circulantes de dicha hormona que
presentaban los animales destetados y adultos después de tiroidectomizarlos, se les
inyectd insulina a los 10 dias después de la operacion (32 y 82 dias de vida,
repectivamente).

3.4.1. Evolucién del peso corporal.

El peso corporal, que disminuy0 en las ratas tiroidectomizadas, aumentd tras

el tratamiento de estos animales con insulina en un 22.95% para los destetados y en
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Resultados

un porcentaje menor para los adultos (8.71%). No obstante, tanto a los 37 como a
los 87 dias de vida (ratas destetadas y adultas, respectivamente) el peso de estas
poblaciones tratadas fue inferior al de sus respectivos controles (Tabla 8).

3.4.2. Niveles séricos de T, y T, y plasmiticos e hipofisarios de GH.

Los valores circulantes de las hormonas tiroideas de las ratas tratadas con
insulina permanecieron por debajo de los niveles de la poblacion control (Tabla B).
La concentracién sérica de T, aumentd respecto a los animales tiroidectomizados,
tanto en el caso de las ratas destetadas (57.41%) como en el de las adultas (27.55%),
sin embargo, los niveles de T, no se modificaron respecto a los de la poblacién
operada en destetadas y bajaron en la adulta.

El tratamiento con insulina de las ratas tiroidectomizadas provocd un aumento
distinto en porcentaje de los niveles de GH circulante y que difirio segin l1a edad del
animal (Tabla 8): 25.43% para las destetadas y 63.56% para las adultas, respecto a
las ratas operadas. De un modo similar, el contenido de GH en hipdfisis se vié
incrementado en un porcentaje superior al 35.00% para ambas poblaciones
hipotiroideas inyectadas con insulina respecto a las ratas tiroidectomizadas, aunque,
como sucedid en el plasma, los niveles alcanzados continuaron siendo
significativamente inferiores a los de los animales control.

3.4.3. Glucemia e insulinemia.

I.a insulinemia de las ratas tiroidectomizadas sometidas al tratamiento con la
hormona, como se esperaba, fue significativamente superior (61.26% en el caso de
las destetadas v 48.73 % en el de las adultas) a la de la poblactén control (Figura 25).
Sin embargo, en el momemnto del sacrificio, no se encontraron diferencias
significativas entre las glucemias de estas ratas hipotiroideas tratadas con insulina y
las de las ratas control, quizd por haberse restaurado ya la hipoglucemia producida
por la administracion de Ja hormona (Tabla 8).

3.4.4. IGFs: niveles séricos y expresion del ARNm hepatico.

3.4.4.1. Niveles séricos.

Los niveles de IGF-I en suero fueron mas bajos en los animales tratados con
insulina que en los controles, y se mantuvieron iguales a los tiroidectomizados, a 37
y 87 dias de vida (Figura 25). Asi, y a pesar de que la administracidn de la insulina
aumentd sus propios niveles circulantes, no modificé los bajos valores de IGF-I

disminuidos por la tiroidectomia.
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Tabla 8.- Peso corporal, niveles circulantes de T, y T,, glucosa, GH plasmética y contenido hipofisario de GH de ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas
(T) y tratadas con insulina (T + I) y controles a los 15 dfas después de la tiroidectomia (37 y 87 dias de vida). Media de 8-10 animales + DS.

Peso corporal T, sérica T, sérica GH plasmética | GH hipofisaria Glucemia
(g) (ng/dl) (ng/dl) (ng/ml) (ng/mg) (mg/dl)

DESTETADAS
T 72.55 + 2.4¢¢ 7.02 £ 0.18 0.26 + 0.03* | 37.62 + 1.06* | 27.24 + 0.3%* | 127.30 + 4.90*
Controles 118.17 £ 2.21 116.00 £ 21.41 | 3.61 £ 0.21 66.46 + 9.12 | 3348 + 2.69 | 131.72 £ 1.17
T+1 91.05 4 2.55% 11.05 + 0.12** | 0.36 £ 0.07* | 50.45 + 6.94* | 29.29 + 0.38" | 124.86 + 8.12
ADULTAS
T 160.20 + 3.5%° 8.25 + 0.4% 0.44 + 0.08 | 16.05 + 1.49 | 13.33 + 0.12* | 130.63 + 1.71*
Controles 193.70 + 4.92 99.00 £ 16.26 5.55 £ 0.59 | 100.37 + 4.09 | 66.90 + 1.40 | 133.05 + 1.90
T+1 176.83 + 3.32** | 10.33 £+ 0.09*" | 0.17 £ 0.05** | 59.87 + 1.31** | 17.15 £ 0.87* | 121.32 £ 2.79

*p< 0.05 respecto a las ratas C
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3.4.4.2. Expresién del ARNm hepatico.

La Figura 25 muestra que, tanto en las ratas tiroidectomizadas destetadas
como en las adultas, la administracién de insulina provocd un aumento en los niveles
del ARNm hepatico de IGF-I respecto a la poblacién operada, aunque dichos valores
no llegaron a alcanzar los de las ratas control (se situaron por debajo de ellos). De
nuevo, como ocurria a nivel circulante, se observo como e} tratamiento con insulina
no era capaz de normalizar la baja expresion de los transcritos hepdticos de IGF-I
causada por la tiroidectomia.

3.4.5. Estudio de regresion lineal y correlacion.

Para el analisis de correlacidn se recogieron todos los datos correspondientes
a las dos poblaciones de los dos estadios y se muestran en la Figura 26 .

Al igual que en el caso de las ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas y
controles, se volvid a encontrar una alta correlacion entre los niveles de GH en
plasma y los de IGF-I en suero (r= 0.91 y r== 0.98, p<0.05 para las poblaciones
hipotiroideas destetada y adulta inyectadas con insulina, repectivamente). Por el
contrario, la correlacién hallada para la insulinemia y los niveles séricos de IGF-] fue
de nuevo, muy baja e incluso, negativa en los animales destetados y adultos tratados
con insulina (r= -0.038 y r= 0.62, respectivamente) (Figura 26).

3.4.6. IGFBPs: niveles séricos y expresion del ARNm hepitico.

3.4.6.1. Niveles séricos.

3.4.6.1.1. Western ligand blot.

La tiroidectomia causd un descenso en los niveles séricos de las proteinas
transportadoras de 30 (IGFBP-1 y 2) y 45kDa frente a la poblacién control. No
obstante, la administracién de insulina a estos animales operados produjo un
incremento en los valores circulantes del complejo proteico de bajo peso molecular,
tanto en las ratas destetadas como en las adultas, aunque en ninguna de estas dos
poblaciones se llegaron a alcanzar los valores control (Figura 27).

En cuanto a la IGFBP-3, en los animales mas joévenes (destetados), 1a insulina
si aumentd sus niveles hasta alcanzar los valores control, aunque en el caso de las
ratas adultas, el tratamiento hormonal no alterd las cifras circulantes de esta proteina
transportadora (Figura 27), quizds porque la insulina tiene un mayor papel en la
regulacion del sistema 1GFs/IGFBPs en etapas mas inmaduras del desarrollo del
animal que en el estadio adulto, donde parece ser que la GH pasa a tener una mayor

relevancia, o también porque los niveles de GH después de la administracion de la
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estadisticas.
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Resultados

insulina fueron superiores en la poblacion destetada.

3.4.6.2. Expresion del ARNm hepatico.

La IGFBP-1, como ya se ha mencionado, se encuentra regulada por la
insulina, por ello, no fue extrafio el hecho de que las ratas sometidas al tratamiento
experimentaran una disminucion en la expresion hepitica de esta IGFBP-1 respecto
a la poblacidén control, y que tal descenso fuera incluso significativamente superior
al padecido por los animales tiroidectomizados; esta disminucién en los niveles de
ARNm de IGFBP-1 parecié ser mis acusada en el estadio adulto que en el destetado
(Figura 28).

Los niveles de ARNm de IGFBP-3 aumentaron y se hicieron comparables a
los controles tras el tratamiento con insulina, tanto en el caso de las ratas
tiroidectomizadas destetadas como en las adultas, aunque en estas wltimas, el
incremento fue mayor y superd incluso los valores control quizas por el aumento de
la GH (Figura 28).

En cuanto a la expresiéon hepitica de IGFBP-2, en la poblacion
tiroidectomizada destetada a la que se le administré la hormona, disminuyd respecto
a estos animales operados, de manera similar a lo que sucedia en el caso de los
neonatos tiroidectomizados tratados con STZ, mientras que en los animales
tiroidectomizados adultos tratados con insulina, los niveles de ARNm de esta proteina
aumentaron (Figura 28).

3.4.7. Resumen de los resultados del estudio de tiroidectomia en ratas
destetadas y adultas y de animales destetados y adultos operados tratados con
insulina.

La tiroidectomia causé un descenso en la insulinemia y los niveles circulantes
e hipofisarios de GH de las ratas destetadas y adultas respecto a las control. El déficit
de hormonas también produjo un descenso en los valores séricos y de expresion del
ARNm hepético de IGF-I, IGFBP-1 y 3, mientras que las cifras circulantes y las de
los transcritos de IGFBP-2 aumentaban en estos animales destetados y adultos
operados respecto a sus controles (Cuadro 2).

1.a administracion de insulina a las ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas
se acompafio de un incremento de su insulinemia, de los niveles circulantes de GH
y de su contenido en hipéfisis respecto a 10s animales tiroidectomizados (Cuadro 2).
No obstante, este tratamiento no medificéd la expresion hepitica ni los niveles

circulantes del IGF-I respecto a las ratas operadas.
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Fig 28  Expresién hepdtica del ARNm de IGFBP-1, 2y 3 de ratas destetadas (37 dfas) y adultas (87
dfas) tiroidectomizadas (T), controles (C) y tiroidectomizadas tratadas con insulina (T +
1). El andlisis se efectud mediante el ensayo de proteccién de la RNasa. Media + DS de
4 andlisis diferentes. % Significacién estadfstica respecto a la poblacién control.
> Significacion estadistica respecto a los animales tiroidectomizados.
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Restultados

En cuanto a las IGFBPs, la insulina aumentd los valores séricos de las
proteinas de bajo peso molecular y también IGFBP-3 respecto a las ratas operadas,
aungue tan solo esta dltima alcanzé los valores control en las ratas destetadas.

Los trdnscritos muestran que la IGFBP-1 guardé un paralelismo con respecto
a valores circulantes, mientras que la IGFBP-2 disminuye en destetadas y aumenta
en adultas.

La expresiéon hepatica del ARNm de IGFBP-3 parece guardar un mayor
paralelismo con los valores circulantes, aunque se encuentra aumentada en adultos
(Cuadro 2).

Se estableci¢ una correlacion positiva entre los niveles circulantes de GH e
IGF-I.

Cuadro 2.- Resumen de los resultados de los estudios de tiroidectomia (T) y
tratamiento con insulina (T + I) en ratas destetadas y adultas respecto a la poblacion

control.

T T+1
DESTETADAS ADULTAS
GLUCEMIA
INSULINEMIA
GH CIRCULANTE
GH HIPOFISARIA
IGF-I CIRCULANTE
ARNm IGF-]
IGFBP-1 y 2 CIRCULANTES
ARNm IGFBP-1
ARNm IGFBP-2
IGFBP-3 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-3

I
i

— e e = &= = - =

i

T R . T T S S S
I R Y . =, T

3.5. TRATAMIENTO CON T, DE RATAS TIROIDECTOMIZADAS
NEONATALES, DESTETADAS Y ADULTAS.

Con el objeto de continuar nuestro estudio sobre la influencia del
hipotiroidismo en el axis IGFs/IGFBPs, se sometié a los animales tiroidectomizados

a una pauta de rehabilitacion con T,. Esta administracion se llevo a cabo mediante
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Resultados

la inyeccién de la hormona o por el implante de pellets para, de esta manera,
establecer una comparacién entre ambas vias de absorcién, dado que con los
dispositivos de liberacidn controlada (pellet) se consigue una forma de administracién
mds fisiolégica y continuada. El tratamiento se inicié a los 10 dias después de la
tiroidectomia (15, 32 y 82 dias de vida, para las ratas neonatales, destetadas y
adultas, respectivamente) y se prolongé durante 5 dias. Sin embargo, en el caso de
los animales destetados y adultos, se estudié también otra poblacién en la que Ia
duracidn de la rehabilitacidn fue de 10 dias una vez obtenidos los resultados de 5
dias.

3.5.1. Tratamiento con T, de las ratas neonatales tiroidectomizadas.
Comparacion entre dosis inyectadas y pellets.

3.5.1.1. Evolucion del peso corporal.

El tratamiento de las ratas tiroidectomizadas con T, produjo un aumento de
su peso corporal respecto a la poblacién operada (Tabla 9), aunque este incremento
fue superior cuando se administr6 al animal la hormona en forma de peliet (56.64 %)
y no como inyeccion (31.28%); ademds, esto supuso que la rata tratada con pellet
igualara su peso al de la rata contro! frente a la rehabilitada con la inyeccion
(21.52%). Se enconiré una diferencia estadistica entre los dos tipos de tratamiento.

3.5.1.2. Niveles séricos de T, y T, y plasméticos e hipofisarios de GH.

Las hormonas tiroideas séricas, como cabia esperar, disminuyeron en los
animales tiroidectomizados, aunque el tratamiento sustitutivo con tiroxina aumenté
los niveles circulantes de T; y T, en estos animales operados (Tabla 9). Asi pues,
todos los grupos de ratas tratadas con T, mostraron un incremento en los niveles de
hormonas tiroideas, que fue mayor con la administracidn de pellets, pero que en
ninghn caso result ser suficiente para alcanzar los valores control, y asi, para las
ratas tratadas con una inyeccion diaria de tiroxina, la diferencia respecto a las control
se situG en un 84.78% para T, y en un 73.74% para T,, mientras que para las
recuperadas con pellet fue de un 66.30% para la T; y de un 57.54% para la T,. Este
comportamiento s¢ debe a que las ratas neonatales presentan una elevacion de
hormonas tiroideas durante la etapa inmadura, y por ello, en este estadio, los niveles
de estas hormonas son superiores a los de los animales adultos; asi pues, en
experimentos futuros intentaremos restaurar los niveles de hormonas tiroideas a los
valores control mediante la administracion de dosis superiores de T,.

El tratamienio de los animales tiroidectomizados con pequefias dosis de
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Tabla 9.- Peso corporal, niveles circulantes de glucosa, T;, T,, GH vy contenido hipofisario de GH de ratas neonatales tiroidectomizadas (T),

tratadas con una dosis de 1.5ug/100g de peso de T, via ip o sc (pellet) (T + T,) y controles de 20 dias de vida (15 dias después de la
tiroidectomnia). Media 8-10 animales + DS.

Peso corporal T, sérica T, sérica GH plasmdtica GH hipofisaria Glucemia
(2 (ng/dl) (ug/dl) (ng/ml) (ng/mg) (ng/100ml)
NEONATOS
T 24.84 + 0.83 7.68 + 0.02° 1.13 + 0.55° 7.59 + 0.622 15.49 + 3.54° 105.92 4 4.85*
Controles 41.55 + 0.71 09.52 + 6.51 5.37 + 0.46 2,18 + 0.18 13.85 + 1.45 131.62 + 1.69
Ts; + T, {inyeccién) || 32.61 + 1.82** | 15.15 + 2.43* | 1.41 + 0.05* | 14.07 + 2.55*° 20.15 + 0.47*° 114.93 + 2.95°
T, + T, (pellet) 38.91 4 1.46 [ 33.54 £+ 4.72*° | 2.28 £ 0.79" | 24.24 + 3.532b¢ 26.87 + 3.58¢ 133.17 £ 0.35%

*p< 0.05 respecto a las ratas C
*p< 0.05 respecto a las ratas T
p< 0.05 respecto a las ratas T + T, (inyeccién)



Resultados

tiroxina (1.5ug/100g de peso) incrementé los niveles plasmdticos de GH, que
aparecian ya aumentados en las ratas operadas respecto a la poblacion control, en
mayor medida. La pauta de recuperacidn con pellet superd en un 72.28% el aumento
registrado por la administracién de la inyeccién (Tabla 9).

La administracién de T, aument6 también el contenido de GH en hipofisis de
las ratas tiroidectomizadas, incluso por encima de los valores control en un 30.08 %
para la inyeccion y en un 73.47% para el pellet, con lo que se encontré una
diferencia significativa entre ambas pautas de recuperacion (Tabla 9).

3.5.1.3. Glucemia e insulinemia.

Los niveles de glucosa circulante aumentaron respecto a los valores de los
animales tiroidectomizados por la administracion de tiroxina cuando se llevo a cabo
el tratamiento con los pellets (Tabla 9), y mostraron una glucemia cercana a los
niveles contrel (133.17mg/dl), no asi con la misma dosis de T, inyectada
(114.93mg/dl). Este diferente aumento en la glucemia de los animales tratados con
una u otra pauta resulté ser estadisticamente significativo, lo que de nuevo llama la
atencion sobre la mayor eficacia del pellet en la rehabilitacién de estos animales.

Las dosis de tiroxina (1.5ug/100g de peso) administradas por via
intraperitoneal (inyeccidén) o subcutdnea (pellet) no modificaron los altos niveles
circulantes de insulina encontrados para la poblacion tiroidectomizada, con lo que las
diferencias respecto a los animales control (Figura 29) se cifraron en un 114.20%
para los animales a los que se les inyectd 1a T, y en un 170.96% para aquellos a los
que se les administré en forma de pellet.

3.5.1.4. IGFs: niveles séricos y expresion del ARNm hepatico.

3.5.1.4.1. Niveles séricos.

El IGF-I, que aparecia aumentado en las ratas neonatales tiroidectomizadas,
disminuy6 con la administracion de T,, y asi, ambas pautas ofrecieron unos niveles
séricos del péptido iguales a los valores de los animales control (Figura 29). Por
tanto, y contrariamente a lo que sucedia con las cifras de insulina circulante, ambos
tipos de tratamiento resultaron apropiados para la rehabilitacion de este pardmetro.

La recuperacion con T, de los aminaies hipotiroideos causd un descenso en
sus aumentados niveles de IGF-II, y los situd incluso por debajo de los valores
control en un 65.08% y un 71.94% para la administraciéon de T, con inyeccion y

pellet, respectivamente (Figura 29).
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Fig 29

A) Niveles circulantes de IGF-I, insulina e IGF-Il en ratas neonatales de 20 dias de vida
tircidectomizadas (T), controles (C), tratadas con una dosis de 1.5ug/100g de peso administrada en
Sorma de inyeccion (R) y tratadas con la misma dosis de T,, pero en forma de pellet (RP). Media +
DS de 8-10 animales.

B} Expresion hepdtica del ARNm y cuantificacion densitométrica de los IGF-1y Il en ratas neonatales
tiroidectomizadas (T), cantroles (C), tiroidectomizadas recuperadas con una inyeccién de 1.5ug/100g
de peso de T, (R) y con el pellet de T, (RP). El andlisis se llevé a cabo mediante el ensayo de
proteccion de la RNasa en animales de 20 dias de vida (15 dias después de la operacion). Media +
DS de 4 andlisis diferentes.

% Significacion estadistica respecto a los animales control, W Significacion estadistica respecto a
las ratas tiroidectomizadas. @ Significacion estadistica respecto a la poblacién de neonatos tratados
con la inyeccion de 1.5p/100g de peso de T,
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Resultados

3.5.1.4.2. Expresion del ARNm hepatico.

Los niveles de ARNm hepatico de IGE-I fueron, al igual que en los animales
tiroidectomizados, significativamente superiores tanto en los neonatos a los que se les
administré la T, con una inyecccién como los del pellet, respecto a los de animales
control (Figura 29). Sin embargo, la expresion hepatica de IGF-II disminuyd tras el
tratamiento hormonal con pellet (Figura 29), y no lo hizo con Ia inyeccidn, siempre
respecto a la poblacidn de ratas control; se observd asi una clara diferencia entre una
y otra pauta de reemplazamiento que, de nuevo, evidencié la mayor eficacia del pellet
para la rehabilitacion de los animales tiroidectomizados.

3.5.1.5. Estudio de regresion lineal y correlacion.

Se efectud el andlisis de regresion y correlacion de los niveles circulantes de
IGF-I frente a los de insulina y GH (Figura 30).

Se encontré una fuerte correlacion positiva entre los niveles séricos de IGF-I
y los plasmdticos de insulina en estos animales tiroidectomizados tratados con T, no
obstante, esta correlacion fue mayor cuando el tratamiento se llevé a cabo mediante
la implantacién de pellets (r=0.83) frente a la inyeccidn (r=0.52). Sin embargo,
cuando se representaron los valores circulantes de IGF-I frente a los de GH, estas
poblaciones mostraron una correlacion baja (r=0.50 y r=0.64 para las ratas tratadas
con T, via intraperitoneal y subcutinea, respectivamente).

3.5.1.6. IGFBPs: niveles séricos y expresion del ARNm hepatico.

3.5.1.6.1. Niveles séricos.

3.5.1.6.1.1. Western ligand blot.

Los animales neonatales tiroidectomizados experimentaron un aumento en los
niveles circulantes de las IGFBPs del complejo de 30kDa, aunque los dos
tratamientos de recuperaciéon provocaron un descenso, muy similar, en sus valores
séricos (Figura 31) respecto a la poblacion operada, esto hizo que ambos grupos de
animales tratados alcanzaran unos niveles similares a los de las ratas control.

La IGFBP-3 experimenté un aumento de sus niveles en suero tras ia
rehabilitacion de los neonatos tiroidectomizados con T, (Figura 31). Sin embargo, la
implantaciéon del pellet, al igual que en otras ocasiones, consiguid restaurar los
niveles del péptido de 45kDa a los valores control, mientras que la administracion de
la inyeccién no consiguid un aumento en los niveles de esta proteina ligadora respecto
a los animales tiroidectomizados. De nuevo, se observd una mayor eficacia en una

pauta de tratamiento sustitutivo respecto a la otra.
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Fig 30 Andlisis de regresion lineal y coeficiente de correlacién de los niveles circulantes

de 1GF-1 ¢ insulina y GH de las ratas operadas de 20 dias (15 dias después de la
tiroidectomia) tratadas con diferentes dosis y vias de administracion de T,:

A) Inyeccion de 1.5ug/100g de peso de T, durante 5 dias.

B) Pellet de 1.5p8/100g de peso de T, duranie 5 dias.
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Fig 31 Andlisis de "Western ligand blot” (A) y "Western inmunoblot” (B) de los niveles de las IGFBPs en ratas neonatales de 20 dias de vida
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% Significacion estadistica respecto a la poblacién control. W Significacion estadistica respecto a los animales operados.
® Significacion estadistica respecto a los animales tratados con una inyeccién de 1 .Spg/100g de peso de T,
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3.5.1.6.1.2, Western inmunoblot.

Los niveles séricos de IGFBP-1, que aumentaron después de la tiroidectomia,
disminuyeron al tratar a estos animales operados con una dosis de 1.5ug/100g de
peso de T, (Figura 31). La administracion intraperitoneal de la hormona igual6 los
niveles de esta proteina de bajo peso molecular a los valores control, mientras que
el tratamiento con pellet situd las cifras circulantes de IGFBP-1 en unos valores
intermedios y distintos a los mostrados por las poblaciones tiroidectomizada y
control. Se encontré una diferencia entre los dos tipos de tratamiento, aunque en
cualquier caso, con ambas pautas de administracion se encontré una disminucién
respecto a los niveles alcanzados después de la tiroidectomia.

El tratamiento con T, mediante la inyeccién intraperitoneal produjo un
aumento atin mayor de los niveles séricos de IGFBP-2 (Figura 31). La implantacion
de pellets, por el contrario, disminuy0 los altos valores circulantes de esta proteina,
con lo que se alcanzaron unas cifras similares a las mostradas por los animales
control; de nuevo, se puso de manifiesto una diferencia entre los dos tipos de
tratamiento.

3.5.1.6.2. Expresién del ARNm hepatico.

Los niveles de ARNm hepitico de IGFBP-1 disminuyeron al tratar a los
animales neonatales tiroidectomizados con T, (Figura 32). La inyeccién de la
hormona provocd un gran descenso en la expresion de esta proteina de bajo peso
molecular, y resultd ser mas acusado que el producido por la implantacion de pellet,
que mostré unos niveles de ARNm similares a los de la poblacién control; se
encontr6 asi una diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de
expresion de IGFBP-1 de las ratas tratadas con inyeccidn y las control, y entre las
dos pautas de reemplazamiento.

La IGFBP-2 mostré una menor expresion hepitica después de tratar a los
animales tiroidectomizados con el pellet (Figura 32). Por el contrario, la inyeccidn
de T, no sdlo no provocd un descenso en los niveles de ARNm de esta proteina, sino
que los aumentd, y los valores alcanzados fueron muy superiores a los de los
neonatos control e, incluso, a los de los tiroidectomizados que los presentaban ya
aumentados. El andlisis estadistico mostré asi una diferencia significativa entre los
dos tipos de tratamiento. Este andmalo incremento en la expresion en higado de la
IGFBP-2 asociado a la administracion intraperitoneal de la T, serd estudiado

oportunamente.
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Fig 32  Andlisis mediante ensayo de proteccion de la RNasa de los transcritos hepdiicos de IGFBP-1, 2 y
3 de ratas en periodo:

Neonatal (20 dias): tircidectomizadas (T), controles (C), tiroidectomizadas tratadas con una
inyeccion de 1.5ug/100g de peso (R) y con pellet de igual dosis (RP).
Destetado (37 dias}y adulto (87 dius): tiroidectomizadas (T), controles (C}, tiroidectomizadas
con una inyveccién de 1.75ug/100g de peso de T, durante 5 dias (R), tiroidectomizadas
rehabilitadas con pellet de igual dosis durante 5 dias(RP;), tiroidectomizadas recuperadas con
pellet de la misma dosificacién durante 10 dias (RP,,).

X Significacion estadistica respecto a la poblacidn control. > Segnificacion estadistica respecto a los
animales tiroidectomizados. @ Significacidén estadistica respecto a las ratas rehabilitadas con la
inyeccion de T,

Se muestra el andlisis densitométrico. Media + DS de 4 andlisis diferentes.
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Resultados

La expresion en higado de la IGFBP-3 aument6 después de recuperar a las
ratas tiroidectomizadas con tiroxina, incluso superd a los valores control cuando se
administré la hormona como inyeccidn (Figura 32). A pesar de que no se encontrd
ninguna diferencia estadistica entre las dos pautas de reemplazamiento, los niveles de
ARNm de esta proteina de alto peso molecular se aproximaron mdas a los valores
control cuando se llevé a cabo el tratamiento mediante la implantacion de pellets.

A la vista de estos resultados, se podria decir que la administracién de T, a
ratas neonatales restaura las alteraciones producidas por la tiroidectomia.

3.5.1.7. Resumen de los resuitados del estudio del tratamiento con T, en
ratas neonatales tiroidectomizadas.

Los valores circulantes de IGF-I y II después de la administracién de
1.5u1g/100g de peso, tanto por via intraperitoneal como con pellet, descienden al nivel
de los controles ¢ igualmente la expresion de su ARN para IGF-II no para IGF-1. Los
valores circulantes de insulina también disminuyen, quedando aiin por encima de
controles. También desciende a nivel de controles el complejo de 30kDa circulante;
por inmunoblot se muestra en los animales tratados con pellet, que esta disminucién
es mayor en la IGFBP-2 cosa que no se manifiesta con la inyeccion de 1.5pg/100g
de peso. .

La IGFBP-3 circulante no se altera con la inyeccidén y remonta a valores
control con el pellet de T,. La expresiéon de ARNm de las IGFBPs de 30kDa muestra,
igual que lo hizo el inmunoblot, que es mayor el descenso en IGFBP-2 después de
la implantacion del pellet. También aumenta, alcanzando los valores control, el
ARNm de IGFBP-3; por tanto después de 1a implantacion del pellet se muestra una
recuperacion paralela de los valores circulantes y la expresion hepatica del ARNm
en las tres IGFBPs estudiadas, cosa que no sucede con las mismas dosis de T, por
inyeccién. Todo ello manifiesta la no conveniencia de esta via para rchabilitacién
como ya se ve también en [os cambios de los pardmetros de la Tabla 9 después de
la inyeccién de T,.

En los animales tratados con pellet, 1a GH plasmadtica e hipofisaria aumentaron
respecto a las ratas controles y tiroidectomizadas, y la glucemia alcanza los valores
control, los mismos cambios se producen en los animales inyectados con T, pero
menos acusados.

Se establecid una correlacion positiva entre los niveles circulantes de insulina

e IGF-I que es mayor con pellet.
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Cuadro 3.- Resumen de los resultados de los estudios de la administracion de
T, en dosis de 1.5 pg/100g de peso por via ip (T +71,), 0 via sc {(pellet) (T + T,
en ratas neonatales respecto a la poblacion de los animales control (20 dias de vida).

(T + Ty (T + T,

GLUCEMIA 1 =
INSULINEMIA t t
GH CIRCULANTE t 1
GH HIPOFISARIA t
IGF-I CIRCULANTE
ARNm IGF-I t t
IGF-Il CIRCULANTE = =
ARNm IGF-II t =
IGFBP-1 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-1
IGFBP-2 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-2
IGFBP-3 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-3

i

I
-

- = = -
-—

3.5.2. Tratamiento con T, de las ratas destetadas y adultas
tiroidectomizadas. Comparacion de dosis inyectadas y pellets.

Al igual que en los estudios realizados sobre la poblacién neonatal, en las
ratas destetadas v adultas también se llevd a cabo la rehabilitacion de estos animales
tiroidectomizados mediante la administracion ip (inyeccién) y sc (pellet) de la
tiroxina, para de nuevo establecer una comparacién entre Jas dos vias empleadas,
pero ahora en estadios mas maduros del desarrollo. La recuperacidén con pellet se
realizé durante 5 6 10 dias.

3.5.2.1. Evolucién del peso corporal.

Las ratas tiroidectomizadas presentaron, como ya se ha visto, un peso corporal
inferior al de las ratas control, sin embargo, la rehabilitacion con T, aumentd el peso
del animal operado. Este incremento fue significativo respecto a la poblacién
tiroidectomizada cuando el tratamiento hormonal se realizé con el pellet, puesto que
la administracion diaria de la inyeccion no modifico el peso de los animales tratados
con T, respecto al de los operados, tanto en la etapa destetada como en la adulta
(Tabla 10). Cuando la recuperacion se prolongd durante 5 dias mas, el valor del peso

se iguald al de las ratas control, por tanto se ve un aumento progresivo del peso
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Tabla 10.- Peso corporal, niveles circulantes de glucosa, insulina, GH y contenido hipofisaric de GH de ratas destetadas y adultas
tiroidectomizadas (T), tratadas con una dosis de 1.75xg/100g de peso de T, por via ip o sc (pellet) (T + T,) v controles aidos 15
dias después de la tiroidectomia (37 y 87 dias de vida). Media de 8-10 animales + DS.

T -+ T, (pellet 5 dias)

T + T, (pellet 10 dias)

93.60 + 2.96%=

109.63 + 2,990

9%.14 t 1.78%0¢

102.31 £ 3,38

4

18.80 + 0.53*°

20.94 4+ 1.01%

139.43 + 6.48°

128.49 + 5.45+¢

Peso corporal GH plasmatica GH hipofisaria Glucemia Insulinemia
(g} {ng/ml) (ng/mg) {mg/100mi) (eU/ml)
DESTETADAS
T 72.55 £ 2.40¢ 37.13 + 1.63 6.18 &+ 0.39° 127.30 + 4.90 15.60 + 2.77*
Controles 118.17 + 2.21 66.61 + 2.84 3118 x 2.68 13172 £ 1.17 5512 + 4.64
T + T, (inyeccidn) 77.67 + 1.41° 7370 £ 3.13 14.18 + 0.51° 139.11 + 1.95° 41.30 + 2.7>

41.56 + 14.69°

67.70 4 22.01°¢

ADULTAS

T

Controles
T + T, (inyeccién)
T + T, (pellet 5 dias)

T + T, (peliet 10 dias)

166.21 + 3.59°
193.70 + 4.92

171.95 + 4.05°
188.78 + 5.48¢

189.63 + 4,38

14.35 + 1.32°
96.93 + 4.46

59.67 £ 5.73*®
60.77 + 3.46*°

70.61 > 6.11%*

10.77 + 0.72
33,12 + 1.16

13.49 + 0.93
26.32 £ 2.64%«

33,89 4 2.580

130.63 £ 1.71
133.05 + 1.90

140.21 £ 4.77
141.45 + 3.26"

133.15 £ 3.01

4872 + 2.62°
66.95 + 7.55

50.61 £ 2.59*
55.02 + 5.80°

64.43 + 4.20°¢

*p< 0.05 respecto a las ratas C
*p< 0.05 respecto a las ratas T

p< 0.05 respecto a las ratas T + T, {inveccién)

‘p< 0.05 respecto a las ratas T + T, (pellet 5 dias)
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cuando se rehabilitan con pellet.

3.5.2.2. Niveles séricos de T, y T, y plasmdticos e hipofisarios de GH.

Los niveles de hormonas tiroideas disminuyeron después de la operacion,
aunque el tratamiento sustitutivo con T, produjo un incremento significativo en las
cifras circulantes de estas hormonas en todos los casos estudiados respecto a los
animales operados (Figura 33). Este aumento, al igual que sucedia con el peso
corporal, fue menor para aquellas ratas a las que se les inyectd la hormona respecto
a las que se fes implanté el pellet, tanto a los 5 como a los 10 dias de tratamiento.
El incremento encontrado, que superd incluso los valores de los animales control, en
las ratas destetadas tratadas con pellet durante 5 dias, fue de un 131.05% para la T,
y de un 70.00% para la T,, mientras que para las adultas este resultd ser mas
modesto (5.20% para la T, y 28.71 % para la T,) e iguald los niveles de las hormonas
tiroideas a los de la poblacién control. Estos datos contrastaron con los obtenidos
para aquellos animales destetados y adultos inyectados con T, diariamente, dado que
el incremento fue menor, y en ningin caso superaron los valores contro} (59.69%
para T, y 76.02% para T, en las ratas destetadas y 72.42% para T, v 62.74% para
T, en las adultas); asi pues, parece que en cuanto a la recuperacién de las hormonas
tiroideas en ratas destetadas, el tratamiento idoneo es €l pellet durante 10 dias.

En los animales adultos, el tratamtento con pellets de T, mantuvo los niveles
de hormonas tiroideas igual a los controles tanto a los 5 como a los 10 dias después
del inicio de la administracién hormonal por pellet (Figura 33). Sin embargo, y dado
que la dosis fue la misma para los animales adultos y destetados, estos ultimos
mostraron unos niveles de hormonas tiroideas superiores a los de la poblacion control
a 5 dias, probablemente debido al menor peso de las ratas mas jovenes. Por tanto,
cabe destacar que para los animales adultos, en cuanto a las hormonas tiroideas las
dosis de 1.75pg/100g de peso de T, es la idonea tanto con 5 como con 10 dias de
tratamiento.

La GH circulante aumentd al tratar con T, a los animales tiroidectomizados
respecto a los operados en ambas poblaciones, superando los valores control en
destetadas y no llegando a ellos en adultos; igualmente aumentd la GH hipofisaria,
no llegando a valores control mas que en las adultas de 10 dias de tratamiento con
pellet (Tabla 10). Al igual que sucedia para el peso corporal y las hormonas tiroideas,
Ja rehabilitacién con pellet durante 10 dias ofrecié los niveles mas cercanos a los

control.
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Fig 33 Niveles de T, (A) y T, (B) en suero de ratas destetadas (37 dias) y adultas (87 dias de vida)
tiroidectomizadas (T), controles (C), tiroidectomizadas rehabilitadas con inyeccién de
1.751/100g de peso de T, durante 5 dias (R}, con peller de la misma dosis de T, durante
5 dias (RP) y 10 dias (RP,). Media + DS de 8 animales. % Significacién estadistica
respecto a la poblacidn control. > Significactén estadistica respecto a las ratas operadas.
@ Significacion estadistica respecto a los animales recuperados con la inyeccion de
1.751g/100g de peso de T, durante 5 dias. Q Significacién estadistica respecto a las ratas
rehabilitadas con pellet de T, y una dosis de 1.75u2/100g de peso durante 5 dias.



Resultados

La rehabilitacién con pellet a lo largo de 5 dias parecié ser mas efectiva que
la inyeccién, que no modificé el contenido en GH de este tejido respecto a las
poblaciones tiroidectomizadas destetada y adulta. A la vista de los resultados se debe
destacar que la respuesta al tratamiento difirid seglin la edad del animal; las ratas
destetadas rehabilitadas con pellet presentaron unos niveles de GH en plasma
superiores a los de los animales control, pero su contenido hipofisario fue inferior al
de dichos controles, sin embargo, las ratas adultas a las que se les implanté el pellet
o se les inyectd la hormona, mostraron unos valores de GH en plasma e hipdfisis
inferiores o iguales respecto a las ratas control; estas diferencias pueden ser debidas
a la distinta madurez del axis de la GH, dado que en las ratas destetadas pueden no
haberse establecido las conexiones neuroendocrinas completamente.

3.5.2.3. Glucemia e insulinemia.

Los niveles plasmdticos de insulina aumentaron al administrar T, a las ratas
tiroidectomizadas (Tabla 10) por ambas vias en destetadas y adultas, pero alcanzaron
valores control slo con el implante de pellets a 5 o a 10 dias en ambas poblaciones
destetadas y adultas. A pesar de todo, y al igual que en casos anteriores, los valores
que fueron similares y mds cercanos a los niveles control resultaron ser los de
aquellas ratas tratadas con pellet y cuyo tratamiento se prolongd durante 10 dias
(22.82 y 3.76% para las ratas destetadas y adultas, respectivamente).

El tratamiento con tiroxina aumentd los niveles sanguineos de glucosa de los
animales tiroidectomizados (Tabla 10), y se observé de nuevo, un mayor
acercamiento a los valores control en aquellas ratas tratadas con T, durante 10 dias.

3.5.2.4. IGFs: niveles séricos y expresién del ARNm hepitico.

La recuperacion de los animales tiroidectomizados con T, produjo un aumento
en los niveles circulantes de IGF-1 (Figura 34). Este incremento en los valores del
péptido fue mayor al tratar con pellets durante 10 dias a ambas poblaciones destetadas
y adultas. El tratamiento con pellets durante 5 dias se mostré mas efectivo en la
restauracion de los niveles de IGF-I que la inyeccion de T, (Figura 34),

En los animales destetados tan solo el tratamiento con pellet durante 10 dias
rehabilitd los niveles de IGF-I a los controles, cosa que se logrd a los 5 dias en los
adultos. Sin embargo, el tratamiento con pellet ya a los 5 dias rehabilité a niveles
control el ARNm hepiético de IGF-I en las poblaciones destetada y adulta, aunque las
inyecciones de igual dosis no tuvieron efecto (Figura 34).

Se observ( pues un gran paralelismo entre los niveles séricos de IGF-I y los
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de su expresion en higado, lo que nos lleva una vez mas a sugerir que las hormonas
tiroideas parecen actuar sobre el 1GF-1 a nivel transcripcional. Asi mismo, se
encontrd una recuperacion mds inmediata de la expresion del ARNm hepdtico de
IGF-I respecto a sus niveles séricos, ya que tanto a los 5 como a los 10 dias después
del inicio del tratamiento con el pellet, las poblaciones destetada y adulta igualaron
sus niveles de ARNm a los valores control.

3.5.2.5. Estudio de regresion lineal y correlacion.

Las Figuras 35 y 36 resumen los resultados del anilisis de regresion de los
niveles séricos de IGF-I frente a los plasmaticos de insulina o GH.

Las ratas destetadas y adultas presentaron una alta correlaciéon entre los
valores circulantes de GH e IGF-I, tanto en las tratadas con inyeccién de T, (r=
(.78, para las detetadas y r= 0.97, p<0.05, para las adultas) como en aquellos
animales a los que se les tratd con el pellet durante 5 dias (r= 0.99, p<0.05, para
los destetados y r= 0.97, p<0.05, para los adultos) como 10 dias (r= 0.83 para los
mas jovenes, y r= 0.99, p<0.01, para los adultos). Por e} contrario, la correlacion
encontrada entre la insulinemia y los niveles séricos de IGF-I en las ratas destetadas
tiroidectomizadas y tratadas con T, fue muy baja, e incluso negativa (r= 0.048, r= -
0.60 y r= -0.35, para la administracidén de la hormona como inyeccion, pellet
durante 5 dias y pellet durante 10 dias, respectivamente), e igual ocurrié en el caso
de los animales adultos (r= -0.62, r= -0.21 y r= -0.28, para el tratamiento
intraperitoneal de T, y subcutdneo de 5 y 10 dias de duracion, respectivamente)
{Figuras 35 y 36).

3.5.2.6. IGFBPs: niveles séricos y expresion del ARNm hepatico.

3.5.2.6.1. Niveles séricos.

3.5.2.6.1.1.Western ligand blot.

El hipotiroidismo, como se ha visto en la primera parie, provoc6 un decenso
en los niveles circulantes de las proteinas ligadoras de alto y bajo peso molecular, sin
embargo, la recuperaciéon de los animales tiroidectomizados mediante la
administracion de T, aumentd los valores séricos de las IGFBPs de 30 y 45kDa
(Figura 37). Este incremento fue superior y supuso una rehabilitacién completa de
los animales destetados y adultos tratados con el pellet durante 10 dias, en cuanto a
los niveles de las IGFBPs de alto y bajo peso molecular. La administracién de
tiroxina mediante la inyeccion de la hormona o por el implante del pellet durante 5

dias no restaurd los miveles de la proteina de 45kDa (IGFBP-3) en la poblacién
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Fig 35 Andlisis de regresion lineal y coeficiente de correlacion de los niveles de IGF-I en
suero y las concentraciones plasmdticas de insulina y GH en ratas desretadas (37
dias) tiroidectomizadas tratadas con 1.75pug/100¢ de peso de T, en forma de
inyeccion durante 5 dias (R), con pellet de la misma dosis a lo largo de 5 dias (RP

y con pellet durante 10 dias (RP,y). Se muestran las diferencias estadisticas.
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Fig 37 A) Andlisis mediante "Western ligand blot" de los niveles de las IGFBPs en ratas
destetadas (37 dias}) y adultas (87 dias) tiroidectomizadas (T}, controles (C)
tiroidectomizadas tratadas con 1. 75ug/100g de peso de T, ip (R) y sc durante 5 dia:
(RPs) y 10 dias (RP,y). Se analizaron 2.5ul de suero. Se muestra la cuantificacior.
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Media + DS de 4 andlisis diferentes. ¥ Significacion estadistica respecto a las raras
control. W Significacién estadistica respecto a los animales operados.

@ Significacion estadistica respecto a la poblacién recuperada con una inyecciér.
diaria de 1.75ug/100g de peso de T, durante 5 dias.

B) Contenido de IGFBP-2 del suero de ratas destetadas y adultas (37 y 87 dias,
respectivamente) perteneciente a las poblaciones de animales anteriores (T, C, R,
RPsy RP,y). El andlisis se efectud mediante "Western inmunoblot”.
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destetada ni en la adulta. En estas condiciones, tampoco se recuperaron los valores

del complejo de 30kDa (IGFBP-1 y 2) en las ratas adultas, aunque este si se

rehabilitd con los tres tratamientos hormonales en la poblacion destetada.
3.5.2.6.1.2. Western inmunoblot.

La administracién de T, a los animales destetados y adultos tiroidectomizados
provocd un decenso en los niveles séricos de IGFBP-2 (Figura 37). Esta disminucion
en la intensidad de las bandas parecié ser mayor en el tratamiento de 5 dias de
duracion frente al de 10, que se aproximd mas a los valores control. Asi pues, y por
comparacién de estos resultados con los obtenidos mediante el "Western ligand blot",
se podria sugerir que el descenso en la intensidad de las bandas de 30kDa registrado
mediante el "Western inmunoblot” se debié a la disminucién de la IGFBP-2
circulante, puesto que el "Western ligand blot" mostré un aumento en la cantidad de
complejo de proteinas de bajo peso molecular (IGFBP-1 y 2).

3.5.2.6.2. Expresion del ARNm hepatico.

La expresién hepatica de IGFBP-1 disminuy0 en las ratas destetadas y adultas
tiroidectomizadas respecto a sus controles, sin embargo, la administracion de T, a los
animales operados provocé una restauracion en los niveles de su ARNm (Figura 38);
esta rehabilitacion se produjo ya con la inyeccidén en las ratas adultas y no en las
destetadas. La rehabilitacion fue igual a los controles con 10 dias de tratamiento en
ambas poblaciones.

Los niveles de IGFBP-2, que aparecieron aumentados en los animales
tiroidectomizados, disminuyeron tras el tratamiento con T, {(Figura 38). En las ratas
destetadas, el descenso de la expresidn fue mas acusado al administrar a los animales
los pellets, ¢ incluso, ios niveles de los trinscritos de esta proteina fueron inferiores
a los mostrados por la poblacién control. En los animales adultos, sin embargo, y
quizds debido a los bajos niveles de IGFBP-2 que existen en ellos, los tres
tratamientos ensayados se mostraron efectivos para disminuir la expresion hepatica
de la proteina, e incluso, como sucedia en las ratas destetadas, estos valores
resultaron ser inferiores a los mostrados por los controles. En ninguno de tos dos
grupos de animales {destetados y adultos) se encontraron diferencias significativas
entre las dos pautas de rehabilitacion llevadas a cabo con pellets y si respecto a los
de la inyeccién (destetadas).

En cuanto a la IGFBP-3, el tratamiento con pellet durante 10 dias fue capaz

de restaurar los niveles de ARNm de esta proteina en ratas tiroidectomizadas a
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Fig 38

Andlisis mediante ensayo de proteccion de la RNasa de los trdanscritos hepdticos de IGFBP-1, 2 y
3 de ratas en periodo desretado (37 dias) v adulto (87 dias): ratas tiroidectomizadas (T}, coniroles
(C), tiroidectomizadas y tratadas con una inyeccion de 1. 75u8/100g de peso de T,durante 5 dias (R),
tiroidectomizadas rehabilitadas con peller de igual dosis durante 5 dias (RP;), tiroidectomizadas
recuperadas con pellet de la misma dosificacién durante 10 dias (RP,,). % Significacion estadistica
respecto a la poblacion control W Significacion estadistica respecto a los animales tiroidecromizados.
@ Significacion estadistica respecio a las ratas rehabilitadas con la inyeccion de T, (1.751.8/100g
de peso).

Se muestra el andlisis densitoméirico. Media + DS de 4 andlisis diferentes.
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valores control (destetadas) o incluso superiores (adultas) (Figura 38). En los
animales adultos, los tres tratamientos ensayados aumentaron la expresion hepatica
de la IGFBP-3, y aunque los pellets lo hicieron incluso por encima de los valores
control, la inyeccién mostré unos niveles similares a la poblacién control. En las
ratas destetadas, sin embargo, solo la pauta llevada a cabo mediante la implantacién
del pellet durante 10 dias, fue capaz de aumentar la expresion hepdtica de esta
proteina de alto peso molecular hasta valores control, y a pesar de ello, no se
encontraron diferencias estadisticas entre ninguno de los tres distintos tratamientos.

3.5.2.7. Resumen de los resultados del estudio del tratamiento con T, en
ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas.

El IGF-I circulante en animales destetados se restaura igual a controles con
pellet durante 10 dias y en adultas por igual via de administracion tanto a 5 como 10
dias. La expresion del ARNm hepatico es rehabilitada igual a controles con pellet
tanto a 5 como 10 dias en ambas poblaciones. El peso corporal y la GH plasmdtica
e hipofisaria muestran una mejor restauracién, a pesar de que no alcanzan valores
control mas que en el contenido en pituitaria de adultas a los 10 dias de tratamiento
con pellet, mientras la insulina es restaurada igual a controles con pellet a 5 6 10 dias
en ambas poblaciones.

La glucemia alcanza niveles controles con cualquier tratamiento de T,. En
estas condiciones, las bandas proteicas de bajo peso molecular circulantes se
restauraron tan solo con pellet 10 dias en destetadas y adultas y la IGFBP-3 mejor
con 10 dias de pellet en adultas. La expresion de su ARN muestra que dicha
restauracion podria ser debida a IGFBP-1, ya que la expresion de IGFBP-2 disminuia
con T, por cualquier tratamiento tanto en destetadas como adultas. El ARN de
IGFBP-3 se rehabilit6 con pellet durante 10 dias subiendo por encima de los controles

en adultas.
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Cuadro 4.- Resumen de los resultados de los estudios de la administracién de
T, en dosis de 1.75xg/100g de peso por via ip (T +T,) durante 5 dias o via sc a lo
largo de 5 ((T + T,)s) 0 10 dias ((T + T,);o) en ratas destetadas (37 dias) y adultas
(87 dias) respecto a la poblacidn control.

T + T, (T + T (T + Ty
DESTETADAS ADULTAS DESTETADAS ADULTAS DESTETADAS ADULTAS
INSULINEMIA i i = = = =
GLUCEMIA ' = = = = = =
GH CIRCULANTE = } t { t 4
GH HIPOFISARIA ¢ ¢ | i { =
IGF-I CIRCULANTE { | ! = = =
ARNm IGF-1 i ¢ = = = =
IGFBP-1 y 2 CIRCULANTES= { = l = =
ARNm IGFBP-1 { t = = = -
ARNm IGFBP-2 t { i i { =
IGFBP-3 CIRCULANTE 4 ! 4 { - -
ARNm IGFBP-3 i = Fl t = t

3.6.DIABETES EN PERIODO NEONATAL Y ADULTO Y REHABILITACION
CON T..

El modelo de diabetes por STZ se provocd por inyeccidn intraperitoneal de
esta sustancia a los 10 dias de vida (neonatos) o a los 72 dias de vida (adultos). Los
animales fueron divididos en dos grupos y sacrificados a los 20 y 87 dias de edad:
el primer grupo fue sometido durante 5 dias a un tratamiento con unas dosis de T,

de 1.5 y 1.75ug/100g de peso para las ratas neonatales y adultas, respectivamente,
y el segundo actud de control.

3.6.1. Evolucidn del peso corporal.

Las ratas diabéticas presentaron un peso inferior al de sus controles tanto en
la etapa neonatal (25.45%) como en la adulta (31.56%) (Tabla 11}).

En la etapa neonatal, el tratamiento con T, aumenté el peso corporal de estos
animales diabéticos a los que se les implantd el pellet (12.13%) frenfe a l0s no
tratados, aunque persistié la diferencia respecto a la poblacidn control. Por el

contrario, las ratas adultas no modificaron su peso tras la administracion de T,

respecto a los animales control.
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Tabla 11.- Peso corporal, niveles circulantes de glucosa, T,, T,, GH y contenido hipofisaric de GH de ratas neonatales (20 dias) y adultas (87 dias) controles,
diabéticas (D), neonatos diabéticos tratados con 1.5 pg/100g de peso T, y adultos diabéticos tratados con 1.751g/100g de peso (D + T,). Media 8-10

animales + DS.

Peso corporal T, sérica T, sérica GH plasmitica GH hipofisaria Giucemia
. {g) (ng/dl) {pg/dl) {ng/ml) (ng/mg) (ng/100ml)
NEONATOS
Controles 52.66 + 0.86 90.50 £ 1.84 5.85 + 0.58 342 £ 0.71 12.47 + 0.39 133.58 + 2.38
Diabéticas (D) 39.26 + 1.72¢ 59.26 + 30.8 4.16 £+ 0.62° 337+ 0.14 8.86 + 0.92* 270.29 + 10.45°
D+ T, 46.27 + 0.65*° 98.10 + 6.89" 6.61 + 1.32° 89.67 + 15.04° 15.97 + 2.09*° 199.12 + 11.64°
ADULTOS
Controles 213.47 + 3.33 94.53 + 4.46 525 £ 0.63 95.31 + 4.09 29.01 + 1.61 133.05 + 1.89
Diabéticas (D) 146.10 £ 6.03* 11.93 + 0.21° 1.03 £ 0.15° 23.70 + 3.52° 10.83 +1.26° 490.47 + 4.81°
. D+T, 156.13 + 10.36° 51.89 + 8.58&° 3.71 £ 0.91%° 42.46 4+ 6.12*° 13.89 +0.98° 454.82 + 4.49°

*p< 0.05 respecto a las ratas C
p< 0.05 respecto a las ratas D
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3.6.2. Niveles séricos de T; y T, y plasmaticos e hipofisarios de GH.

La diabetes provocd un descenso en los niveles circulantes de las hormonas
tiroideas (Tabla 11). Esta disminucion fue mdas acusada para los animales adultos
(85.57% para T, y 82.16% para T,) que para los neonatos (34.52% para T, y
28.89% para T,) respecto a los controles.

La administracion de T, provocd el esperado aumento en los niveles
circulantes de las hormonas tiroideas (Tabla 11). En el caso de los animales
diabéticos neonatales tratados con 1.5ug/100g peso de tiroxina, el incremento fue de
un 65.54% para T; y un 58.65% para T, respecto a las ratas diabéticas no tratadas,
lo que situd las concentraciones séricas de las hormonas en unos valores iguales a los
de las ratas control. Al igual que sucedia con las ratas neonatales que recibian T,, los
animales adultos diabéticos sometidos al tratamiento hormonal experimentaron un
aumento en los valores circulantes de las hormonas tiroideas (262.84% vy 271.72%
para T, y T,, respectivamente) frente a las ratas diabéticas, pero no se alcanzaron los
valores de la poblacién control.

Los niveles plasmiticos de GH disminuyeron con el estado de diabetes en los
animales adultos (75.13%) respecto a los control (Tabla 11). Sin embargo, las ratas
neonatales diabéticas experimentaron un ligero descenso (no significativo) en los
valores circulantes de esta hormona respecto a los de la poblacién control.

El contenido hipofisario de GH, al igual que los niveles circulantes, disminuy6
en mayor medida en los animales adultos diabéticos (62.67%) que en los neonatos
(28.95%) respecto a las ratas control (Tabla 11).

El tratamiento de los animales diabéticos con T, provocd un aumento en la
concentracion circulante de GH y en su contenido hipofisario (Tabla 11). Los niveles
plasmaticos de GH en las ratas neonatales tratadas con la hormona sufrieron un
aumento espectacular, e incluso sobrepasaron los valores de la poblacion control,
mientras que en los animales adultos diabéticos, a los que también se les adminstrd
la tiroxina, este incremento fue mds discreto y situd los niveles de estas ratas en unas
cifras intermedias a las de las poblaciones control y diabética. A nivel hipofisario,
el aumento provocado en el contenido de GH por la administracion de T, en las dos
poblaciones de animales no redujo la diferencia existente respecto a los animales
control, aunque este incremento resultd ser ligeramente superior en el caso de las

ratas adultas (28.25%) respecto a las neonatales (28.07%).
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3.6.3. Glucemia ¢ insulinemia.

La glucemia de las ratas diabéticas fue de 2 a 4 veces superior a la de los
animales control (Tabla 11). No obstante, el tratamiento con T, disminuyo
significativamente los niveles sanguineos de glucosa de los neonatos diabéticos que
recibieron una dosis de tiroxina de 1.5xg/100g de peso, aunque no se alcanzaron los
valores de la poblacion control.

Los niveles de insulina en plasma de los animales diabéticos neonatales y
adultos, como era de esperar, fueron muy inferiores a los de sus controles (55.63 y
84.81%, respectivamente) (Figura 39). Estas diferencias respecto a las poblaciones
control se mantuvieron a pesar de! tratamiento hormonal con T, de estos animales
diabéticos neonatales y adultos (Figura 39).

3.6.4. 1GFs: niveles séricos y expresion del ARNm hepatico.

3.6.4.1. Niveles séricos.

La concentracién circulante de IGF-1 disminuyé en los animales diabéticos
neonatales y adultos respecto a los control en una proporcion cercana al 50% en
ambas poblaciones (Figura 39).

Las ratas neonatales diabéticas que recibieron la firoxina aumentaron
significativamente los niveles séricos de IGF-1 respecto a los animales diabéticos, de
modo que la concentracion del péptido fue igual a la de la poblacién control. En
cuanto a los animales adultos, la implantacién del pellet a los animales diabéticos no
parecid tener ningun efecto sobre los niveles séricos de IGF-1.

Los valores de IGF-1I en el suero de las ratas diabéticas neonatales
disminuyeron frente a los de la poblacion control (43.57%) (Figura 39), y el
tratamiento con 1.5ug/100g de peso de T,, que tan eficaz se mostro en Ia restauracion
de los niveles de IGF-I, no tuvo ningtn efecto en 1a recuperacion de la concentracion
circulante de IGF-IL.

3.6.4.2. Expresion del ARNm hepatico.

Los valores de ARNm de IGF-I en higado de las ratas neonatales diabéticas
disminuyeron respecto a la poblacion control, al igual que sucedia a nivel circulante
(Figura 39). La administracion de T, a estos animales diabéticos aumentd la expresién
del péptido (Figura 39), pero no se alcanzaron los niveles control.

En la etapa adulta, como sucedia en la neonatal, los niveles de ARNm de
IGF-I disminuyeron en las ratas diabéticas, pero en este caso, el tratamiento llevado

a cabo con T, no tuvo ningun efecto sobre la expresion hepatica del péptido (Figura
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Fig 39 A) Niveles circulantes de IGF-, insulina e 1GF-Il en ratasreonatales (20 dias) y adultas
(87 dias) diabéticas (D), diabéticas tratadas con pellets de T, de 1.5p8/100g de peso en el caso de
los animales neonatales y 1.75u8/100g de peso para las adultas (D + T), controles (C). Media +

DS de 8-10 animales.

B) Expresion hepdtica del ARNm y cuantificacion densitométrica de los IGF-1y Il en ratas
neonatales (20 dias de vida) y adultas (87 dias) diabéticas (D), diabéticas tratadas con pellets ae 1,
de 1.518/100g de peso en el caso de los animales neonatales y 1.751g/100g de peso de T, para las
adultas (D + T,), controles (C). El andlisis se realizé mediante el ensayc de proteccion de
ribonucleasas. Media + DS de 4 andlisis diferentes. % Significacion estadistica respecto a las
ratas control. P> Significacién estadistica respecto a la poblacion diabética.
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39).

Los niveles de ARNm hepatico de IGF-1I de las ratas neonatales aumentaron
en una situacion de diabetes respecto a la poblacién control (Figura 39). No obstante,
la administracion de T, produjo un descenso en la expresion de dicho péptido, e
incluso, fueron inferiores a los mostrados por la poblacién control.

3.6.5. IGFBPs: niveles séricos y expresion del ARNm hepético.

3.6.5.1. Niveles séricos.

3.6.5.1.1. Western ligand blot.

En la etapa neonatal, Ia diabetes produjo un descenso en los niveles circulantes
de las proteinas ligadoras de IGFs, tanto en el complejo de 30kDa (IGFBP-1y 2)
como en ¢l de 45kDa (IGFBP-3), de los animales (Figura 40). Sin embargo, el
tratamiento hormonal llevado a cabo con T, no modific los niveles séricos de dichas
proteinas, con lo que los valores circulantes de estos péptidos se mantuvieron iguales
a los de la poblacidn neonatal diabética (Figura 40).

Los animales diabéticos adultos, por su parte, también mostraron un descenso
en los niveles circulantes de los dos complejos (30 y 45kDa), y tampoco en este caso
el tratamiento efectuado con T, aument$ los niveles circulantes de estas proteinas
respecto a la poblacion diabética (Figura 40).

3.6.5.1.2. Western inmunoblot.

La poblacidn de ratas neonatales diabéticas mostré un aumento en los niveles
circulantes de IGFBP-1 respecto a los animales control (Figura 40), mientras que los
valores de IGFBP-2 no se vieron afectados.

La administracion de T, a las ratas neonatales diabéticas provoco un descenso
en los niveles séricos de IGFBP-1 respecto a la poblacién de animales diabéticos
(Figura 40). Esta disminucion iguald los valores de las poblaciongs tratadas con la
hormona a los de la control. Los niveles circulantes de IGFBP-2 no se modificaron
por la administracion de T, a los animales diabéticos (Figura 40).

3.6.5.2. Expresion del ARNm hepitico.

De manera andloga a lo que sucedia a nivel circulante, la diabetes provocéd un
gran aumento en la expresion hepdtica de la IGFBP-1 en las ratas neonatales y adultas
respecto a sus poblaciones de animales control (Figura 41).

El tratamiento con T, de los animales neonatales diabéticos disminuyé los
niveles de ARNm hepdtico de IGFBP-1 (Figura 41) y, aunque los valores

descendieron respecto a los de las ratas diabéticas, no se llegaron a alcanzar las cifras
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Fig 41 Expresion hepdtica del ARNm y cuantificacion densitomérrica de IGFBP-1, 2y 3 en
ratas neonatales (20 dfas) y adultas (87 dias) diabéticas (D), diabéticas tratadas con
1.5pg/100g de peso en el caso de los animales neonatales y 1.75ug/100g de peso
para los adultos (D + T,), controles (C). Media + DS de 4 andlisis distintos.

% Significacion estadfstica respecto a las ratas control. W Significacion estadistica
respecto a la poblacion diabética.
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de ia poblacién control.

En la etapa adulta, €l tratamiento con T, aumenté ain mds los niveles de
ARNm de IGFBP-1 respecto a los de las ratas diabéticas (Figura 41), y la
administracion de tiroxina por tanto no restaurd sus niveles a los de los controles.

La expresion hepdtica de IGFBP-2 aumenté en las ratas diabéticas neonatales
y adultas respecto a las control (Figura 41). Sin embargo, en la etapa neonatal, el
tratamiento hormonal de estos animales diabéticos disminuyé los niveles de ARNm
de IGFBP-2 hasta alcanzar unos valores similares a los de la poblacién control
(Figura 41), y por el contrario, los animales diabéticos adultos tratados con la
hormona mostraron un aumento significativo de la expresion de IGFBP-2 respecto a
la poblacidn diabética (Figura 41).

En cuanto a los niveles de ARNm hepaitico de IGFBP-3, disminuyeron
significativamente en una situacién de diabetes tanto en la etapa neonatal como en la
adulta (Figura 41). No obstante, la administracion de T, a las ratas neonatales
diabéticas aument0 la expresion hepética de fa IGEBP-3, aproximando los niveles de
ARNm a los control (Figura 41). Por ultimo, en la etapa adulta, la administracion de
T, a los animales diabéticos aumentd la expresion hepatica de IGFBP-3 y situé sus
niveles en valores intermedios y distintos a los mostrados por las poblaciones control
y diabética (Figura 41).

3.6.6. Resumen de los resultados del estudio de la diabetes en ratas
neonatales y adultas diabéticas y tratadas con T,.

La administracién de STZ a las ratas provocd un bloqueo en la secrecion de
insulina, por lo que los niveles plasmaticos de esta hormona fueron muy bajos, y el
tratamiento con T, no mejord la situacién. En los animales diabéticos, las dosis de
T, rehabilitaron los niveles de IGF-I circulante y también su expresién de ARNm
hepatico sin incrementar la insulina, cosa que no hicieron en adulto. El IGF-II no se
restaurd a nivel circulante pero el ARNm, que o tienen aumentado los animales
neonatales diabéticos, disminuyd después del tratamiento. Las IGFBPs circulantes,
que estin disminuidas en ambos animales diabéticos neonatales y adultos, no se
rehabilitaron con T,. En neonatos si que descendid la IGFBP-1 que tenia niveles
mayores con respecto a controles.

Las dosis de T, en neonatos disminuyeron la expresion de IGFBP-1 y 2
aumentadas en los animales neonatales y adultos diabéticos, pero no lo hicieron en

la poblacidon adulta. La expresion del ARNm en neonatos y adultos se rehabilta
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después de las dosis en neonatos igual a controles y no en adultas. Se concluye la no
regulacion a nivel transcripcional del complejo de 30kDa (IGFBP-1 y 2) en los

animales diabéticos neonatales y adultos.

Cuadro 5.- Resumen de los resultados de los estudios de la administracion de
T, en dosis de 1.5 y 1.75ug/100g de peso por via s¢c (D + T,) en ratas neonatales

y adultas diabéticas (20 y 87 dias de vida) respecto a la poblacién control.

NEONATOS ADULTAS
D D+, D D+ T,

GLUCEMIA t 1 t ?
INSULINEMIA ' l } }
GH CIRCULANTE = 1 ) 4
GH HIPOFISARIA = ? y !
IGF-I CIRCULANTE ! = ' '
ARNm IGF-I ' ) } '
IGF-1I CIRCULANTE i '

ARNm IGF-1I t '

IGFBP-1 Y 2 CIRCULANTES | ‘ l '
IGFBP-1 CIRCULANTE ? =

ARNm IGFBP-1 1 d 1
IGFBP-2 CIRCULANTE = =

ARNm IGFBP-2 f = t t
IGFBP-3 CIRCULANTE ‘ 4 ! L
ARNm IGFBP-3 ' } ‘ :

3.7. HIPOTIROIDISMO, IGFs, IGFBPs Y TRANSPORTADORES DE
GLUCOSA (GLUTs) EN PERIODO NEONATAL.

En el hipotiroidismo como se ha mostrado se altera el axis IGFs/IGFBPs y en
dichas alteraciones parece tener un papel importante la insulina. Por otra parte, esta
descrito que el paso de GLUT-1, transportador de glucosa abundante en periodos
inmaduros, a GLUT-4, transportador de glucosa en etapa adulta, parece estar regido
por las hormonas tiroideas (Castello, 1994). Con el fin de ver si ambos procesos,
regulacion del axis IGFs/IGFBPs y de GLUTs por dichas hormonas, estin
relacionados, se compararon estos estudios. Se disefié un protocolo de trabajo en el
que se analizaron las posibles alteraciones en los niveles de los IGFs, IGFBPs y

GLUTs de los animales hipotiroideos (tratados con MMI vy tiroidectomizados) a lo
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largo del periodo perinatal (2, 4, 8 y 20 dias de vida).

3.7.1. Evolucion del peso corporal.

El peso corporal de los animales tiroidectomizados fue inferior al de los
controles a los 4, 8 y 20 dias de vida, y a esas edades la variacién de dicho peso
encontrada oscilo frente a las ratas control entre un 13.28%, 21.75% y un 40.19%,
repectivamente (Tabla 12).

Finalmente, en ambas poblaciones (hipotiroidea y control), se observd un
aumento progresivo del peso corporal con la edad a lo largo de la etapa estudiada.

3.7.2. Niveles séricos de T, y T, y plasmaticos e hipofisarios de GH.

Los niveles circulantes de T, y T, disminuyeron en todos los animales
hipotiroideos (tratados con MMI vy tiroidectomizados) (Tabla 12). No obstante, las
ratas neonatales de 2 y 4 dias de vida, que fueron tratadas con MMI (0.02%, p/v)
desde el dia 14 de gestacion, presentaron unos valores circulantes de hormonas
tiroideas ligeramente inferiores a los de las ratas control a 4 dias (38.47%). Por otro
lado, los animales que fueron operados presentaron unos valores séricos muy bajos
de T, (81.95% y 93.58% a los 8 y 20 dias de vida, respectivamente) y T, (84.21%
y 78.96% a los 8 y 20 dias de edad) frente a los mostrados por la poblacién control.

Los niveles circulantes de GH disminuyeron en los animales hipotiroideos de
2 (58.27%) y 4 dias de vida (51.89%) respecto a la poblacién control, pero
aumentaron de un modo significativo en [as ratas tiroidectomizadas, tanto a los 8 dias
de edad (3 dias después de la tiroidectomnia, 84.17%) como a los 20 dias de vida (15
dias después de la operacion, 248.42%), siempre respecto a los neonatos control
(Tabla 12) como se habia encontrado en la primera parte de este trabajo.

El contenido de GH en pituitaria de las ratas hipotiroideas se alteré en el
mismo sentido, respecto a la poblacion control, a como lo hicieron los niveles
plasmdticos de esta hormona (Tabla 12): disminuy6 a los 2 y 4 dias de vida en un
60.53 y un 85.11%, respectivamente, y se incremento a los 8 (10.84%) y 20 dias de
edad (3.78%).

3.7.3. Glucemia e insulinemia.

Los animales tiroidectomizados presentaron un descenso significativo en los
niveles sanguineos de glucosa (8 y 20 dias de vida) (Tabla 12).

Los valores plasmaticos de insulina no se modificaron en los animales
neonatales tratados con MMI de 2 dias de vida, aunque a los 4 dias de edad se

observd una disminucion en las concentraciones de esta hormona (Figura 42). Por el
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Tabla 12.- Peso corporal, niveles circulantes de T,, T,, glucosa, GH plasmatica e hipofisaria de ratas necnatales
hipotiroideas (H) tratadas con MMI (MMI, 2 y 4 dias de vida), tiroidectomizadas (T, 8 y 20 dias de edad) y contoles.

Media 8-10 animales + DS.

DIAS DE VIDA
Dias después T (ddT)

I 2 oMy 4 (MMI) 8 (3ddT) 20 (15 ddT) |

Peso corporal (g)

H 6.66 + 0.26 921 + 0.11* 13.06 + 0.1¢° 24.85 £ 0.83°

Controles 7.40 + 0.08 10.62 + 0.09 16.69 £ 0.24 41.55 + 0.71
T, sérica (ng/dl)

H 9.75 £ 0.19 11.31 £ 0.24° 7.70 £ 1,76 6.43 £0.02°

Controles 1204 + 1.71 18.38 4+ 0.36 42.67 £ 2.64 100.20 £ 7.15
T, sérica (ug/dl)

H 0.37 £ 0.04 0.17 = 0.03 0.25 + 0.02° 1.13 £ 0.55°

Controles || 0.46 + 0.09 0.86 £ 0.06 2.85 £ 0.39 5.37 £ 0.46
GH plasmdtica (ng/ml)

H 28.72 + 4.31° 19.70 £ 0.73¢ 22.69 £ 2.07 770 £ 0.53

Controles 68.83 £ 2.57 40.95 + (.22 12.32 + 0.21 221 £ 0.15
GH hipofisaria (ug/mg)

H (.30 = 0.04 0.35 £ 0.03° 2.76 £ 0.32° 11.55 + 0.15°

Controles 0.76 £+ 0.09 235 £ 0.17 2.49 + 0.51 11.13 £ 0.35
Glucemia (mg/100ml)

H 82.16 + 1.04 11091 + 8.14 1 101.82 + 0.90* | 10592 + 4.85°

Controles 9471 + 1.95 106.92 + 6.01 118.54 + 3.73 131.62 + 1.69

*p < 0.05 respecto a las ratas C




Resultados

contrario, las ratas que fueron operadas mostraron unos niveles superiores a los de
sus controtes en un 64.86% y un 42.59% a los 8 y 20 dias de vida, respectivamente
{Figura 42) tgual a lo hallado en la primera parte de este trabajo.

En ambas poblaciones (hipotiroideas y control), se observd un aumento
progresivo en los niveles de insulina circulante, con un pico habitual y claro a los 4
dias de vida en las ratas control que no aparece tan claro en las ratas
tiroidectomizadas.

3.7.4. IGFs: niveles séricos y expresion del ARNm hepatico.

3.7.4.1. Niveles séricos.

Los niveles de IGF-I en suero de las ratas control (Figura 42) mostraron un
incremento progresivo (de 54.84ng/ml a 148.09ng/mli) de manera andloga a lo ya
descrito para la insulina.

Los animales tratados con MMI presentaron unos valores de IGF-I inferiores
a los de sus controles a los 4 dias de edad (47.28%). Por el contrario, las ratas
tiroidectomizadas mostraron un aumento en los niveles circulantes del pépiido que
llegd a ser de vn 98.77% a los 20 dias de vida y que resuitd ser paralelo al
incremento mostrado por la insulinemia en todos los casos, exactamente como
sucedié en 1a primera parte del trabajo.

La concentracién de IGF-II en el suero de las ratas control experimenté un
descenso conforme aumentaba la edad del animal (Figura 42). Las ratas neonatales
de 2 y 4 dias de vida, que fueron tratadas con MMI, asi como las de 20 dias de edad,
que fueron tiroidectomizadas, mostraron un aumento en los niveles circulantes de este
péptido frente a la poblacién control (69.97, 57.33 y 241.00%, respectivamente). Sin
embargo, a los 8 dias de vida se igualaron los valores séricos de 1GF-II de las ratas
operadas y controles.

3.7.4.2. Expresion del ARNm hepatico.

Los animales hipotiroideos mostraron a 2 y 4 dias de vida (tratados con MMI)
un descenso en 1os niveles del ARNm hepdtico de IGF-1 (Figura 42). Sin embargo,
a los 8 y 20 dias de edad, en los neonatos tiroidectomizados, se observo un aumento
en la expresion del péptido en higado, siempre respecto a la poblaciéon control.

Los niveles de ARNm hepatico de IGF-1I (Figura 42) aumentaron en las ratas
a las que se les administro el farmaco bociégeno (2 y 4 dias de vida), asi como en
aquellas de 20 dias de edad que fueron tiroidectomizadas, mientras que a los 8 dias

de vida (3 dias después de la operacion) ia expresion del IGF-II fue menor en la
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Resulrados

poblacion de animales tiroidectomizados respecto a la control.

Se destaca asi la existencia de un gran paralelismo entre las variaciones
encontradas para estos péptidos (IGF-1y II) a nivel sérico y de expresion, 1o que nos
hace suponer la existencia de una regulacion por parte de las hormonas tiroideas a
nivel transcripcional. Ademds, se observé una gran similitud de resultados en estas
poblaciones con respecto a las igual tratadas en la primera parte (apartado 3.1.), con
lo cual ratificamos totalmente nuestros primeros resultados.

3.7.5. Estudio de regresion lineal y correlacion.

El andlisis de regresion y correlacion entre IGF-I e insulina y GH se efectud
reuniendo en cada andlisis los datos de las diferentes edades estudiadas.

La correlacion fue muy buena y positiva entre IGF-I e insulina, tanto para
poblacidn hipotiroidea (r= 0.89, p< 0.001) como para la control (r= 0.84, p<
0.01) (Figura 43). Sin embargo, estas poblaciones mostraron una correlacion negativa
(r= -0.12, p< 0.05 y r= -0.93, p<0.01 para las ratas hipotiroideas y controles,
respectivamente) cuando se representaron los niveles de IGF-1 frente a los de GH
(Figura 43), igual que lo obtenido en la primera parte.

3.7.6. IGFBPs: niveles séricos y expresién del ARNm hepatico.

3.7.6.1. Niveles séricos.

3.7.6.1.1, Western ligand blot.

Los animales que fueron sometidos al tratamiento con el firmaco bocidgeno
presentaron una pauta diferente, respecto a las fluctuaciones observadas en los niveles
circulantes de las IGFBPs, frente a aquellas ratas que se tiroidectomizaron.

Los niveles séricos de las proteinas de 30kDa de los neonatos hipotiroideos
disminuyeron a los 2 y 4 dias de edad (poblaciones tratadas con MMI desde el dia
14 de gestacidn), mientras que aumentaron a 8 y 20 dias de vida (animales
tiroidectomizados) frente a las ratas control (Figura 44).

La IGFBP-3 disminuy¢ en los animales hipotiroideos (tratados con MMI y
tiroidectomizados) en todas las edades consideradas en el estudio (Figura 44).

La poblacién control, como va se ha sefialado en otras ocasiones, mostrd los
cambios de las proteinas transportadoras asociadas al desarrollo; esto es, los niveles
de IGFBP-1 y 2 disminuyeron al aumentar la edad del animal, mientras que la
proteina de alto peso molecular siguid el patrén contrario (aumenté conforme lo hacia

la edad de la rata).
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3.7.6.1.2. Western inmunoblot.

Los niveles circulantes de IGFBP-1 se comportaron de modo muy distinto
segun el protocolo a que fue sometido el animal. Las poblaciones a las que se les
administré6 MMI (2 y 4 dias de vida) presentaron unas cifras séricas de esta proteina
disminuidas, mientras que la tiroidectomia (8 y 20 dias de edad) produjo un aumento
en sus niveles, siempre respecto a los neonatos control (Figura 44), siguiendo igual
pauta que la insulina.

El tratamiento de las membranas con anti-IGFBP-2 nos revelé un aumento
significativo en los niveles séricos de esta protefna de bajo peso molecular en todos
los animales hipotiroideos (tratados con MM y tiroidectomizados) respecto a las ratas
control (Figura 44).

3.7.6.2. Expresion hepatica.

Los niveles de ARNm hepitico de IGFBP-1 se encontraron disminuidos en los
neonatos hipotiroideos que fueron tratados con MMI respecto a los controles y, por
el contrario, los animales tiroidectomizados mostraron un aumento de la expresién
de IGFBP-1, tanto a los 8 como a los 20 dias de vida (Figura 45), al igual que
ocurria con los niveles circulantes.

Los animales hipotiroideos mostraron unos niveles de ARNm de IGFBP-2 en
higado (Figura 45) superiores a los de sus controles en todas las edades estudiadas,
excepto a los 2 dias de vida, en que no se modificaron con respecto a controles.

La expresion de la proteina de 45kDa (IGFBP-3) en higado disminuyé en las
ratas hipotiroideas respecto a las controles en todas las edades consideradas, excepto
a los 4 dias de vida (Figura 45).

Estos resultados nos muestran, por tanto, la existencia de un paralelismo entre
los valores séricos y la expresion del ARNm hepatico de las proteinas transportadoras
encontradas para estos animales. Ademas, se encuentra también un perfil andlogo en
cuanto a las alteraciones en los niveles de las IGFBPs entre los animales de 10, 15
y 20 dias de vida tratados con MMI (ver apartado 3.1.) y los de 2 y 4 dias de edad.
Se debe destacar tan solo que las ratas de 2 y 4 dias de vida presentaron unos niveles
en el complejo proteico de 30kDa ("Western ligand blot") disminuidos frente a sus
controles, mientras que los animales de 10, 15 y 20 dias de vida, que fueron tratados
también con MMI, mostraron unos valores de IGFBP-1 y 2 aumentados; esta
diferencia quizds se deba a un descenso mas acusado en los valores individuales de
IGFBP-1, a 2 y 4 dias de edad, respecto a 10, 15 y 20 dias de vida o a que 2 y 4
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Fig 45 Expresion hepdtica del ARNm y cuantificacion densitométrica de IGFBP-1, 2y 3 en
neonatos hipotiroideos (MMI y T) y controles (C) de 2, 4, 8 y 20 dias. El andlisis
se efectué mediante el ensayo de proteccion de ribonucleasas. Media + DS de 4
andlisis diferentes. % Significacion estadistica respecto a la poblacion control.
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dias son edades muy inmaduras.

3.7.7. Niveles de GLUTs en membrana cruda.

3.7.7.1. Corazén.

El corazon es un tipo especial de musculo esquelético que, como se¢ ha
mencionado, cuenta con dos tipos de transportadores de glucosa, el GLUT-1 y el
GLUT-4.

El GLUT-1, que disminuye al aumentar la edad del animal en la rata control
(Figura 46), incrementd sus niveles significativamente en las membranas plasmaticas
de este tejido por la falta de hormonas tiroideas a los 4 y 8 dias de edad respecto a
los animales control. A los 2 y 20 dias de vida no se encontré diferencia entre las dos
poblaciones consideradas (hipotiroideas y controles).

En los animales contro! y, también en los hipotiroideos, el GLUT-4 aument6
con la edad de la rata (Figura 46). Los niveles de este transportador de glucosa
disminuyeron tanto en los animales tratados con MMI como en los tiroidectomizados
respecto a los controles, excepto a los 2 dias de vida en que sus valores fueron
iguales a los de la poblaciéon control.

A la vista de los resultados, se podria sugerir que la falta de hormonas
tiroideas provoca un retraso o una alteracion en el patrén de cambio de los GLUTS,
se produce una disrupcién en el incremento de los niveles de GLUT-4 (propic del
animal adulto).

3.7.7.2. Higado.

El GLUT-1, en el higado, aumentd en los animales hipotiroideos respecto a
los controles a los 4, 8 y 20 dias de vida, al igual que en el corazén. No se encontrd
diferencia estadisticamente significativa en los niveles de este tranportador entre las
dos poblaciones (hipotiroidea y control) a los 2 dias de edad (Figura 46).

El GLUT-2, que es el transportador de glucosa mayoritario en el higado,
aumentd al hacerlo la edad del animal en las ratas control (Figura 46). En las ratas
hipotiroideas, los niveles de GLLUT-2 aumentaron a los 2 y 8 dias de vida, pero a los
20 dias de edad, momento en que los animales llevan un largo tiempo sufriendo las
alteraciones metabdlicas debidas a los bajos niveles de hormonas tiroideas, mostraron
un descenso significativo que, quizd, no se observd antes por la necesidad de una
situacion de hipotiroidismo prolongado para que se produzca una adaptacion
(reduccion de los niveles de GLUT-2) en este Organo clave para el metabolismo

glucidico. De nuevo, parece que las situaciones de hipotiroidismo provocan una
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disrupcién en el patrén de incremento de este transportador, al igual que sucedia con
el GLUT-4 en el corazén.

3.7.7.3. Musculos esqueléticos: cuadriceps y gastrocnemius.

En las ratas tratadas con MMI, a los 2 dias de vida, se encontrd un aumento
en los niveles de GLUT-1 respecto a la poblacion control; este incremento fue
estadisticamente significativo en el cuadriceps, pero no en el gastrocnemius (Figura
47). Sin embargo, a los 4 dias de edad, el descenso en los valares de GLUT-1 de los
animales hipotiroideos fue mayor en el gastrocnemius que en el cuadriceps.
Finalmente, el contenido en GLUT-1, tanto en las membranas de cuadriceps como
en las de gastrocnemius, aumentd a los 3 y 15 dias después de la tiroidectomia (8 y
20 dias de vida).

El GLUT-4 disminuyé en ambos musculos a los 4 dias de vida en los animales
hipotiroideos que fueron tratados con MMI (Figura 47). Por el contrario, a los 3 y
15 dias después de la operacion (8 y 20 dias de edad) se encontré un aumento en el
contenido de este transportador en la fraccién membranosa de ambos tejidos para la
poblacién de ratas operadas.

No se encontré diferencia entre los niveles de GLUT-4 de los dos musculos
esqueléticos entre las ratas hipotiroideas y control a los 2 dias de vida.

3.7.8. Resumen de los resultados del estudio del hipotiroidismo en ratas
neonatales.

Los resultados mostrados por estos animales neonatales fueron iguales a los
ofrecidos por las ratas de 10, 15 y 20 dias tratadas con MMI (2 y 4 dias en este
estudio) y tiroidectomizadas (8 y 20 dias) (apartado 3.2.7.).
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Cuadro 6.- Resumen de los resultados de los estudios del hipotiroidismo en
ratas neonatales tratadas con MMI (MMI) y tiroidectomizadas (T) respecto a la

poblacion control.
MMI

GLUCEMIA
INSULINEMIA
GH CIRCULANTE
GH HIPOFISARIA
IGF-1 CIRCULANTE
ARNm IGF-1
IGF-II CIRCULANTE
ARNm IGF-1I
IGFBP-1 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-1
IGFBP-2 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-2
IGFBP-3 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-3

3.7.9. Resumen de los resultados de las variaciones de los transportadores

T R . T T T e

D R R T T

de glucasa (GLUTSs) en ratas hipotiroideas neonatales.

El hipotiroidismo aumenta en todas las etapas el GLUT-1 por encima de los
controles y baja el GLUT-4 de una forma clara en corazdon. En los misculos
esqueléticos parece haber un aumento de GLUT-4 cuando la insulina estd alta y
disminucién cuando estd baja, y el GLUT-1 tiende a aumentar con el hipotiroidismo.
En el higado, el GLUT-1 tiende a aumentar en el hipotiroidismo. El GLUT-4 parece

aumentar y disminuir con la insulina e IGF-1.
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4. DISCUSION.

4.1. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES DEL AXIS IGFs/IGFBPs EN
SITUACIONES DE HIPOTIROIDISMO DESDE LA ETAPANEONATAL ALA
ADULTA.

En Ia actualidad, hay un nimero creciente de datos que sugieren que las
hormonas tiroideas estan intimamente involucradas en la regulacion del axis GH/IGF
a varios niveles. A pesar de que las hormonas tiroideas ejercen acciones sobre la
pituitaria, bien alterando el nimero de células somatotropas (Kitauchi, 1998), bien
influyendo sobre la expresion del gen de GH (Evans, 1982), todos los efectos de las
hormonas tiroideas sobre el sistema IGFs/IGFBPs no parecen estar mediados por la
GH (Gaspard, 1978; Ikeda, 1989; Nanto-Salonen, 1993). En realidad, 1a hormona de
crecimiento, ¥ no la insulina, ha sido el objetivo de la mayoria de los estudios, dado
que se consideraba como el posible mediador de los efectos de 1as hormonas tiroideas
sobre el sistema IGF/IGFBP (Burstein, 1979; Nanto-Salonen, 1993; Miell, 1994), a
pesar de que la T; y la T, afectan a la mayoria de los aspectos del metabolismo
modificando muchas hormonas como la insulina y las catecolaminas (Azam, 1990),
y aunque también la secrecion de los IGFs esta regulada por ¢l estado nutricional y
metabdlico (Straus, 1994; Thissen, 1994). En este estudio, las ratas se
tirotdectomizaron para conseguir una reducciéon maxima de los niveles de hormonas
tiroideas y, ademas, para prevenir los distintos efectos sobre la insulinemia motivados
por las drogas bociégenas (Jolin, 1970; Jolin, 1974). Los resultados que se
desprenden de este estudio, obtenidos pocos dias después de la tiroidectomia,
muestran los efectos a corto plazo de unos niveles de hormonas tiroideas
extremadamente reducidos sobre diferentes pardmetros, analizados desde la etapa
neonatal a la adulta, y sefialan el hecho de que los efectos de la funcion tiroidea sobre
el sistema IGFs/IGFBPs dependen de la etapa de desarrollo del animal, como
previamente habian mostrado otros modelos experimentales (Gallo, 1991; Nanto-
Salonen, 1992).

4.1.1. Niveles de IGEFs en suero y expresion de su ARNm en higado en
animales neonatales hipotiroideos.

El peso corporal disminuyd en las tres poblaciones hipotiroideas (neonatal,
destetada y adulta) y los valores de hormonas tiroideas fueron muy bajos a los 5 dfas

después de la tiroidectomia, de acuerdo con estudios previos realizados por Coiro y
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col. (1979) y Walker y Dussault (1980). Las ratas destetadas, y mds claramente las
adultas, mostraron un descenso del peso corporal acompaiiado de una disminucién de
fas hormonas tiroideas y GH circulantes, asi como del contenido hipofisario de
hormona de crecimiento, y por el contrario, en las ratas neonatales tiroidectomizadas,
el descenso del peso corporal no se acompafid de una reduccidén en los niveles
plasmaticos de GH o séricos de IGF-I; por tanto, estos resuliados apoyaron el papel
crucial de las hormonas tiroideas en la regulacion del crecimiento durante los estadios
inmaduros del desarrollo, como previamente se habia descrito en ratas neonatales
hipofisectomizadas (Glasscock, 1992), y en contraste con la eficacia limitada de la
T, para favorecer el crecimiento en ratas adultas hipofisectomizadas (Glasscock,
1981). En las ratas destetadas, se encontré un descenso en los niveles de GH
circulante e hipofisaria a los 15 dias después de la tiroidectomia de acuerdo con otros
autores que previamente habian mostrado un descenso a los 10 dias después de la
operacion (Coiro, 1979); sin embargo, en las ratas adultas, se encontrd una reduccion
en los valores hipofisarios y plasmaticos de GH ya a los 5 dias después de la
tiroidectomfa. Una posible explicacién para esta diferencia es el hecho de que el
mecanismo regulatorio hipotaldmico para la liberacion de GH de la pituitaria se esta
desarrollando durante el periodo npeonatal en la rata (Kitauchi, 1998) vy
probablemente, la falta de sensibilidad a las hormonas tiroideas en la hipdfisis para
la sintesis de GH madura durante el periodo neonatal y esta ya plenamente establecida
en la etapa adulta. Glydon y col. (1957) demostraron que el plexo primario de la
eminencia media no se forma en la rata hasta el quinto dia de vida postnatal, y que
la concentracion de somatostatina aumenta durante el periodo neonatal hasta alcanzar
un pico a los 28 dias de edad. Esta inmadurez del sistema endocrino podria explicar
el hecho de que los neonatos de 10 dias (5 dias después de la tiroidectomia)
mostraran un aumento inesperado, que se mantiene hasta los 20 dias (15 dias después
de la operacidn), en los niveles de GH plasmatica e hipofisaria y de insulina, en
contra de lo que se observd en los adultos. Para confirmar las diferencias encontradas
entre neonatos y adultos, fue necesario llevar a cabo un estudio de ratas neonatales
tratadas con MMI, que se discutirda mas adelante.

Se encontrd un paralelismo entre los niveles plasmaticos de GH e insulina en
todas las poblaciones, ambos pardmetros aumentaron en las ratas neonatales

tiroidectomizadas, mientras que disminuyeron en los animales destetados a los 15 dias
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después de la tiroidectomia, y en los adultos, en todos los estadios. Asi pues, insulina
y GH modificaron los valores en la misma direccidon en todos los grupos
hipotiroideos, lo que estd de acuerdo con el hecho de que bajos niveles de hormonas
tiroideas en animales adultos disminuyen los valores plasmadticos de GH e insulina
(Montes, 1977; Bedo, 1991), y ademés, la diabetes, en aduitos, se caracteriza por un
efecto inhibitorio sobre la secrecion de GH, mientras que el tratamiento con insulina
normaliza los niveles plasmaticos e hipofisarios de GH (Gonzélez, 1985; Robinson,
1987). Ademds, el paralelismo ¢n ¢l cambio de los niveles circulantes de insulina y
GH, asi como las concentraciones de GH hipofisaria observadas en este estudio,
apoyaron la validez de las variaciones plasméticas de GH obtenidas en una sola toma
de muestra, dado que es bien sabido que la secrecién de GH es episédica y sigue un
ritmo circadiano (Tannebaum, 1976). No obstante, el mecanismo por el que las
hormonas tiroideas contribuyen a la regulacidn de la homeostasis de la glucosa y la
insulina es complejo (Lenzen, 1984). El hipotiroidismo experimental se¢ acompana de
niveles de insulina basal normales, aumentados o disminuidos {Lenzen, 1984), y las
variaciones se pueden explicar por diferentes mecanismos de adaptacién metabdlica
a la falta de hormonas tiroideas, depediendo del estadio de desarrollo, dado que la
somatostatina aumenta durante el periodo neonatal (Walker, 1977) ¢ inhibe ia
secrecion de insulina (Alberti, 1973). Lenzen y col. (1976) encontraron yun aumento
en la secrecién de insulina de los islotes pancredticos en las ratas después de la
tiroidectomia, como mostraron nuestros resultados para los animales neonatales, pero
otros autores han descrito un descenso de la sensibilidad a la insulina en situaciones
de hipotiroidismo (Morovat, 1998). Con el fin de evaluar si el incremento de 1a GH
y la insulina en las ratas neonatales podria ser explicado simplemente por la
inmadurez del animal, o si estd involucrada la ausencia de glandula tiroidea en esta
adaptacion, se estudié una poblacién de ratas neonatales tratadas con MMI
{(hipotiroideas-MMI) en las mismas etapas que 1os animales tiroidectomizados.

Las ratas hipotiroideas tratadas con MMI mostraron unos bajos niveles de
hormonas tiroideas, junto con unos niveles plasmaticos e hipofisarios de GH
disminuidos, y una insulinemia también inferior a la de las ratas control. Estos
resultados sugieren que, en etapas inmaduras de desarrollo del sistema hipotaldmico,
el desequilibrio provocado por la falta de glindula tiroidea aumenta los niveles

plasmdticos de GH e insulina, y que los valores aumentados de insulina y GH, que
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habjamos encontrado en los animales neonatales tiroidectomizados, no se deben a la
inmadurez del animal, puesto que en los animales neonatales tratados con MMI la
insulina desciende. La estimulacion p-adrenérgica aumenta la concentracion
plasmdtica de insulina en los organismos eutiroideos (Okajima, 1978), y el
tratamiento de las ratas con glucocorticoides aumenta la insulinemia basal (Ardnguez,
1986); no obstante, el estudio de las consecuencias de las adaptaciones al stress
quirirgico bajo una situacién de ausencia de hormonas tiroideas sera objeto de
investigaciones futuras. Ademads, el posible efecto de los bocidgenos per se sobre la
insulina plasmitica (Jolin, 1970; Jolin, 1974) podria jugar un papel en la reduccion
de los niveles circulantes de esta hormona encontrada en las ratas tratadas con MMI.

En cualquier caso, el estudio comparativo de dos poblaciones neonatales en
las que se provocO el hipotiroidismo por distintos medios, permitié encontrar
diferencias claras entre ambos grupos: {os neonatos tiroidectomizados mostraron un
aumento en los niveles séricos y de expresion del ARNm hepitico de IGEF-T en
presencia de unos niveles plasmaticos de insulina altos y, por el contrario, se¢
encontré una reduccién en los tres pardmetros anteriores para el caso de las ratas
hipotiroideas tratadas con MMI. Aunque en los animales hipotiroideos tratados con
MMI ya se habia descrito una reduccion del IGF-I (Gallo, 1991; Nanto-Salonen,
1991; Nanto-Salonen, 1993), nunca se habian determinado los niveles de insulina, ni
se habia calculado la correlacidn existente entre esta hormona y el IGF-I en estas
condiciones.

La correlacién alta y positiva encontrada entre los niveles circulantes de
insulina e IGF-1 en la etapa neonatal se confirmé por e} anilisis de regresion lineal,
donde ademads, se mostré una correlacion pobre entre los valores plasmaticos de GH
y los séricos de IGF-I (Figura 10). Se halid una correlacion positiva igualmente alta
entre insulina e IGF-I en las ratas hipotiroideas tratadas con MMI, lo que apoyé
resultados previos de nuestro grupo y otros autores que parecian indicar que el
balance insulina/nutrientes, mds que la GH, regulaba la secrecién del IGF-I en
estadios inmaduros del desarrollo (Johnson, 1989; Boni-Schnetzler, 1991; Rivero,
1995; Goya, 1996).

Por otro lado, tanto la tiroidectomia como el tratamiento con MMI altero el
perfil normal de descenso progresivo del IGF-II asociado a la edad mostrado por las

ratas control (Donovan, 1989). Las diferencias encontradas en la regulacién de IGF-1I
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entre los dos grupos de animales neonatales hipotiroideos se pueden explicar por el
efecto regulador de 1a glucemia sobre el IGF-1I que habia sido sugerido en periodos
inmaduros (Rivero, 1995; Goya, en evaluacién en J. Biol. Chem.), dado que los
niveles de glucosa en sangre estaban disminuidos en las ratas tiroidectomizadas, pero
no en las tratadas con MML

4.1.2. IGFs en animales detetados y adultos tiroidectomizados.

En este estudio, las ratas hipotiroideas destetadas y adultas mostraron unos
valores séricos y de expresion del ARNm hepatico de IGF-I disminuidos en todos los
estadios, junto con un descenso de los niveles de GH e insulina de acuerdo con lo que
se habia descrito previamente (Rodriguez-Arnao, 1993b).

Los andlisis de regresion lincal en estos estadios, destetado y adulto,
mostraron una correlacion alta y positiva entre los niveles plasmaticos de GH y los
séricos de 1GF-1, aunque dicha correlacion fue pobre para la insulina. En cualquier
caso, ¢l descenso de 1os niveles de la GH hipofisaria y plasmadtica y de la insulinemia
tras la tiroidectomia fue mas rapido en la etapa adulta que en la destetada, lo que
sugiere que las ratas destetadas constituyen una etapa intermedia en el desarrollo del
sistema regulador entre la inmadurez, periodo neonatal, y el estado adulto. Todos
estos resultados llevan a la conclusion de que los efectos de las hormonas tiroideas
sobre la secrecion de los IGFs dependen de la edad, como se habia sugerido
previamente para las IGFBPs (Nanto-Salonen, 1992). Esta dependencia de la edad
parece estar causada no sélo por la inmadurez del sistema endocrino para la
adaptacion, sino también por un mecanismo regulatorio distinto entre ambos estadios.
Parece que la mediadora de los efectos de las hormonas tiroideas sobre la secrecion
de IGFs en etapas tnmaduras es la insulina, pasando luego a ser la GH en etapa
adulta. Sin embargo, para confirmar nuestra hipdtesis y excluir el posible papel
regulador de la GH, que cambiaba en igual sentido que la insulina, se bloqued la
secrecion de la insulina en las ratas neonatales tiroidectomizadas mediante la
administracion de STZ, y las ratas destetadas y adultas operadas se trataron con
insulina.

4.1.3. IGFs en animales tiroidectomizados neonatales tratados con
estreptozotocina (STZ) y en destetados y adultos tratados con insulina.

Los animales neonatales tiroidectomizados tratados con STZ, como se

esperaba, presentaron unos niveles bajos de insulina 5 dias después de iniciar el

195



Discusion

tratamiento (20 dias), pero las cifras de GH en plasma se mantuvieron en unos
valores similares a las ratas control, y su contenido hipofisario comenzé a disminuir
como sucedia en las situaciones de diabetes en la rata (Montes, 1977, Giustina,
1994). En estas condiciones (hormonas tiroideas disminuidas, niveles plasmaticos de
GH elevados y reducidos de insulina), se encontré un descenso en los valores de IGF-
I, que ya habia sido descrito en nuestro laboratorio en trabajos realizados con ratas
diabéticas (Rivero, 1995; Goya, 19960), y se mostré la existencia de una correlacién
positiva entre insulina e IGF-1 (r= 0.98, p < 0.05). En cuaquier caso, el tratamiento
con STZ causé un aumento en los niveles séricos y en la expresion del ARN de IGF-
Il en los neonatos tircidectomizados, lo que sugiere, como previamente se ha
mencionado para los neonatos tratados con MMI, el papel regulador de la glucemia
sobre el IGE-II. De hecho, Goya y col. (en evaluacién en J. Biol. Chem.), de nuestro
propio grupo, han demostrado mediante estudios in vitro con hepatocitos fetales de
rata que la glucosa ejerce un doble efecto sobre la expresion del gen de este factor
de crecimiento, dado que induce su transcripcidn e incrementa la estabilidad del
ARNm, y ademas, el hipotiroidismo parece retrasar la aparicion del cambio de la
expresion de las formas fetales de lfos IGFs a las adultas (Gallo, 1991).

Por otro lado, la administracién de insulina aumenté el peso corporal de las
ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas respecto a los animales operados, dado
que la hiperinsulinemia se acompaifia de un aumento de las necesidades energéticas
(Melian, 1997). Sin embargo, no altera los niveles de GH, lo que sugiere la
necesidad de un tratamiento de mayor duracidn o de dosis superiores de dicha
hormona para aumentar los niveles circulantes de GH (Ortiz-Caro, 1984).

4.1.4. Consideraciones finales del estudio de las variaciones de los IGFs.

Los datos presentados sugieren que la insulina, y no la GH, media los efectos
de las hormonas tiroideas sobre la secrecion del IGF-I en la etapa neonatal del
desarrollo; en cualquier caso, dado que en el estado adulto el sistema neuroendocrino
ha madurado y se han establecido las conexiones, la GH media los efectos tiroideos
sobre la secrecion del IGF-I. La regulacién del sistema hormona tiroidea/IGF es
compleja, pero se clarificara en la segunda parte de este trabajo por el estudio de las
IGFBPs en estas poblaciones y por los experimentos de rehabilitacion de
hipotiroidismo mediante la administracién de T,.

Pensamos que el papel de la insulina, que ha sido olvidado, deberia ser
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considerado en los estudios de las relaciones entre la funcién tiroidea e 1GF-I en las
etapas inmaduras del desarrollo. El papel preciso de la insulina en el organismo
adulto, cuando la regulacién del IGF-I por la GH estd totalmente establecida, serd
objeto de investigaciones futuras, ya que el equilibrio insulina/nutrientes parece
interar de forma sutil con la GH en adulto sobre la regulacion del axis IGFs/IGFBPs
(Goya, en prensa en Life Sci.).

4.1.5. IGFBPs: niveles séricos y expresion del ARNm hepético en animales
hipotiroideos neonatales.

En el suero, las IGFBPs juegan un importante papel en la regulacién de las
acciones de los IGFs en situaciones fisiologicas y patoldgicas (Rajaram, 1997), asi
algunos estudios sobre la regulacion de estas proteinas transportadoras han mostrado
que, en dichas situaciones, algunas hormonas pueden influir sobre los niveles séricos
de una o varias IGFBPs (Jones, 1995; Rajaram, 1997). Ademads, se sabe que la
regulacion del axis IGFs/IGFBPs depende del estado nutricional (Clemmons, 1991;
Thissen, 1994), con lo que la influencia de las hormonas tiroideas, que afectan a
todos los aspectos del metabolismo, sobre dicho axis serd compleja.

Las hormonas tiroideas, al igual que los IGFs (IGF-1 y II), juegan un papel
fundamental en e! inicio y el mantenimiento del crecimiento somatico en los
mamiferos, y las IGFBPs modulan la actividad biol6gica de los IGFs (Rechler, 1993;
Jones, 1995; Rajaram, 1997). Anteriormente, y en las tres poblaciones de ratas
(neonatal, destetada y adulta), se han estudiado las variaciones de los IGFs y su
expresion del ARN hepético, y se ha establecido el papel de la insulina como
mediadora de los efectos de las hormonas tiroideas sobre la secrecion de los IGFEs en
etapas inmaduras, pasando a depender en el adulto dichos efectos de la GH. Las
variaciones séricas de las IGFBPs se han estudiado en situaciones de alteracion
nutritiva (Straus, 1994; Thissen, 1994), y también se han descrito variaciones
diurnas, sobre todo para IGFBP-1 (Baxter, 1987), lo que estd relacionado con la
ingesta, dado que el estado metabdlico de un individuo se refleja en el nivel de
insulina, el cual, como se ha descrito, regula la secrecién de IGFBP-1 (Lewitt, 1994,
Baxter, 1995).

Las variaciones de la glucosa, insulina, GH, T;, T, e IGF-I circulantes, asi
como el contenido de GH en hipdfisis y el peso corporal, respecto a los animales

neonatales, destetados y adultos eutiroideos, pueden verse en las Tablas 4, 5 y 6,
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respectivamente. Las ratas neonatales presentaron dos situaciones diferentes en cuanto
a los valores de insulina, GH e IGF-I circulante, puesto que estos niveles fueron
superiores a los de los animales control en la poblacibn tiroidectomizada, e inferiores
en la tratada con MMI, tanto a 10 y 15 como a 20 dias de vida (5, 10 y 15 dfas
después de la tiroidectomia en la primera poblacién). Sin embargo, el peso corporal
y las hormonas tiroideas séricas disminuyeron en ambos grupos de animales respecto
a los controles. Estas diferentes variaciones encontradas para las dos poblaciones
neonatales hipotiroideas, en cuanto a los niveles plasmaticos de insulina y GH,
sugieren que en etapas inmaduras del sistema hipotaldmico, el desequilibrio causado
por la extripacién del tiroides aumenta las concentraciones circulantes de insulina y
GH, quizds por una estimulacién adrenérgica (Okajima, 1978) o por los
glucocorticoides (Ardnguez, 1986); también alerta sobre el posible efecto de los
bocidgenos per se sobre la insulinemia (Jolin, 1970; Jolin, 1974), que podrian jugar
un papel en el descenso de los niveles de la insulina ¢irculante en la poblacién tratada
con MMI. Sin embargo, ello permitié estudiar, como se hizo con los IGFs, las
variaciones en la secrecion de las IGFBPs en dos poblaciones de ratas hipotiroideas
que presentaron un cuadro metabolico diferente.

4.1.5.1. IGFBPs en los animales neonatales hipotiroideos y tratados con
STZ.

En estas condiciones, las poblaciones hipotiroideas (tratada con MMI y
tiroidectomizada) presentaron, en el suero, unos niveles altos para el complejo de
30kDa (IGFBP-1 y 2) v bajos, para el de 45kDa (IGFBP-3). Sin embargo, este
aumento fue mayor en los animales tratados con el fairmaco bocidgeno que en los
tiroidectomizados (Figura 11), y tanto el andlisis de los niveles circulantes por
"Western inmunoblot” como el de los transcritos hepdticos, parecieron mostrar que
dicho incremento en los valores del complejo de 30kDa fue debido a la IGFBP-2 en
las ratas tratadas con MMI, de acuerdo con lo observado por otros autores (Nanto-
Salonen, 1991; Nanto-Salonen, 1992; Nanto-Salonen, 1993, Rodriguez-Arnao, 1994).
Sin embargo, nuestros resultados encontrados para las ratas neonatales
tiroidectomizadas parecieron mostrar que el aumento de IGFBP-2 no era debido a la
deprivacion de las hormonas tiroideas circulantes directamente, como se habia
pensado, ya que en ambas poblaciones neonatales los niveles de T, y T, estan muy

bajos con respecto a la control (Tabla 4) y no aumenta tanto IGFBP-2 en la poblacién
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tiroidectomizada como en la que fue tratada con el bocidgeno; quizas, en la poblaciéon
hipotiroidea tratada con MMI e} aumento de IGFBP-2 es debido a una situacion de
diabetes (baja insulina y glucosa igual que controles, Tabla 4), ya que se ha
establecido que la IGFBP-2 aumenta durante los estados de diabetes suave (Ooi,
1990; Bereket, 1995; Strasser-Vogel, 1995), y también se ha visto que IGFBP-2 se
regula de manera inversa por la insulina y que el tratamiento con insulina normaliza
sus niveles (Lewitt, 1994),

Se ha establecido que la insulina estd involucrada en la regulacion de los
niveles séricos de IGFBP-1 (Holly, 1988; Lewitt, 1994}, y que los valores de esta
proteina transportadora varian por la ingesta de alimentos (Yeoh, 1988), descendiendo
después de la comida por el efecto directo de la insulina. Sin embargo, en las ratas
tiroidectomizadas, que presentaron altos niveles de insulina circulante, IGFBP-1
aumentd, no descendid, tanto a nivel circulante como de su ARN en higado, frente
a los animales control, y en la poblacién hipotiroidea tratada con MMI, que mostrd
una baja insulinemia, IGFBP-1 disminuyd, no aumento, tanto en el suero comao en
su expresion hepatica; ello se podria explicar porque en los ninos, se ha visto que las
alteraciones en los valores circulantes de IGFBP-1 no estdn ligadas a cambios en la
secrecién de insulina (Counts, 1992; Smith, 1995), sino que estarian reguladas por
su estado metabdlico global (Cotterili, 1988). No obstante, la dependencia inversa de
la insulina sobre la secrecién de IGFBP-1, ya descrita en pacientes diabéticos
(Suikkari, 1988; Quin, 1994; Muiioz, 1996) y en estudios realizados con animales
(Lewitt, 1994), si se manifestd en la poblacién neonatal tiroidectomizada después de
recibir STZ. Ademads, el hecho de que los niveles circulantes y la expresion en
higado de esta proteina variaran del mismo modo resulté indicativo de que el efecto
de la insulina sobre la produccion de IGFBP-1 estuvo regulado a nivel transcripcional
en el higado (Pao, 1992).

Los altos valores circulantes de IGFBP-2 de estos animales neonatales
tiroidectomizados tratados con STZ (Rajaram, 1997) se acompafiaron de una
expresion hepdtica disminuida, del mismo modo en que habia sido mostrado en ratas
neonatales diabéticas (Rivero, 1995). Esta discrepancia entre los niveles séricos y de
ARNm de esta proteina ligadora evidencio un hecho que ya habia sido descrito por
otros autores, y ¢s que la regulacion de la expresion del gen de IGFBP-2 se realiza

a nivel post-transcripciona) (Qoi, 1992a).
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Los niveles circulantes y la expresion del ARNm hepético de IGFBP-3, menos
abundante en etapas inmaduras, disminuyeron en Ilos animales hipotiroideos
(tiroidectomizados y MMI) respecto a los controles, al igual que sucedia en las ratas
subnutridas y diabéticas (Philipps, 1989; Donovan, 1991, Rivero, 1995; Goya, 1996).
Estas variaciones de IGFBP-3 fueron andlogas en ambas poblaciones hipotiroideas,
tiroidectomizada y tratada con MMI, que presentaron niveles de insulina, GH e IGF-I
aumentados y disminuidos, respectivamente, frente a las ratas control; ello parecié
mostrar una independencia de la IGFBP-3 respecto a GH e IGF-I en estas etapas
inmaduras, y de forma contraria a lo establecido en adultos (Rechler, 1993; Jones,
1995), lo que sugeriria una posible accion directa de la deprivacién de hormonas
tiroideas.

Por otro lado, los niveles de IGFBP-3 séricos disminuyeron en las ratas
neonatales tiroidectomizadas tratadas con STZ respecto a los animales control, aunque
su expresion en higado, que era inferior a la de la poblacién control, aumentd
ligeramente respecto a los valores mostrados por las ratas tiroidectomizadas. Se ha
postulado que el déficit de insulina aumenta la actividad proteasa de la IGFBP-3
(Rechler, 1998), y ello explicaria la disminucion encontrada en los animales
neonatales tratados con STZ.

4.1.5.2. Consideraciones finales del estudio de las variaciones de las
IGFBPs.

Creemos pues que estos resultados, en dos poblaciones neonatales
hipotiroideas, ambas con niveles muy reducidos de hormonas tiroideas y diferentes
cuadros metabolicos (niveles circulantes distintos de GH, insulina y glucosa),
muestran que las variaciones del complejo de 30kDa (IGFBP-1 y 2), que es el mas
abundante en el periodo neonatal (Donovan, 1989; Rivero, 1995), parecen regidas no
por una accidn directa de la falta de hormonas tiroideas, sino por la repercusién que
ello tiene en el estado metabolico del animal; por tanto, el aumento del complejo de
30kDa respecto a los valores control parece debido a IGFBP-1 y 2 en 10s animales
tiroidectomizados y sélo a IGFBP-2 en los tratados con MMI. Todo ello ademais,
pone de relieve la importancia de la insulina en la regulacién del complejo de 30kDa
en los animales neonatales, que ya fue puesta de manifiesto para la regulacién de
IGF-I. Por otra parte, en ambas poblaciones hipotiroideas neonatales

(tiroidectomizadas y tratadas con MMI) existe un paralelismo entre los niveles
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circulantes obtenidos para IGFBP-1 y 2 y su expresion del ARN hepatico (Figuras
11, 12 y 13), sugiriendo una regulacion transcripcional (Rodriguez-Arnao, 1994). La
regulacion del complejo de 30kDa, en estas ratas, concuerda ademds con resultados
realizados en tejidos fetales y adultos, que muesiran que IGFBP-2 aumenta en
situaciones de diabetes ligera, mientras que IGFBP-1 sélo se incrementa ante una
insulopenia severa, en la diabetes (Ooi, 1990), y sugiere un papel biolégico especifico
para IGFBP-1 y 2.

Se destaca el hecho de que la variacion de las IGFBPs en animales neonatales
hipotiroideos coincide con las alteraciones enconiradas en neonatos subnutridos, y Jas
de los animales tratados con STZ en este trabajo coinciden con las de las ratas
diabéticas (Philipps, 1989; Donovan, 1991; Rivero, 1995; Goya, 1996), lo cual
resalta la importancia del estado metabolico del animal en sus regulaciones.

4.1.6. IGFBPs en animales destetados y adultos tiroidectomizados y
tratados con insulina.

Las Tablas 5 y 6 muestran que las ratas hipotiroideas destetadas y adultas
presentaban, respecio a las controles, unos niveles circulantes de insulina, GH e IGF-
I disminuidos, junto con variaciones minimas en la glucemia y muy bajas
concentraciones de hormonas tiroideas. Asi pues, los animales destetados y adultos
tiroidectomizados mostraron un cuadro metabdlico similar al que presentaron las ratas
neonatales hipotiroideas tratadas con MMI; en estas condiciones, los niveles
circulantes del complejo de 30kDa y la IGFBP-3 estin disminuidos, pero el
tratamiento con insulina de estos animales hipotiroideos restituyo los valores séricos
de IGFBP-3 sélo a 37 dias de vida, y aumentd ligeramente el complejo de 30kDa,
aunque no se llegaron a alcanzar los niveles control en ninguna de las dos
poblaciones, destetada y adulta. La expresion del ARN hepitico de IGFBP-1 y 3
presentd unas variaciones paralelas a las mostradas por los niveles circulantes, [o que
sugeria la existencia de una regulacion transcripcional (Ooi, 1990; Villafuerte, 1996;
Villafuerte, 1997). Sin embargo, el ARN hepitico de IGFBP-2 aument6 tanto en [os
animales destetados como los adultos, y los ensayos hechos por "Western
inmunoblot” pusieron de manifiesto también un incremento de dicha proteina, como
sucedid con los neonatos hipotiroideos tratados con MMI, que presentaban un cuadro
metabolico muy similar (Tabla 4); ello parecié mostrar de nuevo que, en dichas

condiciones de diabetes ligera (Oci, 1990), la IGFBP-2 también aumenta en adultos.
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4.1.6.1. Consideraciones finales del estudio de las variaciones de las
IGFBPs en animales hipotiroideos.

Estos resultados muestran que existe una regulacion diferente y especifica para
IGFBP-1, 2 y 3 en las ratas hipotiroideas para cualquier edad que se considere, y
apoyan la conclusion (Nanto-Salonen, 1992) de que las consecuencias de la
deprivaciéon de hormonas tiroideas sobre la secrecién de las IGFBPs depende de la
edad. En las ratas neonatales, las variaciones del complejo de 30kDa, sin embargo,
parecen ser una consecuencia de las alteraciones del cuadro metabolico provocadas
por el déficit de hormonas tiroideas, y no una accion especifica directa de estas.
También estos resultados sugieren que la IGFBP-2, en todos los periodos estudiados,
parece tener un papel homeostatico en cuadros que cursan con alteraciones
metabodlicas, como se habia sugerido para la rata adulta durante estados catabdlicos
(Orlowski, 1990). Asi mismo, se ratificO, por los resultados expuestos, el importante
papel de las hormonas tiroideas como reguladoras del crecimiento en etapas
inmaduras, no sdlo por sus acciones especificas conocidas sobre el sistema nervioso
central, sino por sus acciones metabdlicas, sobre todo a través de las variaciones de
los niveles de insulina que se producen y gue parecen regir alteraciones en el
complejo de 30kDa que modula la biodisponibilidad de los IGFs en estas etapas. De
nuevo, como se describidé en los animales subnutridos y diabéticos (Rivero, 1995;
Goya, 1996), todo ello parece producirse en estas etapas inmaduras de forma
independiente de GH, como se ha sugerido también en estudios con animales
hipofisectomizados {(Glasscock, 1991). Estos resultados, junto con los obtenidos para
los IGFs, alertan ademds sobre la importancia de la via de produccién del

hipotiroidismo para los estudios de la influencia de las hormonas tiroideas sobre la
regulacién del eje IGFs/IGFBPs.

4.2. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES DEL AXIS IGFs/IGFBPs EN
SITUACIONES DE HIPOTIROIDISMO (TIROIDECTOMIA) DESDE LA
ETAPA NEONATAL A LA ADULTA DESPUES DE LA REHABILITACION
CONT,.

El retraso del crecimiento es una de las primeras respuestas fisioldgicas del
hipotiroidismo, por ello todos los animales tiroidectomizados mostraron un menor

peso corporal respecto a sus controles (Aldez, 1992a). No obstante, el tratamiento
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con T, normalizd completamente el crecimiento mediante el implante de pellet, de
acuerdo con lo que se ha descrito ampliamente en la bibliografia, que la
administracion de GH o T, restaura el crecimiento de las ratas tiroidectomizadas
(Nanto-Salonen, 1992; Nanto-Salonen, 1993).

La administraciéon de una dosis de 1.5ug/100g de peso de T, a estas ratas
tiroidectomizadas no igualé los niveles de las hormonas tiroideas circulantes en estos
animales a los de la poblacidén control. Las ratas neonatales tienen unos niveles en
suero mas elevados de hormonas tiroideas de forma fisioldgica, por ello,
probablemente, la dosis de T, utilizada (1.5pg/100g de peso) resulid insuficiente para
la rehabilitacion de los niveles de las hormonas tiroideas. No obstante, esta cantidad
de tiroxina si resulté adecuada para incrementar, incluso por encima de los valores
control, los niveles plasmaticos e hipofisarios de GH, lo que evidencid la gran
sensibilidad de la pituitaria de estos animales neonatales a la regulacidn por las
hormonas tiroideas (Kim, 1993).

La tiroidectomia causd un incremento en la insulinemia de los animales
neonatales, pero la administracién de T, no disminuy¢ los niveles plasmaticos de esta
hormona a los valores control, quizds porque la dosis de tiroxina administrada resultd
insuficiente, ya que se habia descrito con anterioridad que el tratamiento con T, de
ratas hipotiroideas disminuye los niveles de insulina circulante (Azam, 1990).

Las hormonas tiroideas, como se ha mencionado en repetidas ocasiones,
poseen una gran importancia en el crecimiento, y ademads, los niveles de GH son
dependientes del estado tiroideo, de ahi que los animales destetados y adultos
operados presentaran un menor peso corporal y niveles de GH circulante e hipofisaria
disminnidos respecto a las ratas control. No obstante, la administracién de T, produjo
una normalizacion de los valores de hormonas tiroideas, junto con una recuperaciéon
del peso (Aldez, 1992a) de los animales destetados y adultos que pasé por un
aumento en el contenido y los niveles circulantes de GH (Nanto-Salonen, 1991).
Glasscock y col. (1991) han descrito una dependencia hormonal similar del
crecimiento en ratas hipofisectomizadas, con una correccién completa del crecimiento
por el tratamiento combinado de T, y GH, y una correccidn sélo parcial con la
administracion de hormona de crecimiento. Ademds, se ha visto que el hipotiroidismo
disminuye la secrecion pituitaria de GH y sus niveles de ARNm, pero se normalizan

tras el tratamiento con T, (Jones, 1990), y también se ha demostrado que la T,
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aumenta la transcripcién del gen de GH (Martial, 1977).

Por otro lado, Hervds y col. (1975) demostraron que los efectos de las
inyecciones de T, sobre el contenido hipofisario de GH de las ratas tiroidectomizadas
se relacionaba cuantitativamente con la dosis de tiroxina empleada, dichos efectos se
observaban mds pronto con dosis altas de T,, y segin el tiempo transcurrido desde
la administracién de la hormona; demostraron también que la concentracion de GH
en pituitaria aumentaba anies que sus valores circulantes. Asi pues, no resulta extrafio
que el tratamiento llevado a cabo durante 10 dias, en ratas destetadas y adultas,
mostrara niveles mas cercanos a los presentados por los animales control, y lo mismo
sucedio con el contenido hipofisario de GH en ratas adultas rehabilitadas. De nuevo,
se debe destacar el hecho de que las ratas destetadas mostraran un comportamiento
intermedio entre la etapa neonatal y la adulta, puesto que al igual que las primeras,
presentaron, tras el tratamiento con T,, unos niveles de GH circulantes superiores a
los de sus respectivos controles. Ademds, fa normalizacidon de los niveles de las
hormonas tiroideas en los animales adultos se acompaiidé de un aumento gradual en
los valores plasmaticos de GH e insulina, mientras que en el caso de las ratas
destetadas, el tratamiento con tiroxina, que cansd un fuerte incremento en los niveles
séricos de Ty y T,, produjo un aumento rapido y brusco en las cifras circulantes de
GH e insulina. Se encontré un paralelismo entre los niveles plasmaticos de GH e
insulina ya descrito con anterioridad (Montes, 1977; Bedo, 1991) en todas las
poblaciones estudiadas.

Se debe destacar el hecho de que el tratamiento hormonal llevado a cabo
mediante pellets, que constituye una pauta de administracién mdas continuada y
fisiol6gica que la inyeccton, ofrezca una normalizacion de los valores para estos
pardmetros endocrinos basales, dato que se debera tener en cuenta para futuros
estudios. Asi pues, esta restitucidon de los pardmetros endocrinos después de la
rehabilitacion con T, de los animales destetados y adultos tiroidectomizados (Tabla
9} estuvo de acuerdo con lo esperado segin los resultados anteriormente establecidos
en la literatura cientifica.

4.2.1. IGFs e IGFBPs en neonatos.

El tratamiento con T, disminuyd los niveles séricos de IGF-I y II en los
neonatos tiroidectomizados, aunque la expresion hepatica del ARNm permanecié

elevada para ambos factores respecto a las ratas control, como sucedia en la
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poblacion tiroidectomizada antes del tratamiento. Sélo se iguald la cantidad de los
transcritos de IGF-II a los animales control cuando las ratas fueron tratadas con el
pellet. Este hecho parecidé sugerir una vez mas que, en la poblacién neonatal, la
alteracion en los niveles de IGF-I asociada al hipotiroidismo no era secundaria a la
secrecion de GH, ya que las dosis de T, dadas restauraban por encima de los valores
control los niveles de GH. Sin embargo, los niveles de insulina, aunque disminuyen
con respecto a los animales no tratados, siguen altos respecto a los control; en dichas
circunstancias, los valores circulantes de IGF-I se rehabilitan igual a los controles,
pero no la expresién de IGF-1. Dicha rehabilitacion parcial de IGF-1 apunta a una
accidn directa de las hormonas tiroideas a través de la GH y al margen de la insulina,
que sigue alta en los animales neonatales.

El descenso de IGF-1II después de recibir tiroxina parece mostrar la capacidad
de la hormona de acelerar el proceso de maduracidn de IGFs, va que el IGF-I es el
IGF abundante en periodo fetal, y ha sido descrito por otros autores, que el paso a
valores circulantes altos de IGF-I (IGF del periodo adulto), parece regulado por las
hormonas tiroideas (Gallo, 1991; Nanto-Salonen, 1993). También se muestra en los
animales tiroidectomizados neonatales que la elevacion de la glucemia juega un papel
en la restauracion del IGF-II, como se habia descrito (Rivero, 1995).

En cualquier caso, 1a disminucidn de los niveles de insulina en los neonatos
tiroidectomizados rehabilitados, respecto a los antmales operados, parece jugar un
papel en la restauracion de los valores séricos de IGF-I; consecuentemente, las ratas
neonatales sometidas al tratamiento con T, mostraron una correlacién alta y positiva
entre los niveles circulantes de insulina e IGF-1, aunque dicha correlacién fue mayor
cuando la administracién de la T, se realizé por medio de pellet que por inyeccién.
Por otro lado, el coeficiente de correlacidn fue pobre para la GH, pero no tan bajo
como se encontraba en los animales tiroidectomizados sin rehabilitar, mostrando que
en este caso, los valores altos de GH circulante parecen jugar un papel en la
rehabilitacion. De nuevo se repitid el hecho de que la correlacién fue mejor al tratar
a los animales con el pellet frente al otro tratamiento. Estos hechos apoyan una vez
més que, a pesar de que el IGF-1 parece regulado por la insulina en periodos
inmaduros del desarrollo (Boni-Schnetzler, 1991; Rivero, 1995; Goya, 1996), la GH
juega también un papel en determinadas circunstancias.

La rehabilitacién con T, causé un descenso en las proteinas ligadoras de
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30kDa (IGFBP-1 y 2) y un aumento en IGFBP-3 en neonatos, mientras aumentaron
en destetadas y adultas ambas proteinas, es decir, se produce, en las tres poblaciones,
una rehabilitacion a nivel circulante de estas IGFBPs después del tratmiento con T,.

La implantacién del pellet de T, a animales neonatales tiroidectomizados se
acompaflé de una disminucidn en los valores séricos y de expresion del ARNm de las
dos proteinas transportadoras del complejo de 30kDa; las variaciones fueron mas
pronunciadas en la transcripcién que a nivel circulante.

La IGFBP-1 se encuentra regulada por la insulina (Baxter, 1995), sin
embargo, y quizds debido a que los valores plasmaticos de esta hormona no se
restauraron totalmente a los niveles control, la administracion de T, no fue capaz de
normalizar completamente la secrecion y produccion de esta proteina transportadora;
de hecho, se ha descrito in vitro que la adicion de la T, no afecta a la expresién de
IGFBP-1y 2, pero si a la de IGFBP-4 (Demori, 1997). L.a normalizacién de IGFBP-
2 muestra claramente la idoneidad del tratamiento con pellet para su recuperacion.

La concentracién sérica y de ARNm en higado de IGFBP-3 aumentd con el
tratamiento con T,, si bien este incremento fue mayor en el caso de la administracion
por pellet que dando la inyeccion. Esta proteina de alto peso molecular estd regulada
fundamentalmente por la GH, por ello otros autores, al administrar hormona de
crecimiento a las ratas hipotiroideas igualaron su nivel a los valores control (Nanto-
Salonen, 1993),

Por otra parte, cabe destacar el hecho de que a pesar de que la rehabilitacién
de los IGFs y sus IGFBPs no fue muy buena en los animales neonatales
tiroidectomizados, sobre todo para los IGFs, ello fue, sin duda, debido a la baja dosis
de T, empleada en el experimento.

En todos los casos, se encontrd un paralelismo entre las alteraciones de los
niveles circulantes y de los transcritos hepaticos de estas IGFBPs, lo que sugeria la
existencia de una regulacion a nivel transcripcional (Nanto-Salonen, 1992; Latimer,
1993).

4.2.2. IGFs ¢ IGFBPs en destetados y adultos.

La tiroidectomia se asocia con unos bajos niveles circulantes y de expresion
del ARN hepitico de IGF-I (Rodriguez-Arnao, 1993b), pero la administraciéon de T,
los aumenta (Chernausek, 1983; Nanto-Salonen, 1991), tal como sucede en nuestros

resultados para animales destetados y adultos. Se ha demostrado también que el
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estado tiroideo puede alterar la expresion del 1GF-I en otros tejidos ademds del
higado: Ia T, aumenta los efectos de IGF-I en cultivos de osteoblastos (Schmid, 1992;
Varga, 1994) y de células de Sertoli (Palmero, 1990). No obstante, el tratamiento con
T, mostré unos resultados dispares: la administracion de la hormona mediante la
inyeccién rehabilité s6lo parcialmente los niveles de expresion y séricos de este factor
de crecimiento (van Buul-Offers, 1994), aunque el pellet si los normalizé, lo que
parece indicar que la eficacia de la pauta hormonal depende no sélo de la dosis o la
duracion del tratamiento, sino también de la forma de administracién o de la via
(Latimer, 1993). El paralelismo encontrado entre los niveles circulantes y los del
ARN hepitico del IGF-1 en animales destetados y adultos tiroidectomizados y tratados
con T, sugiere el hecho de que 1a regulacion de las hormonas tiroideas sobre el IGF-1
parece hacerse a nivel transcripcional (Wolf, 1989), siendo, en la etapa adulta, la
GH, la hormona que actua como mediadora principal de las hormonas tiroideas, y
que es capaz de alterar la sintesis y/o estabilidad de los transcritos del ARN de IGF-I
en el higado de rata (Roberts, 1986). Consecuentemente, los andlisis de regresién
lineal en estos estadios, destetado y adulto, mostraron una correlacidn alta y positiva
entre los niveles plasmaticos de GH v los séricos de 1GF-1, y dicha correlacién fue
pobre para la insulina. En cualquier caso, en las ratas adultas, el coeficiente fue mds
alto cuando la administracion se realizd con pellet frente a la inyeccidn, y aumenté
mds cuanto mayor fue la duracion del tratamiento, lo que parece indicar una vez mas
a la GH en la etapa adulta como mediadora de la accién de las hormonas tiroideas
sobre la secrecion de los IGFs (Kitauchi, 1998). En cuanto a las ratas destetadas, el
coeficiente de correlacién mejoré con el tratamiento por pellet respecto a la
inyeccidn.

La administracion de T, a las ratas destetadas y adultas operadas causd un
aumento en los niveles séricos de las dos proteinas del complejo de 30kDa y de la
expresion hepatica de IGFBP-1. La expresion del gen de esta proteina transportadora
estd regulada por la insulina (Ooi, 1990), y la insulina aumenté después del
tratamiento; quizds, ademas, estos cambios en los niveles circulantes de IGFBP-1,
probablemente, estarian relacionados con acciones directas de la T,, al menos en
parte, puesto que se ha visto que la T, es capaz de aumentar el ARNm y la secrecién
de esta proteina in vivo y en cultivos de células de hepatoma humano (Rodriguez-

Arnao, 1993b; Miell, 1994). No obstante, estos cambios, en nuestro estudio, parecen
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mediados por el aumento progresivo de insulina (Rivero,1995; Goya, en prensa en
Life Sci.).

La alta expresion del ARNm de IGFBP-2 se normaliz por €l tratamiento con
T, también en el suero, de acuerdo con Nanto-Salonen y col. (1992). Por otro lado,
Nanto-Salonen y col. (1993) mostraron que la administracion de GH a ratas
hipotiroideas no afectaba a la expresion del gen de IGFBP-2, con lo que parecia que
la regulacién de esta proteina involucraba otros mecanismos, y entre ellos estarian
las hormonas tiroideas (Nanto-Salonen, 1993); una evidencia de esta modulacion de
la IGFBP-2 por las hormonas tiroideas se ha mostrado en cultivos de osteoblastos,
donde aumentaba la produccidn y secrecion de esta proteina transportadora por la
administracion de T, (Schmid, 1992).

Las concentraciones sérica y de ARNm hepdtico de IGFBP-3, que disminuian
después de la tiroidectomia, aumentaron después del tratamiento con T,, al igual que
habian establecido otros autores (Nanto-Salonen, 1993). De nuevo, parecid estar claro
que este efecto era debido a un aumento progresivo de la secrecién de GH. Se ha
descrito que Ia administracién de GH a ratas hipotiroideas normalizaba los niveles de
IGFBP-3 (Nanto-Salonen, 1993), lo que establece que la expresion de esta proteina
ligadora esta regulada por los niveles de GH.

El hecho de que los niveles circulantes y de ARNm en higado de estas
IGFBPs varien de forma paralela, sugirid Ia existencia de una regulacion a nivel de
la transcripcidn por parte de la T,, cosa que previamente habia sido mostrada en los
animales destetados y adultos por otros autores, y también en humanos (Latimer,
1993; Nanto-Salonen, 1992; ; Angervo, 1993b; Miell, 1994).

Finalmente, cabe destacar el hecho de que el efecto de la T, sobre los niveles
de las IGFBPs parece ser especifico del organo (Latimer, 1993). En nuestros
resultados, la restauracién en la expresion de estas proteinas varié dependiendo de la
via de administracién empleada y de la duracion del tratamiento, ofreciendo mejores
resultados el tratamiento mds largo y cuando la liberacion de ia tiroxina administrada

fue continuada.

4.3. ESTUDIO DE LA REHABILITACION CON T, EN SITUACIONES
DE DIABETES EN PERIODO NEONATAL Y ADULTO.

La diabetes causdé un descenso del peso corporal (Maiter, 1989) que se
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acompaiié de una disminucién en los niveles circulantes de insulina, T;, T,, GH, y
de esta dltima hormona también a nivel hipofisario. Se ha descrito que esta
enfermedad altera el axis hipotidlamo-hipéfisis-tiroides; se produce una reduccion en
los niveles del TRH hipotaldmico y plasmatico (Gonzdlez, 1980; Aldez, 1992a) y de
la TSH hipofisaria y circulante (Aldez, 1992a; Rodriguez, 1992), disminuye la
velocidad de secrecién de TSH, la respuesta de la TSH a la TRH (Pastor, 1983;
Aldez, 1992a) a pesar de que el metabolismo periférico de la TSH es normal, y
tienen lugar numerosos cambios estructurales en la glandula titoidea (Tontis, 1990).
Ademis, desciende la produccion de hormomas tiroideas (Tontis, 1990; Rodriguez,
1992) y la desyodacién de T, a T, en los tejidos periféricos (Ortiz-Caro, 1984; Aldez,
en prensa en Metabolism; Calvo, 1997) y, como consecuencia de ello, se produce una
disminucion en las concentracién de ambas yodotironinas en la mayoria de los tejidos
(Alaez, 1992a; Ortiz-Caro, 1984). Todos estos cambios en el estado tiroideo se
consideran como una respuesta adaptativa causada por la limitada disponibilidad de
energia a nivel celular.

En la rata, la diabetes inducida por STZ se acompaia de un descenso en los
niveles plasmaticos y el contenido hipofisario de GH (Rodriguez, 1992; Giustina,
1994, Flyvbjerg, 1995). Este defecto podria deberse a un aumento de la somatostatina
hipotaldmica, que motivaria una disminucion en la velocidad de transcripcién del gen
de GH, aunque esto s6lo no explicaria totalmente el descenso en los niveles de
ARNm y de GH en pituitaria observado en la diabetes (Martial, 1977; Rodriguez,
1992). Se podria pensar, por tanto, que la administracion de T, a estas ratas
diabéticas normalizaria los niveles de la hormona de crecimiento circulantes e
hipofisarios, asi como su expresion en esta glindula, pero esto no es asi, dado que
Bedo y col. (1991) describieron que para conseguir una regulacion normal del gen
de la GH por las hormonas tiroideas es necesaria la insulina. Este hecho se
comprueba en los animales diabéticos adultos de nuestro trabajo, en los cuales, las
dosis de T, no aumentan la insulina y tampoco la GH a los valores control; sin
embargo, no sucede lo mismo en los neonatos diabéticos de nuestro experimiento, en
los que el aumento de GH después de la administracién de T, se produce sin un
incremento en la insulina.

4.3.1. IGFs e IGFBPs: niveles séricos y expresion del ARNm hepatico.

La diabetes se asocia con unos bajos niveles circulantes y de expresion del
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ARN hepatico de IGF-I (Ishii, 1994; Rivero, 1995). Sin embargo, esta enfermedad
altera la expresién de este factor de crecimiento también en otros tejidos como rifién,
miusculo esquelético o glandulas adrenales (Luo, 1991; Bornfeldt, 1992; Ishii, 1994).

No se conoce totalmente la causa por la que disminuye la expresion del IGF-I
en la diabetes, aunque parece depender de la interaccién de varias hormonas, entre
las que se incluyen la insulina y la GH (Miller, 1981). En esta enfermedad, se sabe
que se produce una resistencia a la GH en el higado de los animales (Maiter, 1989),
pero también los efectos directos o indirectos de la insulina parecen ser necesarios
para mantener los niveles normales del ARNm de IGF-I (Bornfeldt, 1992).

A pesar pues, de que el cuadro metabdlico es totalmente distinto en una rata
diabética y en una hipotiroidea, nosotros quisimos estudiar hasta qué punto la
rehabilitacién con hormona tiroidea del axis [GFs/IGFBPs guardaba o no paralelismo
con lo que habia ocurrido en la rehabilitacion de los animales hipotiroideos. El hecho
de que se encuentre un paralelismo entre los niveles circulantes y los de]l ARNm
hepatico de IGE-I sugiere que, en la rata diabética la expresion del gen de IGF-I se
regula a nivel transcripcional, lo que estuvo de acuerdo con lo descrito por Adamo
y col. (1991) y Pao y col. (1992).

Las ratas neonatales diabéticas que recibieron el tratamiento hormonat con T,
aumentaron los niveles séricos y de expresién en higado de IGF-I, aunque la
administracion de T, a los animales adultos no parecid tener ningun efecto sobre los
valores séricos, de acuerdo con Ikeda y col. (1990), y de expresion en higado de este
factor de crecimiento. Sin embargo, la administracion de insulina a nifios diabéticos
eleva los valores de IGF-I antes de incrementar los niveles de receptores de GH y sin
aumentar las cifras de hormona de crecimiento, lo que sugeriria, en la diabetes, un
efecto estimulatorio directo de la insulina sobre la produccién hepatica de IGF-I para
las edades tempranas del desarrollo (Bereket, 1995). Sin embargo, en nuestro trabajo,
obtenemos una restauracion de IGF-1 en los animales neonatales tratados con tiroxina
sin un aumento de insulina, o cual prueba que, en estas circunstancias, el aumento
de IGF-I se ha producido por una accién directa de T, a través, probablemente, del
aumento producido en la GH. En los animales adultes, cuya secrecion de IGF-1 y
expresion de su ARNm hepitico hemos demostrado que depende de los niveles de
GH, es natural que las dosis dadas a nuestros animales diabéticos, que no aumentan

la GH, no restauren tampoco los valores de IGF-1.
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El modelo de diabetes por STZ mostré unos niveles circulantes de IGF-II
disminuidos y una expresién en higado aumentada respecto a las ratas control. Sin
embargo, existen muy pocas referencias bibliograficas, y con resultados dispares,
acerca de la regulacion del IGF-II en situaciones como la diabetes; asi, los distintos
autores mostraron unos niveles de IGF-II elevados (Hall, 1989), no alterados o
disminuidos (Merimée, 1984; Rivero, 1995). La administracion de T, a los animales
diabéticos no alterd los bajos niveles de IGF-II mostrados por las ratas no tratadas,
y bajé su ARNm, de acuerdo con lo observado por Nanto-Salonen y col. (1993).

La diabetes disminuye las proteinas transportadoras de 30 y 45kDa, o sea
IGFBP-1y 2 e IGFBP-3. El estudio realizado mediante "Western inmunoblot” mostrd
que, en el periodo neonatal, la diabetes aumenta los niveles circulantes de IGFBP-1,
y de IGFBP-2 de acuerdo con Qoi y col. (1990) y Unterman y col. (1990), e igual
ocurre en el hombre (Quin, 1994; Bereket, 1995). Este aumento en la expresion de
IGFBP-1 se debe a la regulacién inversa descrita entre la insulina sobre IGFBP-1
(Baxter, 1995).

Las alteraciones en los valores séricos del complejo de 30kDa se acompafiaron
de upas modificaciones a nivel de la expresion en higado en sentido inverso, es decir,
se produjo un aumento en los valores de ARNm de IGFBP-1 y 2 tanto en las ratas
neonatales como en las adultas (0o, 1990; Rivero, 1995), lo que sugiere que no se
estin regulando a nivel transcripcional. Sin embargo, convendria, en un futuro,
revisar dicha aseveracion repitiendo el "Western ligand blot" con una poblacién
diabética mas amplia. Ooi y col. (1991) demostraron que el aumento en los niveles
del ARNm de IGFBP-1 se debia a un incremento en la velocidad de transcripeién del
gen de esta proteina, y asi mismo, en estados diabéticos, se ha descrito 1a magnitud
y velocidad del descenso en fa transcripcién de IGFBP-1 después del tratamiento con
insulina (Ooi, 1992b; Pao, 1992).

A pesar de que los niveles de ARNm de IGFBP-2 también aumentaban en el
higado de los animales diabéticos, no se ha encontrado un aumento en la transcripcién
del gen de esta proteina, por lo que se ha sugerido una regulacién post-transcripcional
(Tseng, 1992). No obstante, cabe destacar que la expresiéon de IGFBP-2 estd regulada
de manera especifica y diferente en cada drgano en condiciones metabdlicas
anormales como la diabetes (Chen, 1994).

Los niveles de IGFBP-3 fueron inferiores a los controles en las ratas
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diabéticas neonatales, adultas (Rivero, 1995; Rodgers, 1995) y en el hombre
(Brismar, 1994; Bereket, 1995; Hanaire-Broutin, 1996). Estos bajos valores
circulantes se asociaron a una disminucién en la abundancia del ARNm de esta
proteina (Rivero, 1995), todo lo cual estd de acuerdo con nuestros resultados, y ¢l
tratamiento con T, no parece aumentar ni los valores circulantes de las IGFBPs ni la
expresion hepitica de su ARNm a los controles, aunque su aumento con respecto a
los animales diabéticos es evidente en nuestros resultados. Villafuerte y col. (1996)
han demostrado en cultivos de hepatocitos que la insulina estimula Ja transcripcion
del gen de IGFBP-3, y que aumenta la liberacion de la proteina, pero ello no lo
hemos encontrado en nuestro trabajo. Asi pues, la IGFBP-3 durante e! periodo
adulto, en la diabetes, disminuye tanto en suero como la expresion de su ARNm, y
por tanto, parece regulada a nivel transcripcional. Ademds, recientemente se ha
demostrado que en la diabetes se produce un aumento en actividad proteolitica de esta
proteina (Fowlkes, 1997; Rechler, 1998), lo que explicaria también los bajos niveles
de IGFBP-3 encontrados en los animales diabéticos.

Hay que remarcar pues, que los resultados obtenidos con animales diabéticos
neonatales y adultos, muestran una disminucién de IGF-I y de IGF-II en suero en el
periodo neonatal, y de IGF-1 en periodo aduito, con reduccion en ambos de su
expresion hepdtica, y que ello se acompaiia de una gran reduccion de insulina y de
GH circulante en aduito, y en neonato, tan solo de insulina, aunque, en ambos, bajan
las hormonas tiroideas. Las dosis de T, restauran la GH circulante y pituitaria en
neonatos pero no la insulina, y rehabilitan el IGF-I en suero, asi como la expresion
de su ARNm, cosa que no sucede en adulto, ya que la GH no aumenta, y por tanto,
no se restauran los IGFs. Ello ratifica el papel de la GH como mediadora de las
acciones de las hormonas tiroideas sobre la secrecion de IGF-I en periodo adulto, y
muestra que, en periodo neonatal, en circunstancias en las cuales la insulina esta baja,
como en los neonatos diabéticos tratados con T,, las hormomas tiroideas consiguen
rehabilitar los niveles de 1GF-I a través de un aumento de GH (Mathews, 1986;
Bichell, 1992). Estos datos, junto con los obtenidos en ratas neonatales hipotiroideas,
parecen mostrar que en etapa neonatal, las hormonas tiroideas ejercen sus acciones
sobre la secrecion de IGF-I en primer lugar, a través de la insulina y solo, en
segundo término, cuando la insulina estd bloqueada, diabetes con STZ, la mediadora

pasa a ser la GH, sin embargo, es la GH siempre la mediadora en periodo adulto.
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Estos resultados sobre animales diabéticos ratifican pues los obtenidos en ratas
hipotiroideas tratadas con T,, ya que los animales hipotiroideos neonatales tratados
con tiroxina también rehabilitan parcialmente el IGF-I con un aumento grande de GH.

L.as IGFBPs, tanto las de 30kDa como la IGFBP-3, parecen regularse segin
un estado metabdlico muy complejo en la diabetes que se deberia estudiar a més largo
plazo, por lo cual se puede concluir poco de este estudio; tan solo se ve claramente,
una vez mds, que en situacion de franca diabetes, la IGFBP-1 se regula de forma

inversa a los niveles de insulina.

4.4. ESTUDIO DE LAS VARIACIONES DE LOS TRANSPORTADORES DE
GLUCOSA (GLUTs) EN ANIMALES NEONATALES HIPOTIROIDEOS.
POSIBLE CORRELACION ENTRE LAS ACCIONES DE LAS HORMONAS
TIROIDEAS, GLUTs Y EL AXIS IGFs/IGFBPs.

Este estudio pretende establecer la posible existencia de una conexion,
mediada por las hormonas tiroideas, entre el patrén ontogénico de cambio de los
GLUTs y los IGFs. Se ha descrito que la transicidn del GLUT-1 (forma
predominante en etapas inmaduras) al GLUT-4 (transportador tipico de la edad
adulta), en masculo y tejido adiposo, tiene lugar el dia 4 de vida (Santalucia, 1992),
y que las hormonas tiroideas parecen retrasar esta pauta ontogénica (Castelld, 1994).
Por otro lado, también se sabe que el cambio en el predominio de la forma fetal de
los IGFs (IGF-II) a la adulta (IGF-I) se produce en la segunda semana de desarrollo
y que estd influenciado por las hormonas tiroideas (Gallo, 1991; Nanto-Salonen,
1991; Nanto-Salonen, 1992), asi pues, se decidié estudiar un modelo de
hipotiroidismo a 2 y 4 dias de vida (momento del cambio de los GLUTs) y a 8 y 20
dias de edad (transicion de los IGFs) para evaluar en €l las posibles alteraciones en
los cambios de estas proteinas (GLUTs e IGFs) y el papel que las hormonas tiroideas
desempenaban en dicha modificacion de estas pautas.

El peso corporal y los niveles circulantes de hormonas tiroideas disminuyeron
en los animales neonatales hipotiroideos, excepto a los 2 dias de vida (Nanto-Salonen,
1991), aunque el descenso de estos pardmetros fue mas acusado en aquellos a los que
se les practico la tiroidectomia, poblacion de 8 y 20 dias, respecto a aquellos que
recibieron el firmaco bocidgeno, poblacion de 2 y 4 dias. Estos resultados ya se

habian obtenido en aquellas poblaciones de animales neonatales, 10-20 dias, que
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fueron sometidas a la operacidén quirirgica frente a las que recibieron el MMI en la
primera parte de este trabajo; asi pues, en este experimento vamos a poder hablar de
dos grupos de animales hipotiroideos neonatales que van a presentar un
comportamiento paralelo al de las dos poblaciones antes citadas: tratadas con el
fairmaco antitiroideo (MMI) y sacrificadas a 2 y 4 dias y tiroidectomizadas, poblacion
sacrificada a 8 y 20 dias. El hecho de que las ratas de 2 dias no presenten un menor
peso corporal puede estar motivado por los cambios hormonales del momento del
nacimiento y también porque necesiten un periodo de latencia entre el comienzo de
la administracion del MMI y la manifestacién de sus efectos (Florez, 1992). No
obstante, todos los neonatos hipotiroideos, incluidos los de 2 dias de vida,
presentaron una reduccidén en los niveles plasmiticos y el contenido hipofisario de
GH, lo cual apoya el papel crucial de las hormonas tiroideas en la regulacidn de la
sintesis de GH (Seo, 1981). Se encontré un descenso en la insulinemia de los
animales de 4 dias, y un aumento en las ratas neonatales sacrificadas a 8 y 20 dias;
todo ello concuerda totalmente con lo que obtuvimos en la primera parte del trabajo,
y ratifica nuestros resultados anteriores.

4.4.1. IGFs e IGFBPs: niveles séricos y expresion del ARNm hepitico.

Se puso de manifiesto la existencia de un paralelismo entre los niveles
circufantes de insulina e IGF-I, de modo que los neonatos tratados con MMI
presentaron unos valores inferiores a los de sus controles, mientras que los animales
tiroidectomizados mostraron unas cifras de ambos péptidos superiores a los de sus
controles, de modo andlogo a lo que se habia descrito para las poblaciones neonatales
(apartado 4.1).

Los animales de 2 dias de vida, que recibieron MMI, mostraron un peso y
unos niveles circulantes de hormeonas tiroideas, insulina e IGEP-I similares a los de las
ratas control y una GH disminuida, lo que parece sugerir una vez mis que, en las
etapas inmaduras del desarrollo es la insulina, y no la GH, la hormona que regula ia
sintesis y secrecion de los IGFs (Rivero, 1995; Goya, 1996), tal como se sugiere en
la primera parte del trabajo.

Por otro lado, tanto la tiroidectomia como el tratamiento con MMI, aunque
guardan el perfil normal de descenso progresivo de IGF-II asociado a la edad, sus
valores estuvieron por encima de los controles (Latimer, 1993; Nanto-Salonen, 1993).

La diferencia entre los dos grupos de ratas hipotiroideas, en cuanto a niveles de IGF-
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II, se puede explicar por el efecto regulador de la glucemia sobre el IGF-II en
periodos inmaduros (Rivero, 1995; Goya, 1998), dado que los niveles de glucosa en
sangre disminuyen en los animales tiroidectomizados, aunque no en jos tratados con
el firmaco antitiroideo.

De nuevo se encontrd una correlacidn alta y positiva entre los niveles
circulantes de insulina e IGF-1, que se confirmé mediante el analisis de regresion
lineal, que ademads, ratificé la existencia de una pobre correlacion entre los valores
plasmaticos de GH e IGF-I en estas poblaciones. Asi pues, estos resultados
corroboraron la importancia de la insulina, y no la GH, en la regulacién de la
secrecion de JGF-1 en estadios inmaduros de desarrollo (Boni-Schnetzler, 1991,
Rivero, 1995; Goya, 1996).

En la rata, existe una secuencia de aparicion de las IGFBPs (Donovan, 1989;
Rivero, 1995); en el periodo adulto, la mayor parte de los IGFs estd presente en la
circulaciéon como un complejo proteico de 150kDa (ALS) que prolonga la semivida
en ¢l plasma de los IGFs y proporciona una reserva de dichos factores para los
tejidos. Sin embargo, en etapas inmaduras, el complejo predominante (50kDa), ya no
estd formado por IGFBP-3 sino por IGFBP-1y 2, que no son dependientes de la GH
como la IGFBP-3 (Rivero, 1995; Goya, 1996). Estas proteinas, IGFBP-1 y 2, pueden
ejercer acciones metabdlicas independientes de los IGFs (Lewitt, 1991; Baxter, 1995;
Rajaram, 1997).

El hipotiroidismo, como hemos visto a lo largo de este trabajo, altera los
niveles de las IGFBPs, y por tanto, la actividad bioldgica de los IGFs. También,
como en otras ocasiones, tenemos dos grupos de animales neonatales: las ratas
hipotiroideas de 2 y 4 dias de vida, que muestran un comportamiento similar al de
los neonatos tratados con MMI (descenso de los niveles de IGFBP-1 y 3, y aumento
de los de IGFBP-2), y los animales tiroidectomizados sacrificados a 8 y 20 dias de
edad (desciende IGFBP-3 y aumentan IGEFBP-1 y 2); al igual que sucedia en la
primera parte del trabajo, y ello se produce también con un cuadro endocrino
diferente: uno, que cursa con insulopenia y normoglucemia (animales tratados con
MMI y sacrificados a 2 y 4 dias), y otro, con altos niveles de insulina e hipoglucemia
(ratas de 8 y 20 dias tiroidectomizadas).

Sin embargo, los animales de 2 y 4 dias tratados con MMI no mostraban los

valores circulantes de 30kDa aumentados, sino disminuidos; ello es porque el cuadro
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metabdlico, niveles de insulina y GH, no coincide totalmente con los animales
neonatales MMI de 10 dias de la primera parte del trabajo. Sin embargo, si se
encuentra, por "Western inmunoblot”, los valores de IGFBP-1 disminuidos y los de
IGFBP-2 aumentados. Los animales sacrificados a 8 y 20 dias tiroidectomizados se
comportan como los tiroidectomizados de la primera parte en cuanto a las
concentraciones circulante y de ARNm de IGFBP-1 y 2, motivado por la regulacion
que ejercid la insulina sobre esas proteinas transportadoras (Baxter, 1995); es decir,
encontramos resultados similares a los de la primera parte del trabajo en ambos
grupos de animales neonatales tiroidectomizados en cuanto a IGFBPs.

Las IGFBPs de bajo peso molecular (IGFBP-1 y 2) disminuyeron conforme
aumentaba la edad del animal en los controles. Los niveles de IGFBP-3 en suero y
la expresion de su ARNm en higado descendieron en el hipotiroidismo, lo cual es
debido a los bajos niveles de GH registrados (Hervas, 1975).

4.4.2. GLUTSs: niveles en membrana cruda de corazdn, higado, cuadriceps
y gastrocnemius.

La regulacion de los transportadores de glucosa por las hormonas tiroideas u
otros factores es diferente en funcion del tejido de que se trate, e incluso, depende
del transportador de glucosa considerado (Postic, 1993b). En el corazdn, en los
animales control, nuestros resultados muestran claramente el descenso en el contenido
de GLUT-1 y el incremento de GLUT-4 asociado a la edad (Santalucia, 1992). El
hipotiroidismo causé un descenso en el contenido de GLUT-4 y aumentd la cantidad
de GLUT-1; otros autores han mostrado también estas mismas variaciones en la
expresion de estos transportadores durante la etapa perinatal (Castelld, 1994). Se ha
descrito un aumento dosis-dependiente de la expresion de GLUT-4 por el tratamiento
con T, en cardiomiocitos procedentes de ratas adultas (Gosteli-Peter, 1996). Por
tanto, parece claro que el déficit de hormonas tiroideas conduce a un desajuste del
descenso de GLUT-1 que ocurre en la etapa perinatal, a la vez que disminuye el
aumento en la cantidad de GLUT-4 tipico del periodo adulto; se produce un retraso
en el cambio del patrén ontogénico de expresion de los transportadores de glicosa.

El higado juega un papel fundamental en la reguiacién de la homeostasis
glucidica, y en €él, el GLUT-2 estd mayoritariamente situado en la membrana
plasmatica (Stephens, 1995) y ¢l transporte de glucosa va a depender directamente
de la cantidad de GLUT-2.
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Nuestros resultados muestran claramente tres aspectos: 1) el GLUT-2 hepatico
se va incrementando a lo largo del desarrollo de acuerdo con Rubio y col. (1997) v
Postic y col. (1994) en los controles; 2) el hipotiroidismo afecta al contenido hepatico
de este transportador de glucosa de acuerdo con Weinstein y col. (1994); 3) el
GLUT-1 aumenta en higado en los animales hipotiroideos respecto a los valores
control. Luego parece, que en estos animales hipotiroideos, tanto en corazén como
en higado, se produce un retardo en la aparicion de ambos transportadores. Sin
embargo, es dificil e imposible con los datos actuales poder relacionar los niveles de
IGF-I alterados en dichos animales y las wvariaciones encontradas en los
transportadores de glucosa, realmente parecen procesos sin correlacion entre ellos.

En los musculos esqueléticos (cuadriceps y gastrocnemius), al igual que en el
corazdn y todos los tejidos insulino-sensibles, se expresan dos isoformas de
transportador: GLUT-4 y GLUT-1, siendo el primero el mis abundante (80-90%) y
responsable de mis del 85% de la captacion de glucosa estimulada por la insulina.
Del mismo modo que en el corazén, pudimos observar en os animales control como
durante la etapa neonatal, el transportador predominante era el GLUT-1, pero fue
sustituido por el GLUT-4 conforme avanzaba la edad del animal (Santalucia, 1992),

La expresion de los transportadores del musculo esquelético estd controlada
por varios factores. Se habia descrito que la administracién de T, aumentaba la
expresion del GLUT-4 en el misculo esquelético de las ratas adultas (Casla, 1990,
Weinstein, 1991; Torrance, 1997a), e inducia la diferenciacién de esas células in
vitro (Shimokawa, 1997) y, se habia demostrado que las hormonas tiroideas poseian
una accion directa sobre la expresion de este transportador, puesto que el gen del
GLUT-4 posee un elemento de respuesta a estas hormonas (Ezaki, 1997; Shimokawa,
1997). No obstante, también la insulina parecia tener un importante papel en este
tejido y sobre este transportador, al igual que en el corazén (Fischer, 1997); bajo el
efecto insulinico, una pequena proporcion de GLUT-1 intracelular se relocalizaba en
la membrana plasmatica en la fibra muscular (Napoli, 1995), aunque, ¢! fenémeno
tiene mucha mas importancia para el GLUT-4, dado que la insulina puede aumentar
su proporcién en la superficie celular de 15 a 20 veces, en tanto que e} GLUT-1 sélo
incrementa de 3 a 5 veces (Camps, 1992; Gould, 1993). Ademads, estudios in vitro
(miocitos L6) mostraron que el GLUT-1, frente al GLUT-4, era menos sensible a la

regulacidn por glucosa que por fa insulina (Koivisto, 1991).
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La regulacién de los transportadores de glucosa parece, por tanto, que se
realiza con la participacién de las hormonas tiroideas y de la insulina. Asi pues, el
hecho de que encontremos un incremento en la cantidad de GLUT-1 y GLUT-4 en
las ratas tiroidectomizadas, que presentaron altos niveles de insulinemia, podria ser
explicado por el fuerte efecto estimulante de esta hormona sobre el transportador. A
los 4 dias de vida se produjo un descenso en el contenido de los dos transportadores,
puesto que disminuyeron los niveles de las dos hormonas estimulantes, hormonas
tiroideas e insulina (Shetty, 1996). Por ultimo, a los 2 dias de edad, cuando los
animales eran normeinsulinémicos y eutiroideos, s6lo se produjo un aumento en el
contenido de GLUT-1 en el cuadriceps (se encontré una tendencia andloga en el
gastrocnemius) que podria ser debido a un retraso en el cambio del patrén
ontogénico.

Se podria pensar que el aumento en los animales tiroidectomizados y
sacrificados a 8 y 20 dias de vida del GLUT-4 y GLUT-1, y el descenso del GLUT-4
a 2 y 4 dias, podria estar propiciado por el aumento y descenso del IGF-I que, como
€l, va asociado a una variacion paralela de la insulina, pero sin duda, ¢s esta hormona
la causante de los cambios en los transportadores. Por tanto, los datos estudiados de
GLUT-1 y GLUT-4 en los animales hipotiroideos parecen mostrar gue no existe una
relacién directa entre las variaciones de GLUTs y de IGFs en los animales
tiroidectomizados, sino que ambas variaciones en periodo neonatal, dependen de los

niveles de insulina alterados a su vez por la falta de hormonas tiroideas.
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5. CONCLUSIONES.

Animales hipotiroideos neonatales, destetados y adultos.

Neonatales

1. La comparacion de resultados de los pardmetros estudiados muestra un cuadro
metabdlico distinto entre las dos poblaciones neonatales hipotiroid_eas estudiadas,
seglin se produzca la deficiencia de hormonas tiroideas por tiroidectomia, o por
tratamiento con MMI. GH e insulina estdn altas en los animales neonatales
tiroidectomizados, y disminuidas en los tratados con MMI, la glucemia estd
disminuida en los tiroidectomizados e igual a los controles en los MMI. Con dicho
cuadro metabdlico, los animales tiroidectomizados aumentan su IGF-I circulante,
mientras desciende en los tratados con MMI. La expresién de su ARNm hepitico
guarda un paralelismo con sus niveles en suero, sugiriendo una regulacidn

transcripcional.

2. El IGF-II circulante parece regulado por la glucemia de forma positiva; disminuye
en los animales tiroidectomizados y no se altera en los hipotircideos-MMI. El estudio

de la expresion de su ARNm sugiere una regulacion transcripcional.

3. El andlisis de correlacion lineal de ambas poblaciones neonatales, entre valores
plasmaticos de insulina e IGF-I, muestra una correlacién positiva con coeficiente de
correfacion muy alto, r=0.91, mientras la correlacion es muy baja para valores

plasméticos de GH.

4, El estudio de las proteinas ligadoras de IGFs muestra que el aumento encontrado
del complejo de 30kDa (IGFBP-1 y 2) en los animales hipotiroideos neonatales es
mas grande en los hipotiroideos-MMI que en los tiroidectomizados, v tanto los
resultados de "Western immunoblot”, como la expresion de su ARNm hepitico,
parecen mostrar que ello se debe a un aumento de IGFBP-2, propiciado, sin duda,
por el cuadro metabdlico caracteristico de los animales MMI. La IGFBP-1 no parece
regularse en los animales neonatales de forma inversa a 1a insulina como ocurre en
adultos. La IGFBP-3 disminuye en ambas poblaciones hipotiroideas neonatales v,

como la IGFBP-2, parece sugerirse una regulacion transcripcional.

220



Conclusiones

5. Por tltimo, los estudios realizados bloqueando la secrecién de insulina con
estreptozotocina (STZ), en los animales neonatales tiroidectomizados, ratifican la
correlacion positiva encontrada entre valores circulantes de insuiina y de IGF-I, asi
como muestran que el IGF-II aumenta con la hipergiucemia, y en ambos, se sugiere
una regulacion transcripcional. En cuanto a las proteinas ligadoras, la IGFBP-3 no
varia en plasma, y practicamente tampoco la expresion de su ARNm. En este caso
de clara diabetes, la IGFBP-1 aumenta al disminuir la insulina, y la IGFBP-2 vuelve

a mostrar una sutil regulacion segin el cuadro metabélico del animal.

Destetados y adultos
6. Estos animales tiroidectomizados destetados y adultos muestran una disminucion
de IGF-I debida a la falta de hormonas tiroideas, y cuya causa parece ser la hormona

de crecimiento disminuida. La regulacién parece hacerse a nivel transcripcional.

7. El andlisis de correlacion lineal muestra una correlacion alta entre niveles de GH

y de IGF-I, y baja con la insulina.

8. En los animales tiroidectomizados, destetados y adultos, disminuye el complejo de
30kDa (IGFBP-1y -2), y también la proteina ligadora IGFBP-3. Las dosis de insulina
administradas a los hipotiroideos adultos no alteran los niveles de IGFs ni de las

proteinas ligadoras.

9. Se concluye que el mediador de las acciones de las hormonas tiroideas sobre el
axis IGFs/IGFBPs en periodo neonatal parece ser la insulina, pasando a ser la GH

en periodo adulto.

Rehabilitacion.
10. Los experimentos de rehabilitacidn con tiroxina, en periodo neonatal o en periodo
adulto, muestran que la via idénea de rehabilitacion es el pellet, y no la inyeccion de

tiroxina.

11. Los animales neonatales tratados con 1.5ug/100g de peso de T, durante 5 dias
no consiguen rehabilitar sus valores circulantes de IGF-1 ni los de IGF-I1. Tampoco

consiguen rebajar a los valores control su insulina alta ni su GH plasmatica, asi como
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la glucemia disminuida; todo ello porque tampoco rehabilitan, con la dosis utilizada,

los niveles de las hormonas tircideas.

12. Las proteinas transportadoras de 30kDa y de 45kDa se rehabilitan en la etapa

neonatal con las dosis de T, empleada.

13. Los animales destetados y adultos tiroidectomizados tratados con 1.75ug/100g de
peso de tiroxina durante 5 dias rehabilitan todos los pardmetros del axis IGFs/IGFBPs

estudiados.

14. El analisis de correlacion lineal entre insulina y niveles de IGF-I en neonatos, asi
como entre niveles de GH e IGF-I en adultos, muestra una correlacion positiva alta
en estos animales rehabilitados. Dicha correlacidn es mayor en los animaies tratados

con pellets en todas las poblaciones y mds clara en animales adultos.

Diabetes.

15. Los animales neonatales diabéticos por STZ tratados con tiroxina rehabilitan los
valores circulantes de IGF-1y la expresion de su ARNm hepatico de IGF-Ty 11, asi
como sus proteinas ligadoras, con aumento de GH y no de insulina. Sin embargo, los
animales diabéticos adultos tratados con T, no rehabilitan, con la dosis administrada,
los pardmetros de IGFs, ya que no aumentan tampoco la GH ni las hormonas

tiroideas hasta los niveles control.

Transportadores de glucosa.

16. Las alteraciones encontradas en diversos tejidos de los transportadores de glucosa
en animaies neonatales hipotiroideos, muestran que no parece existir correlacion
directa entre las variaciones de IGFs y de GLUTs, sino que ambas alteraciones
parecen dependientes de los niveles de insulina, a su vez alterados por el déficit de

hormonas tiroideas.

En resumen, este estudio realizado en animales tiroidectomizados, desde la
etapa neonatal a la adulta de la rata, muestra que la influencia de las hormonas
tirodeas sobre el axis IGFs/IGFBPs varia segiin la edad del animal que se considere,

siendo el mediador de dicha accién la insulina en periodos neonatales, y pasando a
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ser la GH la hormona mediadora en periodo adulto. Fl estudio de las variaciones de
las proteinas transportadoras en estos animales tiroidectomizados pone de manifiesto
la importancia del estado metabdlico en su regulacién, sobre todo, para las proteinas
ligadoras de bajo peso molecular abundantes en etapa neopatal. La IGFBP-3 parece
mostrar una regulacién mediada por la hormona de crecimiento, sobre todo en
periodo adulto. Los estudios con animales hipotiroideos, neonatales y adultos,
rehabilitados con tiroxina ratificaron los resultados anteriores, no obstante, en periodo
neonatal estos estudios, junto con los realizados dando tiroxina a animales diabéticos
neonatales, muestran que las hormonas tiroideas en situaciones limites de falta de
insulina también actuan rehabilitando los niveles de IGF-I a través de su accién sobre
la hormona de crecimiento. Estos datos, y los obtenidos sobre la regulaciéon de los
transportadores de glucosa, ponen de relieve que las hormonas tiroideas son factores
endocrinos decisivos en la regulacion del desarrollo, no sélo por sus conocidas
acciones especificas sobre el Sistema Nervioso Central, sino porque producen
desequilibrios en vertiente metabdlica, alterando otras hormonas como la insulina y
la GH, que a su vez provocan variaciones en la secrecion de factores de crecimiento,

IGFs, totalmente implicados como reguladores del crecimiento en los mamiferos.
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