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* ACTH Hormona adrenocorticotropa o

corticotropina

* ALS Subunidad ácido lábil del complejo

de 150 KDa de las IGFBPS

* AMPc Adenosín-3’-5’-monofosfato cíclico

* AP-2 Proteína activadora-2

* ARNm Acido ribonucleico mensajero

* BSA Albúmina sérica bovina

* cADN Acido desoxinibonucleico copia

directa del ARN

* cpm cuentas por minuto

* CRE Elemento de respuesta a AMPo

* CRES Proteína que se une al CRE

* CRH Hormona liberadora de la hormona

adrenocorticotropa

* EDTA Acido etilendiaminotetraacét¡co

* FFAAcidos grasos libres

* FSH Hormona folículoestimulante

* GASA Acido gamma-aminobutírico

* OC Glucocorticoides

* OCRE Elemento de respuesta al receptor

deGC

* OH Hormona de crecimiento

* GHBP Proteína ligante de OH

* OHR Receptor de OH

* GHRH Hormona liberadora de la OH

* OMS Glutamato Monosódico

* h Horas

* hOH GH humana

* hOHRM GHRH humana

* i.c.v. Intracerebroventricular

* i.p. Intraperitoneal

* i.v. Intravenoso

* IGF-l ¡II Factor de crecimiento similar a la

insulina-li II

* IOFSPs Proteínas ligantes de IGFs

* lL-1~ 16 Interleuquina 1¡3 16

* IRS-1 Sustrato del receptor de insulina-1

* JAK-2 Janus quinasa-2

* Kb Kilobases

* KDa Kílodaltons

* LH Hormona luteinizante

* LHRH Hormona liberadora de

gonadotropinas

* MAP quinasa Quinasa activada por

mitógenos

* mGH OH de ratón o murina

* NF-1 Factor nucle~r-1

* oGH OH ovina

* PACAP Polipéptido activador de la

adenilato ciclasa hipofisaria

* ph Pares de bases

* PCR Reacción en cadena de la

Polimerasa

* P¡t-1I-2 Factor de transcripción especifico

de la h¡páfisis-1/-2

* RAR Receptor del ácido retinoico

* rGHGHderata

* rOHRHGHRHde rata

* RíA Radíoinmunoensayo

* rpm revoluciones por minuto

* RT Transcripción inversa

* s.c. Subcutáneo

* SEM Error estándar de la media

* SS Somatostatína

* SSTR Receptor de SS
• T3 3,5,3’-Triyodotironina

e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e



e
e
e
e
e

* T4 3,5,3’,5’-Tetrayodotiron¡na o tiroxina e
* TCA Acido tricloroacético

e
* TNF- a Factor de necrosis tumoral - a

e
* TR Receptor de Hormonas tiroideas e
* TRE Elemento de respuesta a TR

e
* TRH Hormona liberadora de TSH e
* TSH Hormona estimulante del tiroides u

e
hormona tirotropa

* USF Factor estimulador upstream
e

* VOR Receptor de la vitamina D
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1.6. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL.

2. EXPERIMENTO 2: EFECTO DE LA OHRH EN LA RATA MACHO
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2.1. CONTENIDO HIPOTALÁMICO DE ss.
2.2. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.

2.3. NIVELES PLASMÁTICOS DE GH.
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2.5. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL.
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8. EXPERIMENTO 8: REGULACIÓN DE LA SECRECIÓN DE GH

TEJIDOS NO HIPOFISARIOS.

8.1. NIVELES PLASMÁTICOS DE GH.
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8.4. EXPRESIÓN DEL GEN DE LA GH EN LAS GLÁNDULAS

SUBMAXILARES.
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V. DISCUSIÓN.
1. EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE GHRH EN LA RATA MACHO.
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1.1.2. Contenido hipolisario y niveles circulantes de GH.

1.1.3. Niveles plasmáticos de IGF-l.

1.1.4. Peso corporal.

1.2. ESTUDIOS EN LA RATA MACHO DEFICITARIA EN GH.

1.2.1. Contenido hipotalámico de SS.

1.2.2. Contenido hipofisario y niveles circulantes de GH.

1.2.3. Niveles plasmáticos de IGF-l e incremento ponderal.

2. ESTUDIO DE LA ADMINISTRACIÓN DE GHRH Y SS EN LA RATA HEMBRA.

2.1. ESTUDIOS EN LA RATA HEMBRA NORMAL.

2.1.1. Contenido hipotalámico de SS.

2.1.2. Contenido hipofisario y niveles plasmáticos de GH.

2.1.3. Niveles plasmáticos de GH tras estimulo agudo con GHRH.

2.1.4. Niveles circulantes de IGF-I.

2.1.5. Crecimiento.

2.2. ESTUDIOS EN LA RATA HEMBRA DEFICITARIA EN GH.

2.2.1. Contenido hipotalámico de SS.

2.2.2. Contenido hipofisario y niveles plasmáticos de GH.

2.2.3. Respuesta a la estimulación aguda con GHRH:
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e
• Intmducción

e
• 1. EJE SOMATOTROPO.

La síntesis y secreción de la homiona de crecimiento (GH) por las célulase
• somatotropas hipofisarias esta bajo el control de dos péptidos hipotalámicos: la

• hormona liberadora de la GH (GHRH) y la somatostatina (SS). La GH una vez

secretada por las células somatotropas actua sobre los tejidos periféricos estimulandoe
• la producción de somatomedinas, también llamadas IGF-I y II (Factor de crecimiento

• similar a la insulina-l y -II), mediadoras de muchos de los efectos1de la GH. Estas
e

hormonas actuan coordinadamente y constituyen lo que se llama el eje somatotropo

• (figura 1).

Este sistema está regulado por diversos neurotransmisores, neuropéptidos,e
• hormonas y señales metabólicas que actuan en la hipófisis y en el hipotálamo, y

• además dispone de mecanismos de retroalimentación en los que estan implicadas la
e

GH, las IGFs, la GHRH y la SS.

e
e
•e
• HIPOTÁLAMO

e
e
e
• Neuropéptidos

Hormonas
Factores metabólicose

•
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
• IGF.I

•
e
e
e
e
• rigura 1. Componentes del eje somatotropo.

e
e 3e
e
e

Oo¡

SS



e)
*

Introducción e
e
e

2. GHRH. e
2.1. BIOSÍNTESIS Y ESTRUCTURA QUíMICA. ee

La GHRH es la hormona hipotalámica que estimula la síntesis y secreción de

GH. Fue aislada e identificada en 1982 por los gmpos de W. Vale y R. Guilíemin, a
e

partir de tumores pancreáticos. Desde el punto de vista bioquímico se trata de un e
péptido perteneciente a la familia del glucagón y de la secretina. *

Los genes que codifican la GHRH en la rata (rGHRH) y en el hombre (hGHRH) e
e

son similares. Constan de 5 exones, de los cuales el 2, el 3, el 4 y una parte del 5 e
codifican las secuencias de los respectivos precursores. El gen de la hGHRH se

encuentra en el cromosoma 20. e
El precursor de la rGHRH tiene 104 aminoácidos y tras su procesamiento da

lugar al péptido maduro de 43 aminoácidos, mientras que del gen de la hGHRH se
e

producen dos precursores, uno de 107 y otro de 108 aminoácidos, formados por

procesamiento alternativo del ARN mensajero (ARNm) primario. Estos dos e
precursores de la hGHRH, tras sufrir modificaciones proteolíticas, dan lugar a las

e
formas de 40 y 44 aminoácidos presentes en el hipotálamo humano.

La secuencia de aminoácidos de la GHRH se encuentra bastante conservada e
en los mamíferos, difiriendo por ejemplo la forma molecular ovina tan sólo en 6 ee
aminoácidos respecto de la humana. La rGHRH es una excepción a esta homología, e
ya que sólo tiene 43 aminoácidos y de ellos 14 son diferentes a los de la hGHRH e

e(figura 2). Sin embargo, las divergencias se encuentran sobre todo en el extremo

carboxilo-terminal, mientras que el extremo amino-terminal, en el que radica la e
actividad biológica, conserva una alta homología con la secuencia de la hGHRH

e
(cerca deI 80 %).

En cualquier caso, se ha determinado que la actividad biológica reside en los

primeros 29 aminoácidos. Por esta razón, se han desarrollado péptidos sintéticos ee
como el GHRH 1-29, que poseen la misma potencia que las formas naturales. e

e
e
e

hombre YADAIFTNSVR KVLGKLSARKLIQ DIMSROQGESNOERGARARL-NHZ e
cordero YADAIFTNSYR Kl LGKLSARKLLQ DIMNROQGERNQEQGAKvRL-NH2 e
rata ¡4 ADAIFTSSYRRI LGKLYARK LLH EIMNRQC)GERNOEQRSRFN-NH2

e
Figura 2. secuencia de aminoácidos de la CHRH del hombre, del cordero y de la rata. En negrita se indican
los aminoácidos diferentes respecto a la secuencia de la GHRH humana. Nomenclatura: A-Ala D-Asp E-Clu u,
F-Phe C-Gly H-His 1-Ile K-Lys L-Leu M-Met N-Asn Q-Gln R-Arg S-Ser T-Thr V-Val Y-Tyr.

e
e
e

4 e
e
e
e



e
• 1 Introducción
e
e

2.2. LOCALIZACIÓN.
• A diferencia de otros neuropéptidos, la GHRH tiene una diétribución cerebral

bastante localizada. La mayor concentración de cuernos neuronales productores dee
• GHRH (neuronas GHRH-érgicas) se encuentra en el hipotálamo mediobasal, sobre

• todo en los núcleos arcuato y ventromedial (Merchenthaler y cols 1,984, Bloch y cols
e

1984). No obstante, se han encontrado neuronas productoras deGHRH dispersas

• por casi todo el hipotálamo, el hipocampo y la amígdala.

• De las neuronas GHRI-I-érgicas del núcleo arcuato, encargadas del control de
e

la actividad somatotropa, parte una densa trama de axones hacia la eminencia

• media, donde descargan en el plexo vascular del sistema porta-hipotálamo-hipofisario
e

(figura 1). Las neuronas GHRH-érgicas del núcleo ventromedial parecen proyectar a
• otras áreas hipotalámicas, en las que el péptido podría funcionar como

• neuromodulador. Además, se han localizado fibras que transÑrtan GHRH en
e diversas áreas hipotalámicas (región periventricular, núcleo paraventricular, área

• preóptica) y extrahipotalámicas (sistema límbico) en las que el péptido parece

• intervenir en procesos conductuales y de ingesta de alimentos. También dentro dele
cerebro se ha detectado GHRH en concentraciones apreciables en el líquido

• cefalorraquideo.

Fuera del cerebro se ha aislado y caracterizado la GHRH en la placenta, ele
• estómago, el duodeno, el páncreas, la hipófisis, el ovario, el testiculo y los linfocitos

• (Cuttler 1996>.

En muchos cuernos neuronales y terminales con GHRH se ha demostrado lae
• coexistencia de este péptido con dopamina, galanina o neurotensina. Estas

• moléculas podrían ser las mediadoras de la interrelación observada entre las
e

neuronas GHRH-érgicas y las productoras de SS, interviniendo enla generación del

• ritmo de secreción alternante entre ambos péptidos hipotalámicos.
e
e
• 2.3. ACCIONES BIOLÓGICAS Y MECANISMOS DE ACCIÓN.
• La GHRH estimula la síntesis y secreción de GH, e induce la proliferación de
e

las células somatotropas (Barinaga y cals 1985, Billestrup y coís 1986). Como sucede
• con otras muchas hormonas peptídicas, la GHRH realiza sus acciones biológicas tras

unirse a receptores de membrana.e
e
e
e
e
e
e
e 5e
e
e
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2.3.1. Receptores de GHRH.

El receptor de la GHRH en el hombre y la rata es una proteína de 423
eaminoácidos1 con 7 dominios a-hélice transmembranares típicos de los receptores

acoplados a proteínas G. Estos receptores se han localizado principalmente en las e
células somatotropas, aunque también se ha encontrado ARNm del receptor de tée
GHRH en el hipotálamo y el tracto gastrointestinal (Matsubara y cols 1995>. En estos

órganos, en los que también se sintetiza GHRH, el receptor mediaría las acciones e)

auto/paracrinas de éste péptido. e
La unión de la GHRH con su receptor estimula la adenilato ciclasa a través de e

una proteína G activadora, resultando en la producción de AMP cíclico (AMPc). Este té
e

segundo mensajero parece ser el mediador de los efectos de la GHRH sobre los

procesos de síntesis y secreción de GH, y proliferación de las células somatotropas.
té

e
2.3.2. GHRH y síntesis de OH. e

Tras la unión de la GHRH a su receptor se suceden toda una serie de té

acontecimientos que van a llevar a la activación de la síntesis hipofisaria de GH. El tée
mecanismo por el que la GHRH regula este proceso tiene lugar a nivel de la e
transcripción genómica. e

e
Hay que destacar que la GHRH estimula la transcripción del gen de la GH

independientemente de su acción sobre la liberación de la hormona, a pesar de que

ambos procesos estan mediados por AMPc (Barinaga y cols 1985). té
e

El aumento de los niveles de AMPc, tras la unión de la GHRH a su receptor en

la célula somatotropa, conduce a la estimulación de una proteína quinasa A, que

fosforila varias proteínas citoplasmáticas y nucleares, entre las que se encuentra el e)e
factor de transcripción CRES (c-AMP-Responsive Element Binding Protein>, que se e
une en el ADN a los elementos de respuesta a AMPc denominados CRE (c-AMP- *

Responsive Eíement) y cuya secuencia es TGACGTCA. tée
No se han podido localizar tales CREs en el promotor del gen de la GH de la e

rata (rGH) pero sí en el promotor del factor de transcripción específico de la
e

hipófisis-1 (Pit-1), por lo que se ha propuesto un posible mecanismo de activación de

la expresión de GH por GHRH a través de Pit-1 (Ruvkun 1992) (figura 3>. También es e
posible que la transcripción del gen del Pit-1 sea activada por el calcio, de tal forma

té
que la proteína CRES sería fosforilada por una proteína quinasa dependiente del e
complejo calcio-calmodulina (Sheng y cols 1991>. té

La misma secuencia de acontecimientos propuesta para la transcripción de la e
rGH podría ser perfectamente válida para el promotor de la GH humana (hGH), e

e
6 ee

e
e
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e
• aunque en éste también se han detectado dos secuencias parciales de CRE
• (CGTCA) a las que podría unirse el factor de transcripción CREB cooperando con el

Pit-1 en la regulación positiva de la transcripción del gen de la GH por GHRH en el

• hombre (Sheppard y cols 1994).

e
2.3.3. GHRH y liberación de GH.

• La GHRH estimula la secreción hipofisaria de GH. La respuesta es inmediata y

• dependiente de la dosis dentro de un rango de concentraciones (Wehrenberg y cols
•• 1984a). El proceso de secreción de GH esta mediado por Ca y por un aumento en

• los niveles citosólicos de AMPc.

El incremento de la concentración de AMPc en el citoplasma de las célulase
• somatotropas que se observa tras la unión de GHRH a su recbptor produce la

• activación de la proteína quinasa A que, tras actuar sobre canales de Ca 2• conduce
e

al aumento en la concentración intracelular de dicho catión. Este aumento de los

• niveles intracelulares de Ca también esta mediado por la desporalización inicial que

se produce después de la unión de la GHRH con su receptor, a través de la inhibición
e

de canales de Kl En última instancia, el calcio intracelular formando complejo con la

• calmodulina induciría la exocitosis de las vesículas secretoras portadoras de GH
e (figura 3). Además, estudios recientes indican la posibilidad de que el complejo calcio-

• calmodulina interaccione directamente con la adenilato ciclasa y la ptoteína quinasa A

• aumentando su actividad (Mougin y cols 1984).
e

Diversos trabajos sugieren además la participación de las vías del

• diacilgílcerol-proteina quinasa C y de segundos mensajeros relacionados con el ácido

• araquidónico en el proceso de liberación de GH estimulado por GHRH (Cronin y colse
• 1985, Canonico y cols 1986>.

e
2.3.4. GHRH y proliferación de las células somatotropas.e

• Observaciones realizadas in vivo, en pacientes con tumores productores de

• GHRH, indican que este péptido induce proliferación de las células somatotropas.

Este efecto se ha comprobado administrando GHRH a animales de experimentación,e
• en los que tras dicho tratamiento se incrementa tanto el número total de células

• somatotropas como su índice mitótico.e
Esta acción de la GHRH sobre la proliferación celular esta mediada por AMPc

• y por la proteína c-fos, cuyo contenido y el de su ARNm aumentan tras exponer

cultivos hipofisarios a GHRH (Billestrup y cols 1987) (figura 3>. Existen trabajos en lose
e
e
• 7e
e
e
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que se propone también al Pit-1 como posible elemento mediador del efecto
proliferativo de la GHRH (Castrillo y cols 1991) (figura 3>. e

e
e

3. SOMATOSTATINA.
3.1. BIOSÍNTESIS Y ESTRUCTURA QUiMICA. tée

Los primeros indicios acerca de la presencia de factores inhibidores de la e
secreción de GH en extractos hipotalámicos aparecieron accidentalmente en el

e
trabajo del grupo de Kruíich y cols en 1968 mientras buscaban un factor liberador de

GH. Vados años después, Brazeau y cols (1973) aislaron y caracterizaron este factor té

inhibidor de la secreción de OH, al que llamaron SRIF (Somatotropin Release- e)
e

lnhibiting Factor> y al que se conoce habitualmente como somatostatina (SS>.

La SS caracterizada por el grupo de Brazeau resultó ser un péptido de 14
e)

aminoácidos (SS-14), de estructura cíclica debido a la existencia de dos puentes
disulfuro intramoleculares entre dos cisteinas (figura 4a). e

Aunque tanto la forma lineal como la cíclica tienen efecto in vitro, la reducción té
e

del puente disulfuro disminuye significativamente la actividad biológica de la

molécula, por lo que dicho puente disulfuro parece ser necesario para la unión con el e
receptor (Rivier y cols 1975). La región amino terminal no es necesaria para la total té

e
actividad de la SS, mientras que los aminoácidos de las posiciones 7 a 10 parecen

ser esenciales, por lo que se han sintetizado diferentes análogos de la SS, en los que té

se mantienen tanto los aminoácidos 7 a 10 como el puente disulfuro. Un ejemplo es tée
el Octreotide, que tiene mayor actividad biológica que la SS natural y su efecto es

más prolongado gracias a una elevada resistencia a la degradación (figura 4b>. té
e

Aunque inicialmente se hablaba de un único péptido con actividad inhibitoria

de la secreción de OH, Pradayrol y cols (1980) describieron una nueva forma de SS e
con 28 aminoácidos (SS-28) que contiene la secuencia de la SS-14 y además otros

e
14 aminoácidos adicionales en el extremo N-terminaí. Al principio se pensó que la

SS-28 constituía un precursor de la forma de 14 aminoácidos, pero el hecho de que té

en las áreas hipotalámicas implicadas en el control somatotropo se produzcan los dos e
péptidos y que ambas se liberen a la circulación portal hace suponer que aunque la e
SS-28 pueda ser un precursor, también es capaz de actuar como una hormona en té

sentido estricto. Así, tanto la SS-14 como la SS-28 podrían intervenir en el control de e
la secreción de GH. No obstante, la SS-14 es la forma más abundante en el sistema e
nervioso central. té

té
té
té
e

8 té
e
té
e



e e
In

tro
du

cc
ió

n
e e e e e • e

~1
t

e • •
O

.n

•
c
A

tb
c~

•
-E

•
n

• • e e
st

-
• e • e e

Y
• e

D
.

•
E-

• • e •
‘4i

•
‘9 o o

-
• •

E-
e

‘9 5’
e e .4 e •

~
~

1

e
o

-
•

1
•

n
e

o’

• e • e • e e e

3
0

—
m

—
‘o

03
*

o e
o

03
0>

+

o

4
-

-¡
3

o
o

u
Ql

)’ 003 3oo
-

0
,O>

Co Co o T Y

9



té
e

Introducción e)
té
e

La SS-14 y la 55-28 proceden de un mismo precursor generado por la
transcripción de un único gen. Este precursor, tras pasar por el aparato de Golgi, es e
empaquetado en gránulos de secreción en los que se produce el procesamiento *

e
proteolítico final para dar lugar a las formas maduras SS-14 y SS-28.

Las dos formas moleculares de la SS estan presentes en los mamíferos, té

existiendo una gran homología entre éstas. La secuencia de aminoácidos de la SS-14 tée
en la rata y en el hombre es exactamente la misma (Reichlin 1983). e

e
e)
e

~ D-Phe-C1ys-Phe~~ e
5 Trp D-Trp té

e
5 Lys

Cys Ser- Thr - Phe - Thr Thr(ol) - Cys - Thr e
A E té

e
e

Figura 4. Secuencia de aminoácidos de la 55-14 (A)y del octreotide (8).

té

3.2. LOCALIZACIÓN. tée
La SS se encuentra ampliamente distribuida por todo el organismo pero sobre

todo a nivel neural, endocrino y digestivo actuando como neurohormona, té

neurotransmisor y modulador paracrino. tée
La mayor concentración de neuronas productoras de SS (neuronas SS- e

érgicas) se encuentra en el núcleo periventricular hipotalámico. Los axones té
e

procedentes de este núcleo se dirigen a la eminencia media en donde contactan con

el sistema porta-hipotálamo-hipofisario. té

Como veíamos anteriormente, en el núcleo arcuato se localizan las neuronas té
té

GHRH-érgicas implicadas en el control somatotropo. En este mismo núcleo existen e
también neuronas productoras de SS y además llegan a él prolongaciones té

procedentes del núcleo periventricular, por lo que ambas vías podrían intervenir en el tée
circuito de retroalimentación de asa ultracorta que opera entre la GHRH y la SS. e

Numerosos trabajos han demostrado la existencia de SS en otras zonas té

cerebrales (núcleos supraquiasmático, ventromedial y caudado, la región preóptica), ee
en el líquido cefalorraquideo y en el tracto gastrointestinal (estómago, páncreas,

intestino), tée
e
té
e
té

lo té
e
e
té
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e 3.3. ACCIONES BIOLÓGICAS Y MECANISMOS DE ACCIÓN.

• En consonancia con su amplia distribución por todo el organismo, la SS actúa

en regiones tan diversas como el aparato digestivo o el cerebro, en las que sus

• acciones son mayoritariamente inhibitorias. No sólo es un potente inhibidor de la

• secreción de GH in vivo e in vitro, sino también de una serie de secreciones endo y

exocrinas como insulina, glucagón, hormona estimulante del tiroides (TSH), renina,

• gastrina, CIH, a-amilasa etc. Lo que a nosostros nos ocupará en el presente apartado

es su acción a nivel hipofisario.e
e
• 3.3.1. Receptores de SS.

Al igual que sucede con la GHRH y otras hormonas proteicas, la SS ejerce suse
• acciones uniéndose a receptores de membrana específicos. Se han determinado 6

• tipos de receptores para SS (SSTR), desde SSTR1 hasta SSTR5, con dos subtipos

de SSTR2 denominados A y B (Belí y Reisine 1993>.

• Aunque se ha demostrado la expresión de todos los tipos de receptores en las

células somatotropas (O’Carroíl y Krempels 1995), los receptores SSTR2A y 2Be
• parecen ser los mediadores de las acciones de la SS.

• Los receptores de SS se encuentran asociados a diferentes proteínas G

inhibitorias. El receptor SSTR2A aparece unido a la proteína G~ y G0, mientras que ele
• SSTR2B interacciona con la proteína G11 (Reisine y cols 1993>.
e
e

3.3.2. SSy actividad somatotropa.
• La SS se opone, de forma dosis dependiente, a la práctica totalidad de las

acciones estimuladoras de GHRH en las células somatotropas.e
La SS inhibe tanto la secreción de GH basal como la inducida por GHRH u

• otros estímulos como la arginina, hipoglucemia insulínica, ejercicio o estrés (Barinaga
e y cols 1985). Asimismo, la SS atenúa el efecto trófico de la GHRH sobre las células

• somatotropas (Billestrup y cols 1986). Respecto a la biosíntesis de GH, aunque se

• había descrito que la SS no jugaba ningún papel en este proceso (Barinaga y coís
e

1985, Fukata y cols 1985), datos recientes parecen indicar que sí puede actuar

• también como inhibidor del incremento de transcripción genómica dependiente de

• GHRH (Devesa y Tresguerres 1996).e
Tal y como proponen Chen y cols (1994), estos tres efectos que acabamos de

• describir, comienzan con la unión de la SS al receptor de membrana SSTR2B. A
e

continuación, y a través de la proteína G11, se inhibe la actividad adenilato cicíasa,

• produciéndose un descenso de los niveles de AMPc y de la actividad proteína
e
• 11
e
e
e
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quinasa A. Como consecuencia de este último hecho, decrece la cascada de
fosforilaciones iniciadas por la quinasa A conduciendo en último término al bloqueo e

té
de la síntesis y secrecion de la GH y de la proliferación de las células somatotropas
(figura 3>. e

La acción negativa de la SS sobre la secreción de GH también esta mediada té
tépor el receptor SSTR2A asociado a las proteínas G inhibitorias que antes

comentábamos. La vía SSTR2A-G13, actuando directamente sobre canales de K,

estimula la salida de este ión al exterior celular produciendo la hiperpolarización de la e
emembrana y la disminución de la permeabilidad de ésta al Ca

2~. Simultáneamente, el

complejo SS-SSTR2A acoplado a la proteína G
0 actuaría sobre canales de Ca

2 e
inhibiendo la entrada de éste a la célula. Como consecuencia de estas dos acciones e

2+ esobre los canales iónicos, disminuye la concentración intracelular de Ca con lo que e
también desciende la intervención de estos iones en la exocitosis de GH (figura 3). e)

té
*

4. HORMONA DE CRECIMIENTO. e
e

4.1. BIOSÍNTESIS Y ESTRUCTURA QUÍMICA. e
La hormona de crecimiento se sintetiza en las células eosinófiías de la té

hipófisis anterior denominadas somatotropas, que representan el 40-50 % de las
té

células hipofisarias. En condiciones normales, estas células contienen entre 5 y 10

mg de GH, lo que la convierte en la hormona más abundante de esta glándula. té

La GH esta codificada por el gen GH-N, localizado en el hombre en el brazo e)e
largo del cromosoma 17 junto a otros 4 genes (CS-L, CS-A, CS-B y GH-V) té

relacionados por su homología estructural y alineados a lo largo de un fragmento de e)
té

66.5 Kb formando lo que se llama el cluster de genes de la GH (Chen y caIs 1989).

Todos estos genes proceden de un gen ancestral común que divergió hace millones té

de años y del que también derivó el gen de la prolactina. e)e
El gen GH-N consta de cinco exones y cuatro intrones, es el único que se

expresa en la hipófisis y codifica para las variantes de GH de 22 y 20 KDa, aunque e
‘edatos recientes sugieren que el gen GH-V u otro gen todavía sin identificar podrían

también ser expresados en la hipófisis (Díaz y cols 1993). El procesamiento del e
ARNm primario originado a partir del gen GH-N da lugar al ARNm maduro que a nivel té

e
ribosómico se traduce en la forma de 22 KDa en el 90 % de las moléculas de

transcrito primario. En el 10 % restante ocurre un procesamiento alternativo por el té

que se origina la forma GH de 20 KDa. tée
e
e
e
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Una vez formado el producto GH de 22 ¡<Da, puede sufrir modificaciones
• postraduccionales, como la glicosilación, formación de dímeros mediante puentes

disulfuro, acetilación y desaminación.e
• La GH de 22 KDa es un polipéptido de 191 aminoácidos dispuestos en una

• sóla cadena, en la que existen 2 puentes disulfuro: el primero entre las cisteinas 53 y
e

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

e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
• Figura 5. Estructura de la CH de 22 KDa. Con trazo más grueso aparecen el fragmento cuyo corte origina

• la forma de 20 KDa y los dos puentes disulfuro intracatenarios.

e
• 4.2. PATRÓN DE SECRECIÓN.
e

Como todas las hormonas adenohipofisarias, la GH se secreta de forma
• pulsátil con períodos de secreción rápida denominados picos, intercalados con

• etapas no secretoras o valles.
e

El trabajo de Wehrenberg en 1982, demostrando que el aporte de GHRH era

• indispensable para la secreción pulsátil de GH, y el estudio de Tannenbaum y Ling
e

(1984), que sugería la presencia también de SS para la generación de tal pulsatilidad,
• probaba experimentalmente la intervención de ambos péptidos hipotalámicos en la

• secreción rítmica de la GH. Más tarde, Plotsky y Vale en (1985) demostraban en la
e rata cómo la aparición de cada pico de GH era precedido por el vertido de GHRH a la

• circulación portal, a la vez que disminuía la liberación de SS. Así, la secreción

• hipofisaria de GH depende de la actuación coordinada, a nivel hipofisario, de la
e

GHRH y la SS que a través de la circulación portal llegan a la hipófisis, activándola en

• el caso de la GHRH o inhibiéndola en el de la SS.
e
e
e
• 13e
e
e
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Según todo ésto, el ritmo secretor de GH se generaría por las secreciones de
GHRH y SS con un desfase de 180 0 (Tannenbaum y Martin 1976) (figura 6>. Aunque e
de manera hipotética, se piensa que la GHRH sería la responsable de la amplitud de ‘e

‘e
los episodios de GH, mientras que la SS, presumiblemente, determinaría la e
frecuencia y la duración de los pulsos (Kraicery cols 1988). té

Sin embargo, también es posible desde el punto de vista teórico, que una e
‘e

secreción mantenida de GHRH estimule o no la secreción de GH en función de los

niveles de SS. Esta posibilidad ha sido verificada por trabajos de nuestro propio té
e

grupo (Tresguerres y cols 1991), en los que la infusión continua de GHRH es capaz

de mantener un patrón de secreción episódica de GH, por lo que bastaría con que la e
secreción de SS fuera pulsátil para explicarlos picos de GH (figura 6). e)

té
Al igual que ocurre con otras hormonas, la modulación de la frecuencia de

pulsos de GH es clave para la producción de sus efectos biológicos (Gevers y coís e
1996). En relación con ésto, la administración pulsátil de GH en ratas e)té
hipofisectomizadas, capaz de generar un perfil plasmático de GH similar al fisiológico e
con picos cada 3 h, es más eficaz en cuanto a estimular el crecimiento que la té

eadministración continua (Robinson y Clark 1987). También las acciones de la GH en e
el tejido adiposo y la producción hepática de somatomedinas parecen depender de la té

pulsatilidad. Por todo esto parece que los tejidos diana de GH son más sensibles al té
tépatrón con el que la hormona llega a ellos que a la cantidad total de GH que les

alcanza. La secreción pulsátil de GH podría estar en relación con la no inducción de té

procesos de desensibilización de los receptores de GH en los tejidos diana. té
‘e

Los niveles plasmáticos de GH varían considerablemente a lo largo del

desarrollo. Son muy altos durante las etapas fetal y neonatal y descienden de forma té

gradual en la infancia. Desde este periodo hasta la pubertad en la que aumenta té
té

drásticamente la GH, los niveles circulantes de esta hormona permanecen estables. ‘e

La secreción de GH aumenta durante la pubertad como consecuencia del té
‘e

incremento en la tasa de producción hipofisaria de esta hormona, lo que se traduce

en una mayor cantidad de GH liberada en cada pico. Luego los niveles plasmáticos ‘e

de la GH disminuyen progresivamente a partir de la adolescencia, al reducirse la
té

amplitud de los pulsos de GH. e
e
té
e
‘e
e
té
e
e
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Figura 6. Ritmo secretor de los péptidos hipotalámicos GHRH y SS y de ¡a CH. En línea discontfnua
aparece la teórica secreción continua de CHRH.

e
e

4.3. PROTEÍNAS TRANSPORTADORAS.
• Hasta hace poco se pensaba que la GH circulaba en el plasma de forma libre,
e

pero recientemente se ha determinado que el 45-50 % de la GH de’ 22 ¡<Da va unida
• a dos tipos de proteínas ligantes de GH (GHBP): de alta y de baja afinidad (Baumann

• y cols 1986).

La GHBP de alta afinidad une principalmente la forma de 22 ¡<Da.e
• Molecularmente es idéntica al dominio extracelular del receptor de GH (GHR). En

• ratas y ratones esta proteína se generaría por un procesamiento alternativo del

ARNm del GHR, en el que los dominios transmembrana e intracelular estane
• sustituidos por una cola hidrofílica (Baumbach y cols 1989, Smith y cols 1989). Por el

contrario, en el conejo y en el hombre parece que esta proteína transportadora de GHe
• se produce por rotura proteolítica del receptor de GH, liberándose el dominio

• extracelular de éste (Sotiropouíos y coís 1993>.

En lo que se refiere a la GHBP de baja afinidad, une preferentemente la GHe
• 20 ¡<Da y no guarda ninguna relación con el receptor de GH.

• Las GHBPs, cuyo origen parece ser el hígado, constituyen un reservorio
e

circulante de GH, impiden su degradación y aclaramiento renal y modulan la acción

• de la GH en los tejidos periféricos (Baumann 1991).
e
e
e
e
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té
4.4. RECEPTORES.

té
El receptor de GH es un miembro de la superfamilia de los receptores té

hematopoyéticos, en la que también se incluyen los receptores de prolactina,
té

interleuquinas y eritropoyetina (Dusanter-Four y cols 1994).

La proteína GHR madura tiene 620 aminoácidos, 130 KDa de peso molecular té
e

y esta organizada en 3 dominios: extracelular, donde se une la hormona,
transmembrana e intracelular impl¡cado en el mecanismo de transducción de la señal. e
La GH presenta 2 sitios de unión al receptor, de tal forma que cada molécula de GH té

tése une a 2 moléculas de GHR con la consiguiente formación de dímeros entre los

dominios extracelulares de las proteínas receptoras, circunstancia que es clave para té
té

que la hormona pueda desarrollar la totalidad de su función biológica (Cunninghan y
Well 1989, De Vos y cols 1992). e

Se ha demostrado la existencia de sitios específicos de unión de la GH en té
té

multitud de órganos, sobre todo hígado, riñón, corazón, intestino y músculo (Mathews
y cols 1989), localizados en su mayoría en la membrana plasmática, aunque también e
se han identificado en el citosol y el núcleo.

eLa regulación de la expresión del GHR corre a cargo de diversas hormonas, e)

como la insulina, y factores nutricionales. La relación entre los niveles circulantes de e
GH y la concentración tisular de GHR no esta clara ya que, en la rata, parece que la té

e
exposición prolongada a GH aumenta los niveles de estas proteinas receptoras en el

hígado, mientras que en individuos acromegálicos con la GH plasmática muy elevada té

no se aprecian cambios similares en la concentración de GHR. ‘e
té
e

4.5. MECANISMOS DE ACCIÓN. ‘e
e

La unión de la GH a su receptor es el primer acontecimiento que ocurre en la

acción de esta hormona sobre las células diana. Sin embargo, los procesos que e
siguen a la inicial activación del receptor son variados y poco conocidos.

e
El mecanismo principal que se propone en la transducción de la señal de GH

tras unirse a su receptor es la fosforílación de varias proteínas en residuos de tirosina té

(Silva y cols 1993>, incluido el propio GHR (Fostery coís 1988). e
El receptor de GH carece de la secuencia de aminoácidos para e)

autofosforilarse (Leung y cols 1987> por lo que inicialmente no se sabía cómo se ‘e
einiciaba la secuencia de fosforilaciones observada tras la administración de GH. En

1993, Argetsinger y cols identificaron una proteína con actividad tirosina quinasa e
denominada Janus quinasa-2 (JAK-2>, que se encuentra asociada al dominio ‘e

té
e
e)
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citoplásmico del GHR y que, tras la unión de la GH a su receptor, se activa,
• fosforilándose a sí misma y al GHR.

• Una vez fosforilados la JAK-2 y el GHR, se produce la fosforilación de varias

• proteínas citoplasmáticas, entre las que se incluyen unas quinasas activadas por

• mitógenos (MAP quinasas>, los proteínas STAT 1, 3 y 5 y una proteína que es

sustrato del receptor de insulina (IRS-1). Las MAl’ quinasas y las proteínas STAT vane
• a ser la intermediarias de los procesos de proliferación y diferenciación, en los que

• también intervienen las proteínas c-fos y c-jun (Moller y cols 1992, Sotiropoulos y cols

1996). La proteína IRS-1 parece mediar los efectos tipo insulina que tiene la GH

• sobre el transporte de glucosa y la lipogénesis. En estos dos últimos procesos

• también podría estar implicada una proteína quinasa dependiente de fosfatidilinositole
• (Ridderstrale y Tomqvist 1994, Argetsinger y cols 1995>.

• Aunque el mecanismo que acabamos de ver parece ser el más habitual para

las acciones de la GH, en determinadas ocasiones puede realizar sus efectos a
e 2+• través de otras vías, como la de la fosfolipasa C-proteína quinasa C, iones Ca

• formación de nucleótidos cíclicos e incluso la intemalización del complejo hormona-
e• receptor (Arilla y coís 1988, Chou y cols 1990, Lobie y cols 1994).

e
• 4.6. ACCIONES BIOLÓGICAS.e
• 4.6.1. Acción anabolizante -

• La GH actúa de forma positiva sobre prácticamente todos los procesos

implicados en la síntesis de proteínas (Devesa 1989), aumentando el transporte de

• aminoácidos al interior celular y activando tanto la transcripción como la traducción.

• Además, disminuye la degradación de las proteínas celulares. Como consecuencia

de todas estas acciones se favorece el depósito de proteínas a nivel celular.

• Esta acción anabolizante se da en tejidos tan variados como el hueso, el

cartílago, el páncreas, el músculo y sobre todo el hígado en el que se producen las

• somatomedinas.

e
e

4.6.2. Acciones sobre los metabolismos glucídico y lipidíco.
• Los efectos de la GH sobre el metabolismo de los glúcidos y los lípidos

• pueden clasificarse en acciones de tipo agudo, semejantes a las de la insulina, y
e

acciones de tipo crónico o antiinsulina.

e
e
e
e
e
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* Acciones semejantes a las de la insulina. e
Este tipo de efectos de la GH ocurren inmediatamente después de que el té

té
tejido este expuesto a la hormona, y consisten en un aumento en la captación y
utilización de la glucosa por las células y un efecto antilipolítico. e

No obstante, estas acciones tipo insulina de la GH parecen no tener un papel ‘e
e)

fisiológico importante, puesto que sólo se manifiestan de forma aguda tras el
tratamiento con GH en individuos o animales carentes de ella. e

té
té

* Acciones antiinsulina. e
En un organismo normal, la GH endógena induce un estado refractario a los té

e)
efectos semejantes a los de la insulina que acabamos de comentar, por lo que de las
acciones de la GH resulta fundamentalmente un efecto antiinsulina. Estas acciones e
van unidas a la presencia de unos niveles plasmáticos de GH elevados, tanto en

esituaciones fisiológicas (pico nocturno de GH), como patológicos (acromegalia) o tras

la administración crónica de GH, e incluyen las conocidas clásicamente como té

acciones diabetógena y lipolítica. té
té

La acción diabetógena de la OH consiste en la disminución de la captación y

utilización de glucosa por las células, lo que se traduce en un aumento de la e)

glucemia. La GH también produce un aumento del depósito de glucógeno en el *e
hígado. En lo que se refiere a su acción lipolítica, la OH produce la liberación de

ácidos grasos libres (FFA) del tejido adiposo aumentando así éstos en el plasma y ‘e
e

también favorece su posterior oxidación.
e)

4.6.3. Acciones sobre el crecimiento.
té

Como acabamos de ver, la OH cumple importantes funciones en el control del

metabolismo intermediario. Sin embargo, su efecto más obvio es promover el té
ecrecimiento tanto somático como visceral, mediante el aumento de tamaño de las

células, y estimulando los procesos de mitosis y diferenciación específica de ciertos e
tipos celulares, como los condroblastos o las células musculares primarias. té

e
La síntesis de proteínas es un fenómeno clave para el crecimiento. Además, e

las acciones de la GH sobre los metabolismos glucídico y lipídico van encaminadas té

en la obtención de la energía necesaria para el proceso de crecimiento, té
e
e
té
e
e
té
e
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e
* Crecimiento somático.e

• El crecimiento somático ocurre principalmente a expensas del crecimiento

• óseo que, tras el nacimiento, es directamente dependiente del sistema GH-

somatomedinas, aunque también otros factores como las hormonas tiroideas y los

• esteroides sexuales intervienen modulando este proceso a nivel local.

El crecimiento del hueso puede producirse en longitud y, en espesor. Ele
• aumento del espesor ocurre por aposición perióstica, mientras que el crecimiento

• longitudinal depende del desarrollo del cartílago de crecimiento, también llamado de

conjunción. El cartílago de crecimiento posee un único tipo celular, los condrocitos,

• que se encuentran en diferentes fases de maduración.
• Durante el crecimiento longitudinal del hueso, estos condrocitos sufren lo que
e
• se llama osificación endocondral, que engloba las siguientes fases: proliferación

• celular, diferenciación celular, síntesis de la matriz extracelular, degeneración de los

• condrocitos y mineralización de la matriz creándose nuevo tejido óseo. En la etapa dee
• crecimiento siempre existe una parte del cartílago que no se osifica y que permite que

• el hueso siga creciendo hasta alcanzar la pubertad, momento en el cual el aumento

de las concentraciones plasmáticas de los esteroides sexuales osifica completamentee
• el cartílago, bloqueando su proliferación y poniendo fin al crecimiento longitudinal del

• organismo.

La GH controla el crecimiento óseo en longitud actuando tanto directa como

• indirectamente a través de la IGF-I. Ambas hormonas actuan conjunta y

coordinadamente sobre distintas poblaciones de condrocitos y sus efectos no sone
• idénticos, sino aditivos e interdependientes (Lindahí y cols 1987, Bentham y cols

• 1993).

La GH interviene en el proceso de crecimiento de dos formas distintas: una

• mediante su efecto sobre el hígado, y otra directamente en el cartflago de

• crecimiento. A nivel hepático estimula la producción de IGF-I, de una proteína ligante
e

de IGF-I, denominadas IGFBP-3, y de una subunidad ácido lábil (ALS). En el cartílago

• de crecimiento actua sobre condroblastos de la zona germinal, estimulando su
e

expansión clonal y diferenciación hacia condrocitos, entrando así éstos en la zona
• proliferatíva del cartílago de crecimiento. Además, la GH induciría en estos

• condrocitos la producción de IGF-l (Russelí y Spencer 1985, Schlechter y cols 1986>
e (figura 7>.

e
e
e
e
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La IGF-I procedente del higado alcanza el cartílago por el torrente sanguíneo,

en el que se encuentra junto con la IGFBP-3 y la ALS formando un complejo de

150 KDa. Una vez en el cartílago, la hormona se libera mediante un proceso en el

que podrían intervenir unas proteasas que,.tras actuar sobre el complejo de 150 KDa,

haría que disminuyera la afinidad de IGFBP-3 por IGF-I. Tanto la IGF-l local

ejerciendo su acción de forma auto y/o paracrina, como la de procedencia hepática

haciéndolo de forma endocrina, actuan sobre los condrocitos ya diferenciados

estimulando su proliferación clonal y maduración, con lo que aumenta el volumen del

citoplasma de estas células y activando la síntesis de la matriz extracelular por los

condrocitos diferenciados (figura 7).

IGFB

Complejo
de 150 kDa

CON DROBLASTO

HIPÓFISIS

HÍGADO

~ Proteasa

CONDROCITOS

o

O Paracrino
Autocrino

rigura i. Control del crecimiento óseo longitudinal por la GH y la IGF-I.
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• * Crecimiento visceral.
• La GH produce el crecimiento y desarrollo de otros tejidos además del óseo,
e
• como consecuencia de sus ya citadas acciones positivas sobre la síntesis de

• proteínas y la proliferación celular.
Así en la médula ósea la GH activa la eritropoyesis y la linfopoyesis de formae

• dosis dependiente. También el músculo liso y las células beta del páncreas

• responden directamente in vitro a la GH, ya que a concentraciones fisiológicas
e

aumentan la incorporación de 3H-timidina y el contenido de ADN.

e
• 4.6.4 La OH y el sistema inmunítario.
e

Además de las citadas acciones de la GH sobre el metabolismo intermediado,

• esta hormona también participa positivamente en la respuesta inmunitaria del
e

organismo (Kelly 1990). En el timo existen receptores para la GH, y en el ratón la
• administración de suero anti-GH atrofia tanto el timo como los ganglios linfáticos.

• Además, en las células hematopoyéticas la GH es un potente mitógeno (lsaksson y
e cols 1985). Recientemente se ha demostrado la existencia de expresión de GH en

• líneas celulares de leucemia humana (Devesa y cols 1996).
e
e

4.7. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE OH.
• El gen de la GH tiene una extensión aproximada de 2300 pb y en él se

diferencian las siguientes regiones en sentido 5’- 3’:e
• - región 5’ no codificante, que contiene el promotor del gen al que se unen los

• elementos reguladores y en el que se localizan las secuencias consenso CATAAA y
e

TATAAA (Caja TATA) características de los promotores de los animales eucariotas.
• - región estructural del gen, codificante del pre-ARNm de GH y organizada en

• intrones y exones.e
• - región 3’ no codificante, en la que se encuentra la secuencia de

• poliadenilación.

En la figura 8 aparecen los factores que regulan la transcripción del gen de lae
• rGHydelahGH.
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
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Figura 8. Factores que controlan la expresión génica de los genes de la hGH y rCI-I. En blanco se ‘e
representan los factores que activan dicho proceso, en gris los que lo inhiben y en rayado los factores ‘e
ubicuos. Los números indican la distancia al origen de la transcripción en pares de bases. e

té
474. Pit-1. ‘e

De todos los factores de transcripción que interaccionan con el gen de la GH ‘ee
en la rata y en el hombre, el más importante y el que le confiere especificidad tisular

es la proteína Pit-1. Esta proteína se expresa en las células somatotropas, lactotropas ‘e
téy tirotropas, en las que actúa como factor de transcripción estimulando la expresión

de los genes de la GH, la prolactina y la subunidad f3 de la TSH (Sharp y Cao 1990, ‘e

¡<arin y cols 1990). ‘ee
Mediante estudios in vitro se ha determinado que la activación del promotor

del gen de la GH por el Pit-1 requiere la unión de éste, en forma de dímeros, a dos ‘e
sitios existentes en dicho promotor, uno proximal y otro distal (Bodner y Karin 1987) té‘e
(figura 8). El extremo carboxilo del Pit-1 es el encargado de la unión de la proteína al e
ADN mientras que la región amino-terminal es la responsable de la activación de la ‘e

e
transcripción.

Como ya se ha comentado, el Pit-1 es el mediador tanto de la estimulación de ‘e

la síntesis de GH por GHRH (Ruvkun 1992> como de la proliferación de las células té
‘e

somatotropas inducida por dicho péptido (Castrillo y cols 1991). Asimismo, también

parece que el Pit-1 desempeña una función determinante en la diferenciación celular ‘e
‘e

durante el desarrollo de los tipos celulares de la hipófisis anterior (Dolle y cols 1990) y
en la estimulación de la expresión del gen del receptor de GHRH (Lin y coís 1992).

Recientemente se ha descrito una variante de Pit-1, denominada Pit-2, e)
té

producido por procesamiento alternativo del gen del Pit-1. Esta nueva proteína
también se une al ADN en los mismos sitios que el Pit-1, aunque parece tener distinta e
actividad sobre la transcripción del gen de la GH (Vila y cols 1993>. ‘e

e
e
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e
• 4.7.2. Hormonas y otras sustancias relacionadas.
• * Hormonas tiroideas.
e

Gran parte de los efectos de las hormonas tiroideas (T3 y T4) sobre el
• crecimiento parecen realizarse controlando la producción de GH en la hipófisis

• anterior.e
En la rata, la T3 y la T4 inducen la expresión del gen de la rGH (Yaffe y

• Samuels 1984) a través de la unión del receptor de las hormonas tiroideas (TR) a un

elemento de respuesta a dichas hormonas (TRE> existente en el promotor (figura 8>.e
• También se ha localizado un TRE adicional en el tercer intrón del gen de la GH (Sap

y cols 1990). Además, las hormonas tiroideas y el Pit-1 activan sinérgicamente el
e
• promotor del gen de la rGH (Schaufele y cols 1992).

• Respecto a la intervención de la T3 y la T4 en la transcripción del gen de la

hGH, los datos son confusos y contradictorios. Todavía no se ha localizado lae
secuencia de los TREs en el promotor del gen de la GH humana (Isaacs y cols 1987,

• Morin y cols 1990>.
e
e
• * Olucocortícoides.
• Los glucocorticoides (GC) ejercen un control positivo sobre la expresión del
e
• gen de la GH tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional (Spindler y cols

• 1982). En estudios in vitro con células adenohipofisarias de rata y humanos se ha
visto que los GC incrementan los niveles de ARNm de rGH y hGH, a través de lae

• unión del complejo GC-receptor a los elementos de respuesta a dichos esteroides

• (GCREs) presentes en el promotor. En el promotor de hGH se ha demostrado la

existencia de dos GCREs, uno en la zona del promotor y otro en el primer intrón,e
• mientras que en la rGH parece existir únicamente el del promotor (Síater y cols 1985,

• Treacy y cols 1991) (figura 8>.e
e
• * Activina.
e

La activina producida en las células gonadotropas hipofisarias controla de
• forma paracrina la síntesis de GH. Aunque los mecanismos de transducción de la

• señal de la activina no estan todavía completamente definidos, parece que no actúae
de forma directa uniéndose al promotor de rGH, sino que inhibe la actividad de la

• adenilato ciclasa, provocando el descenso de la producción somatotropa de Pit-1

(Struthers y cols 1992). La activina puede actuar sinérgicamente con la SS inhibiendoe
• la expresión de la rGH a nivel de la adenilato ciclasa (Tasaka y cols 1992).

e
e
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* IGF-I e Insulina.
Tanto la IGF-l como la insulina disminuyen los niveles de ARNm tanto de la ‘e

hGH (Yamashita y cols 1986, Prager y Melmed 1988> como de la rGH (Melmed y cols
té

1985, Yamashita y Melmed 1987). Aunque hay datos que sugieren un efecto directo e
de estas hormonas sobre la transcripción del gen, también podrían actuar ‘e

e
indirectamente activando factores represores o disminuyendo la estabilidad del

ARNm de la GH. Aún no se ha determinado la secuencia de nucleótidos implicada en ‘e

la acción de la IGF-l y la insulina a nivel transcripcional. ‘eté
‘e

* Acido retinoico. ‘e
El ácido retinoico, metabolito activo de la vitamina A, interviene en el ‘e

té
crecimiento y desarrollo celulares. En la rata actua tanto de forma independiente ‘e

como sinérgica con la T3 y los GC, aumentando la expresión del gen de la rGH, a ‘e
té

través de la unión del receptor del ácido retinoico (RAR) al TRE (Umesono y cols

1988) (figura 8). Recientemente, se ha identificado un sitio específico de unión del e
ácido retinoico al promotor del Pit-1 en la rata (Rhodesy cols 1993). ‘e

e
Aunque se ha demostrado in vivo un papel facilitador del ácido retinoico sobre

la secreción de GH en el hombre (Evain-Brion y cols 1994), su mecanismo todavía es ‘e

poco conocido. No obstante, datos recientes parecen indicar que actua junto con la tée
vitamina D (Alonso-Sampedro 1997) (figura 8). ‘e

e
e

* Vitamina D. ‘e
Aunque la vitamina D no modifica la expresión del gen de la rGH, diferentes té

estudios indican que inhibe la respuesta mediada por las hormonas tiroideas y el ‘e‘e
ácido retinoico. Esta acción parece estar mediada por la unión del receptor de la ‘e

vitamina D (VDR) al TRE, impidiendo la unión a éste del receptor de las hormonas ‘e
e

tiroideas y del receptor del ácido retinoico (García-Villalba y cols 1996) (figura 8).

Existen muy pocos datos en la literatura acerca de la acción que realiza la ‘e

vitamina D sobre la transcripción del gen de la hGH. No obstante, trabajos muy ‘e
‘e

recientes indican la posibilidad de que el receptor de la vitamina D se una al promotor ‘e

de la hGH en dos sitios: una primera zona muy cercana a la Caja TATA y en la que ‘e

actuaría en solitario inhibiendo la transcripción de la hGH, y una segunda región en la ‘e
e

que el receptor de la vitamina D intervendría junto con el receptor del ácido retinoico, ‘e

cooperando con el Pit-1 en la activación de la transcripción (Alonso-Sampedro 1997) ‘e
‘e(figura 8>. ‘e

‘e
‘e
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4.7.3. Factores ubicuos.

• Aparte de los elementos reguladores de la transcripción del gen de la GH que

acabamos de ver, también se ha demostrado la intervención en este proceso de otros

• factores de transcripción presentes en todas las células (figura 8).

• En la región promotora del gen de la hGH existen también sitios de unión para

el factor de transcripción Spl, el factor estimulador upstream (USF>, el factor

• nuclear-1 (NF-1) y la proteína activadora-2 (AP-2) (Theill y ¡<arin 1993).

• En lo que respecta a la rGH, también se han localizado regiones dentro del

• promotor a las que se une Spl, además del factor GHF-3 y la proteína Zn-15

• (Schaufele y cols 1990, Lipkin y cols 1993). Además, en el promotor de la GH de la

rata existe un elemento silenciador que suprimiría la expresión del gen en aquellos

• tipos celulares en los que no se produce síntesis de GH (Pan y cols 1990). Aunque el
• factor que se une a esta secuencia no ha sido todavía caracterizado, parece que se

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

4.7.4. Modelo de control de la transcripción del gen de la OH.

Una vez vistos los factores que intervienen en la transcripción de la GH, se ha

• propuesto un modelo en el que todos los elementos reguladores actuarían de forma

secuencial y coordinada para dar lugar a los niveles de GH que existen normalmente

• en las células somatotropas (Theill y ¡<arin 1993).

• En primer lugar, tanto los factores de transcripción ubicuos NF-1, USF y Spl

como las hormonas tiroideas, tos GC y el ácido retinoico permitirían el acceso del

• Pit-1 al ADN actuando sobre el reordenamiento de la cromatina. Una vez unido el

• Pit-1, se producirían toda una serie de cambios conformacionales en el ADN, lo que

haría posible la unión del complejo de transcripción de la ARN polimerasa a la caja

• TATA comenzando así la transcripción de la GH.

Según esto parece que el Pit-1, más que actuar como factor dominante de la

• transcripción de la GH, activa e interviene en la especificidad de dicho proceso,
• además de ser el responsable de la expresión basal de la GH. Aunque el Pit-1 es

necesario para la transcripción eficaz del gen de la OH, para que se obtengan lose
• niveles normales de expresión de esta hormona en la hipófisis también se requiere la

• intervención del resto de los elementos reguladores (Schaufele y cols 1992).
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4.8. CONTROL DE LA SECRECIÓN DE OH. u,
Aunque, como veremos a continuación, hay toda una serie de factores que e

pueden alterar y modular en cada momento la tasa de liberación hipofisaria de GH, el té
control primario de esta secreción parece establecerse en estructuras

extrahipotalámicas. De acuerdo con esto, existiría un marcapasos central e)

determinante de la puesta en marcha del ritmo basal de secreción alternante de ‘ee
GHRH y SS, y que llevaría al patrón de secreción espontánea de la GH (Devesa y ‘e

cols 1989).
té

La GHRH y la SS son los principales reguladores de la liberación de GH desde

las células somatotropas y constituyen la vía a través de la cual actuan diversos té

neurotransmisores, neuropéptidos, hormonas y factores metabólicos implicados en el
té

control de la secreción de GH. No obstante, estos elementos pueden actuar ‘e

directamente sobre la hipófisis. e
‘e
e

4.8.1. Neurotransmisores. té
* Vias adrenérgicas. ‘e

e
Las vias adrenérgicas tienen un doble papel sobre la secreción de GH, ya que ‘e

estimulan o inhiben dicho proceso actuando a través de diferentes receptores. té

La secreción de GH es estimulada por agonistas ctradrenérgicos como la ‘ee
clonidina, mediante la activación de la secreción de GHRH (Kabayama y cols 1986), e
supresión de la liberación de SS (Lima y cols 1993b>, y posiblemente también a ‘e

e
través de la serotonina (Aulakh y cols 1992) (figura 9). Por otro lado, los agonista u,

adrenérgicos a1 y 132 inhiben la secreción de GH a través de su acción positiva sobre té
té

la liberación de SS (Krieg y cols 1986, Bluet-Pajot y cols 1993) (figura 9).
En cualquier caso, en condiciones fisiológicas el predominio corresponde a la ‘e

via ctradrenérgica, que parece no ser sólamente el mediador de estímulos
‘e

liberadores de GH, sino que también esta implicada en la generación de la secreción

episódica de la hormona. té
té
té
‘e
‘e
‘e
‘e
‘e
‘e
e
‘e
e
e
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• * Dopamina.

• El papel de las vías dopaminérgicas en el control de la secreción de GH es

muy complejo y contradictorio, ya que se han descrito acciones tanto estimuladoras

• como inhibidoras de la actividad somatotropa.

• En primer lugar, se ha postulado que la dopamina tiene un papel positivo

sobre la GH gracias a la inhibición de la liberación de SS, actuando sobre las

• terminaciones SS-érgicas de la eminencia media (Vance y cols 1987) o directamente

en las regiones hipotalámicas productoras de este péptido (figura 9>.

• Por otro lado, diversos estudios indican que la dopamina activa la secreción

• de SS, lo que se traduciría en una disminución de la liberación de GH en la hipófisis.
Aunque no puede descartarse que ésta sea una acción directa sobre las neuronas

• SS-érgicas (¡<itajima y cols 1989>, los datos de Arce y cols (1991) sugieren que la

• dopamina actua de forma indirecta sobre la secreción de SS modulando

• negativamente la disponibilidad de noradrenalina (figura 9).

• Por lo tanto, la dopamina tendría un papel principalmente modulador de la

secreción de GH y dependiente del estatus funcional de las vías implicadas en el

• control primario de este proceso.

* Vias colinérgicas.

• La acetilcolina, actuando sobre receptores muscarínicos, estimula la secreción

de GH. Se ha propuesto que este sistema sirva como vía final común para toda una

• serie de estímulos que inducen secreción de GH como el sueño, el ejercicio o la

• arginina.

Esta acción de la acetilcolina parece realizarse modulando positivamente las

• vías aradrenérgicas, lo que conduciría a una disminución de la liberación de SS,

(Devesa y cols 1991a). Esta acción también podría ser llevada a cabo de forma

• directa sobre las neuronas productoras de SS (figura 9).

e
* Serotonina.

• Aunque el papel que cumple la serotonina en la regulación de la secreción de

GH esta muy poco claro, datos obtenidos en ratas describen un papel activador de

dicho proceso a través de la estimulación de la liberación de GHRH (Murakami y cols

• 1986) (figura 9>.

e
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* GABA. ‘e
El mecanismo de acción del ácido gamma-aminobutírico (GABA) en el control té

de GH está poco claro. La administración aguda de GABA en el hombre estimula la ‘e
té

secreción de GH a expensas del bloqueo del vertido de SS a la circulación portal. Sin e
embargo, el tratamiento crónico con agonistas de este neurotransmisor suprime la ‘e

té
respuesta de GH a insulina o arginina (Llorens-Cortes y cols 1992). Como

consecuencia de estas discrepancias, se ha postulado que el efecto del GABA sobre

la GH no sea más que una acción indirecta dependiente del tono dopaminérgico ‘e
central. e

té

4.8.2. Neuropéptidos. e
* PACAP. té

El PACAl’ (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide) es un té
té

polipéptido de 38 aminoácidos que se aisló inicialmente en el hipotálamo del cordero

y luego se demostró su presencia también en el del hombre (Vigh y cols 1991). Se té

han localizado receptores específicos para este péptido en las células somatotropas, té
en las que produce liberación de GH por un mecanismo mediado por AMPc (Goth y

cols 1992) (figura 9). A pesar de esto, todavía no se ha encontrado un papel té

fisiológico para este péptido en relación con la secreción de GH. e
té

* Péptidos opioides. e
La administración de opioides o derivados produce una brusca liberación de

GH. Este proceso es inhibido, en la rata, por anticuerpos anti-GHRH, lo que indica té
e)que el mecanismo de acción puede ser a través de la liberación de dicho péptido

hipotalámico (Wehrenberg y cols 1985). Por otro lado, los datos de Delitalia y cols e
(1989) sugieren que, en el hombre, este efecto de los péptidos opioides podría estar tée
mediado por la inhibición de la secreción de SS (figura 9).

En cualquier caso, no parece que los opioides participen en los mecanismos té

básicos de control de GH, aunque si es probable que sean los responsables de la
e

liberación de la hormona asociada al estrés o al dolor.
‘e
e)
e
e)
e
‘e
e
e
e
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• * Galanina.

• La galanina es un neuropéptido que se encuentra en altas concentraciones en

el hipotálamo y produce liberación de GH en el hombre y en la rata. Las vías

• mediadoras de esta acción podrían ser tanto la estimulación de la secreción de

• GHRH (Merchenthaler y cols 1993) como la inhibición de la liberación de SS (Davis y

cols 1987> (figura 9).

* Citoquinas.

• Diversas citoquinas parecen intervenir en la modulación de la secreción de

• GH, actuando tanto en el hipotálamo como en la hipófisis.

• La interleuquina-1j3 (IL-1f3) aumenta los niveles de ARNm de SS y estimula la

• liberación de este péptido a la circulación portal, produciendo así la atenuación de la

• pulsatilidad de GH (Lumpkin y Hartmann 1989). El factor de necrosis tumoral-ct

• (TNF-ct) tambien actua a nivel hipofisario influyendo de forma negativa tanto sobre la

secreción basal de GH como sobre la estimulada por GHRH (Gaillard y cols 1990). La

• interleuquina-6 (IL-6> estimula la secreción de GH en cultivos de células hipofisarias,

por lo que podría funcionar como un factor liberador intrahipofisario de ésta hormona

• (Spangelo y cols 1990).

* Otros péptidos.

• Varios péptidos presentes tanto en el aparato digestivo como en el cerebro

• parecen estimular la secreción de GH (Rivier y cols 1977). Entre estos se encuentra

la sustancia P, el péptido intestinal vasoactivo, la motilina, la neurotensina y la

• colecistoquinina (Matsumura y cols 1984>. No obstante, parece bastante improbíable

que estos péptidos jueguen un papel fisiológico en el control de la liberación de GH.

De la misma forma, aunque diferentes péptidos hipotalámicos liberadores de

• hormonas hipofisarias (TRW, CRH, LHRH) no intervienen en la secreción de GH en

condiciones normales, si parece que pueden influir sobre el eje somatotropo ene
• situaciones patológicas como la acromegalia, la depresión o la anorexia nerviosa

• (Maeda y Frohman 1980, Harvey 1990).

e

e

e
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4.8.3. Hormonas. u,
* Hormonas tiroideas. O

Aparte del ya comentado efecto de las hormonas tiroideas sobre la
té

transcripción del gen de la GH, estas hormonas intervienen en la liberación de GH e
actuando a nivel hipotalámico e hipofisario. ‘e

e)
Las hormonas tiroideas parecen influir sobre la síntesis de GHRH puesto que

la carencia de éstas provoca un descenso de la síntesis del citado péptido ‘e

hipotalámico (Katakami y cols 1986b>, lo que conduce a una disminución en la ‘e
‘e

producción somatotropa de GH. Además, también facilitan la unión de la GHRH a sus

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

e. Olucocorticoides. e
Estos esteroides aumentan la transcripción tanto del gen de la GH como la del

u
gen del receptor de la GHRH (Seifert y cols 1985) (figura 9). Esta acción facilitadora

de los GC sobre la secreción de GH ocurre tras ser administrados de forma aguda. té

Sin embargo, tras el tratamiento de forma crónica se observa el efecto contrario, esto e)
té

es, un descenso de los niveles circulantes de GH, posiblemente como consecuencia u,

del aumento en la liberación hipotalámica de SS a través de la estimulación de las té

vías l3radrenérgicas (Lima y cols 1 993a) (figura 9). té
té
té

* Esteroides sexuales. tété
La secreción espontánea de GH presenta un claro dimorfismo sexual tanto en ‘e

el hombre como en la rata, que se manifiesta a partir de la pubertad (Tannenbaum y té
téMartin 1976, Rose y cols 1991>. Así, en el varón y en la rata macho, la secreción

ultradiana de GH muestra episodios de brusca liberación entre 4 y 8 veces cada 24 h, e
mientras que en las mujeres y en la rata hembra los picos secretores de GH aparecen

e)
a intervalos más frecuentes y presentan menor amplitud, aunque los niveles basales

entre dos picos consecutivos son más altos. té

Este dimorfismo sexual parece ser el resultado de la acción de los esteroides té
té

sexuales en los períodos neonatal y adulto (Chowen y cols 1993). El estradiol reduce

los niveles de GHRH en el hipotálamo y tiene una acción inhibitoria sobre la SS, que ‘e
té

puede estar mediada por las vías ctradrenérgicas. Por su parte, la testosterona activa u,

la liberación de SS e incrementa los niveles del ARNm de GHRH (Chowen y coís ‘e

1989, Devesa y cols 1991b) (figura 9). Así, en el macho, un tono somatostatinérgico *
elevado, unos niveles hipotalámicos de GHRH altos y la presencia de testosterona

e
e
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• que potencie la síntesis hipolisaria de GH se traducen en unos pulsos de GH de

• elevada amplitud separados por perídos en los que la GH circulante esta muy baja.

Mientras tanto en la hembra, en la que la concentración de GHRH en el hipotálamo

• es menor que en el macho y donde la SS tiene también menor efecto que en éste, los

• picos de GH son frecuentes pero de baja amplitud.

La existencia de este dimorfismo sexual en la secreción de GH parece tener

• implicaciones funcionales (Jansson y cois 1985b) que va desde el crecimiento

somático hasta la inducción enzimática en el hígado o el metabolismo lipídico. En la

• rata macho, la aparición de picos de GH de gran amplitud separados por valles,

• consigue un mayor efecto sobre el crecimiento que la presencia más continuada de

GH en los tejidos diana, tal y como ocurre en la rata hembra.

• 4.8.4. Factores metabólicos.
* Olucosa.

• La hiperglucemia conduce a la inhibición de la secreción de GH, mientras que

el descenso de la glucemia produce la rápida liberación de esta hormona. Ambos

• efectos parecen estar mediados por cambios en la secreción de SS de tal forma que

• la hiperglucemia estimula y la hipoglucemia, a través de las vías ctradrenérgicas,
e

inhibe la liberación de dicho péptido hipotalámico (Devesa y cols 1991 a). No obstante

• también se ha postulado la intervención de la GHRH en los cambios en la secreción

de GH inducidos por la glucosa (figura 9).

e
• * Acidos grasos libres.
e

De forma similar a lo ocurrido con la glucosa, el aumento de los niveles
• plasmáticos de FFA inhibe la liberación de GH y su disminución la estimula. Aunque

inicialmente se aceptaba que estos efectos se realizaban únicamente a través de la

• SS, también se ha sugerido un efecto negativo directo de estos metabolitos a nivel de

• las células somatotropas, modificando las propiedades de la membrana plasmática
e

(Casanueva y cols 1987) (figura 9>.

• * Aminoácidos.

• Aunque no todos los aminoácidos intervienen en el control de GH, algunos

• como la arginina o la omitina son estimuladores potentes de su secreción. El
e

mecanismo implicado en esta acción parece ser la inhibición de la liberación

• hipotalámica de SS (Alba-Roth y cols 1988) (figura 9).
e
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Figura 9. Control de la secreción de CH por neurotransmisores, neuropéptidos, hormonas y señales
metabólicas.

4.45. Mecanismos de retroalimentación.
Además de los efectos propios de los neurotransmisores, los neuropéptidos,

las hormonas y las señales metabólicas sobre la liberación de GHRH y SS, la

secreción de GH se encuentra regulada por sistemas de retroalimentación

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

* Retroalimentacián de asa larga.

La IGF-l circulante, actuando tanto sobre el hipotálamo como sobre la

hipófisis, es capaz de inhibir la secreción de GH. En el hipotálamo, la IGF-l activa la

liberación de SS (Berelowitz y cols 1981) e inhibe la de GHRH (Múller 1987>. También

se ha descrito una acción negativa de IGF-I sobre la síntesis de GHRH (Uchiyama y

cols 1994) (figura 10). Por otro lado, en la hipófisis además de provocar la

disminución de los niveles del ARNm de GH, la IGF-l disminuye la liberación de GH

tanto basal como estimulada por GHRH (Ceda y cols 1987> (figura 10).

Datos recientes indican que la IGF-l regula negativamente la secreción de GH

actuando principalmente en la hipófisis (Minami y cols 1997).
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* Retroalimentación de asa corta.

• La administración de GH inhibe el efecto estimulante de la GHRH sobre la

liberación de GH en sujetos tanto normales como deficientes en esta hormonae
• (Hanew y cols 1988>. En la rata macho consciente se ha observado que, tras

• infusiones intravenosas de GH, los pulsos endógenos desaparecen durante un pendo

aproximado de 3 h (Canlsson y Jansson 1990). Estos efectos podrían deberse a la

• estimulación de la liberación de SS (Chihara y cols 1981, Minami y cols 1997) e

• inhibición de la secreción de GHRH (Clark y cols 1988b) (figura 10>. Además, la GH
e

estimula la expresión del gen de la SS (Pellegrini y cols 1997, Rogers y cols 1988) e

• inhibe la del gen de la GHRH (Uchiyama y cols 1994).

No obstante, tal y como proponen diversos autores estas acciones de la GH a

• nivel hipotalámico podrían ser realizadas directamente por dicha hormona hipofisaria

• y/o también mediante la IGF-l producida localmente en el hipotálamo (Sato y
e

Frohman 1993, Becker y cols 1995) cuya síntesis estaría reguladapor la propia GH

• tal y como sucede en otros tejidos (Hynes y cols 1987, Wood y cols 1991).

• Aunque se ha detectado ARNm para el receptor de GH en la hipófisis (Fraser
e
• y cols 1991, Hulí y cols 1993), esta hormona no parece actuar directamente sobre las

• células somatotropas (Richman y cols 1981, Goodyery cols 1984).
e
• * Retroalimentación de asa ultracorta.

• Además de su mutuo antagonismo sobre la célula somatotropa, varias
e

evidencias morfológicas y funcionales sugieren una estrecha interacción entre GHRH

• y SS a nivel hipotalámico para regular la secreción episódica de GH (Liposits y cols
e

1988, Tannenbaum y cols 1990, Slama y cols 1993).
• Mediante estudios in vivo e in vitro se ha demostrado que la GHRH activa la

• secreción de SS (Aguila y McCann 1988, Katakami y cols 1986a) (figura 10). Sin

embargo, el signo del efecto de la SS sobre la secreción de GHRH no esta claro. La

• secreción de GH inducida por la administración i.c.v. de SS parece estar mediada por

• la GHRH ya que este efecto se anula con la inmunización pasiva contra GHRH
e
• (Murakami y cols 1987), lo que apoyaría una acción positiva de la SS sobre la GHRH.

• Por el contrario, tanto el trabajo de Plotsky y Vale (1985) en el que se describe el

aumento de los niveles de GHRH en sangre portal hipofasaria después de lae
• inmunización pasiva anti-SS por vía i.c.v., como los de otros autores (Katakami y cols

• 1988, Miki y cols 1988) parecen indicar que la SS inhibe la secreción de GHRH
e

(figura 10).

e
e
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Por otro lado, existen evidencias neuroanatómicas que demuestran la

existencia de axones neuronales de GHRH en contacto directo con dendritas de

neuronas GHRH-érgicas (Horvath y Palkovits 1988), lo que sugiere la existencia de

un mecanismo de autorregulación de su propia liberación (figura 10>. En relación con

esto, la inyección i.c.v. de GHRH disminuye la secreción de GH a través de la

inhibición de su propia liberación (Lumpkin y cols 1985). También podría existir un

mecanismo de autorregulación negativa similar para la SS (Peterfreund y Vale 1984,

Richardson y Twente 1986) (figura 10).

o o

Figura 10. Mecanismos de retroalimentación de asa larga (‘.), asa corta < — ~ ) y asa ultracorta

(t.
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e
e

5. SOMATOMEDINAS.
• Los primeros datos acerca de la existencia de las somatomedinas

• correspondieron a los estudios de Salmon y Daughaday en 1957. Estos autores veían

• como el efecto positivo de la GH sobre el crecimiento del cartílago in vivo ocurría a
e través de un factor presente en el plasma de animales normales, que denominaron

• factor de sulfatación puesto que en su experimento dicha molécula estimulaba la

• incorporación de sulfato radiactivo a la matriz extracelular ósea. Más tarde se vió que

estos factores también intervenían en diferentes actividades metabólicas, y pasaron a

• llamarse somatomedinas (Daughaday y cols 1972), haciendo referencia a su acción

mediadora del crecimiento somático.e
• Actualmente, a estas somatomedinas se les conoce con el nombre de

• Factores de crecimiento similares a la insulina o IGFs (Rinderknecht y Humbel 1978),
e para resaltar sus similitudes con la insulina y su papel en el crecimiento.

• 5.1. BOSÍNTESIS Y ESTRUCTURA QUIMICA.e
Existen dos tipos de IGFs: la IGF-l y la IGF-ll, con una secuencia de

• aminoácidos muy parecida a la de la proinsulina. La IGF-I humana es una cadena

polipeptídica de 70 aminoácidos, de carácter básico y de 7.6 ¡<Da (figura 11). Lae
• IGF-ll tiene 67 aminoácidos, 7.4 ¡<Da de peso molecular y es ligeramente ácida.

• Ambas IGFs estan presentes en prácticamente todas las especies de

mamíferos y aves, con una secuencia muy conservada. La IGF-l también esta

• presente en anfibios (Xenopus) y peces teleósteos (salmón) (Rotwein 1991).

e

• Hombre GPEELcGAELvDALQFVcGDRGFYFNKPTGYGSSSRRAPQT

• GI y OEccFRScDLRRLEMYcAPLKPAKSA

e
• Rata GPEELcGAELVDALQFVcGPRGFYFNKPTGYGSS IRRAPQT

GI V DEccFRScDLRRLEMYcAPLKPTKSAe
e
• Figura 11. Secuenda de aminoácidos de la IGF-I en el hombre yen la rata. En negrita estan seflalados los

aminoácidos que son diferentes de la secuenda de la IGF-t humana. Nomenclatura: A-Ala C-Cys D-Asp
• E-Glu F-Phe G-Gly H-His 1-Ile K-Lys L-Leu M-Met N-Asn P- Pro Q-Gln R-Arg 5-Ser T-Tbr y-Val Y-Tyr.

El gen de la IGF-l en la rata y en el hombre ocupa 90 Kb y consta de 5 exones

• separados por 4 intrones, de los cuales sólo codifican la proteína madura los exones

• 2 y 3. El gen de la IGF-l en humanos esta en el cromosoma 12, y su transcripción y
e
• posterior procesamiento origina dos tipos de ARNm como consecuencia de la
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transcripción de diferentes exones (Rotwein y cols 1986). En la rata, el procesamiento u,
del transcrito primario del gen de IGF-l es más complejo que en humanos, lo que u,

conduce a la aparición de varias moléculas de ARNm distintas (Shimatsu y Rotwein ‘e
té

1987>. u,

El gen de IGE-lí en humanos ocupa 30 Kb y esta situado en el cromosoma 11, té

junto a los genes de la insulina y de la tirosina hidroxilasa (Belí y cols 1985). Consta tée)
de 8 exones, de los que únicamente el 6, el 7 y el 8 codifican para la proteína u,

madura; el resto forman parte del péptido señal. En la rata, el gen de IGF-ll esta té
e

formado por 6 exones de los que el 4, el 5 y el 6 codifican el péptido maduro.
té

5.2. LOCALIZACIÓN. ‘e
e)

Las IGFs se encuentran presentes en la mayoría de los fluidos corporales, u,

como el plasma, la linfa, la orina, la saliva y los líquidos cefalorraquideo, ovárico y *
seminal. La principal fuente de estas IGFs es el hígado (Hintz 1984), aunque también

té
se ha demostrado producción de IGFs en otros tejidos como los órganos u,

reproductores y el cartílago y en diferentes zonas del sistema nervioso central, como té
té

los plexos coroideos. En estos tejidos, las IGFs podrían regular localmente el

crecimiento, según lo cual la GH coordinaría la respuesta de crecimiento en los u,

diferentes tejidos del organismo mediante el control de la producción local de IGFs. ‘e
u,

Las IGFs no se almacenan en las células en forma de gránulos de secreción,

sino que son sintetizadas «sobre demanda”. En estudios in vitro se ha observado té

cómo estas hormonas son rápidamente sintetizadas en el hígado e inmediatamente té‘e
secretadas al medio (Schwandery cols 1983>. u,

té
5.3. PROTEÍNAS TRANSPORTADORAS. té

té
Como decíamos anteriormente, las somatomedinas se encuentran en casi ‘e

todos los fluidos biológicos y en su mayoría van unidas a unas proteínas
té

transportadoras denominadas IGFBPs (lnsulin-Like Growth Factor Binding Proteins), e
por lo que también éstas estan presentes sobre todo en plasma, aunque también se té

té
han encontrado en los líquidos cefalorraquideo, amniótico y en la orina (Westwood y
cols 1994). Su producción corre a cargo de muy diversos órganos, como el hígado, ‘e

riñón, ovario, hueso, placenta y músculo (Bach y cols 1995, Oh y cols 1996). También ‘e

son sintetizadas en el sistema nervioso central (Tseng y cols 1989).
té

Las IGFBPs constituyen una familia de 7 proteínas con la propiedad común de u,

unir IGF-l e IGF-ll. De todas ellas la más importante, tanto cuantitativa como *
‘e

cualitativamente, es la IGFBP-3 y además es la más directamente relacionada con el u,

e)
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• eje somatotropo. Constituye el 75 % del total de IGFBPs presentes en plasma y

• transporta del 70 al 90 % de todas las IGFs circulantes. La cantidad de IGFs libres es

• inferior al 1 % (Gourmelen y cols 1989).

• El transporte de las IGFs en plasma se hace mediante un complejo temario

• de 150 KDa en el que se incluyen IGFBP-3, IGF-l o II y una proteína ácido lábil (ALS).

Este complejo es estable a pH neutro, mientras que a pH ácido las IGFs se liberan

• del mismo. Una vez que IGFBP-3 se une a la IGF, sufre un cambio conformacional

que le permite reaccionar con la ALS. Cuando las IGFs se encuentran formando este

• complejo, no pueden unirse a sus receptores, ya que la proteína transportadora

• oculta el dominio de unión de la IGF al receptor.

• El proceso de liberación de las IGFs de su proteínas transportadoras es

• dependiente de la acción de proteasas (Lee y Rechler 1996) sobre las proteínas

• transportadoras, produciéndose una disminución de la afinidad de la proteína
e transportadora por la IGF.

• Las IGFBPs, además de transportar las IGFs en plasma, constituyen una

• reserva circulante de éstas, regulan su tasa de aclaramiento renal aumentando su

vida media y modulan las acciones de las IGFs mediante el control de la accesibilidad

• de estas hormonas a sus receptores en los órganos diana. También actuan de forma

• directa e independiente de las IGFs sobre el proceso de próliferación celular,

• inhibiéndolo como en el caso de la IGFBP-3 (KelIey y cols 1996) o activándolo como

• IGFBP-5 (Mohan y cols 1995).

Los niveles circulantes de las IGFBPs dependen de numerosos factores comoe
• la edad, el estado nutricional y diferentes hormonas como la GH, las IGFs, la insulina,

• los esteroides sexuales y los GC (Powell y cols 1991, Crawford y Handelsman 1996).
e

El principal regulador de la IGFBP-3 es la GH. Sus niveles aumentan en la

• acromegalia y disminuyen en los déficits de GH (Baxtery Martin 1986). Los niveles de

IGFBP-3 en ratas son dependientes de IGF-l (Spagnoli y Rosenfeld 1996).

e
• 6.4. RECEPTORES Y MECANISMOS DE ACCIÓN.
e

Se han descrito 2 tipos de receptores para las somatomedinas que unen

• IGF-l, IGF-ll e insulina, aunque con distinta afinidad. El receptor de tipo 1 tiene alta

• afinidad por IGF-I, algo menos por IGF-ll e interacciona, aunque débilmente, con lae
insulina. Por el contrario el principal ligando del receptor de tipo II es la IGF-ll, también

• se une a IGF-l pero con mucha menos afinidad y no interacciona con la insulina.
e
e
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5.4.1. Receptor de tipo 1. *‘e
El receptor de tipo 1 guarda gran homología tanto estructural como en la e

secuencia de aminoácidos con el receptor de la insulina. Esta compuesto por cuatro
e

subunidades, dos subunidades a y dos subunidades 13, formando dos heterodímeros u,

idénticos. Cada dímero esta constituido por una subunidad a unida a una subunidad e)
‘e

¡3 mediante puentes disulfuro. Este mismo tipo de interacción es la que une a los dos u,

dímeros entre sí, a través de las subunidades a. e)
téLa subunidad a es extracelular y contiene la zona de unión del ligando. La

subunidad 13 esta compuesta por un dominio extracelular, un segmento té

transmembrana, y una larga región intracitoplásmica en la que se encuentran el
té

dominio con actividad tirosina quinasa y las tirosinas para fosforilación (Leroith y cols e)

1995). *
té

La unión del ligando a la subunidad a produce un cambio conformacional en la ‘e
subunidad 13, activándose el dominio tirosina quinasa lo que conduce a la té

autofosforilación del receptor y de otras muchas proteínas. La autofosforilación del
e)

receptor se lleva a cabo de tal forma que las subunidades 13 se fosforilan u,

recíprocamente (Frattali y Pessin 1993). e)
Entre las proteínas fosforiladas por el receptor de tipo 1 esta la proteína IRS-1, u,

también mediadora de la acción de la GH, como vimos anteriormente. La activación té
e

de la proteína IRS-1 conduce a la activación de una proteína quinasa MAP, que
fosforila a determinados factores de transcripción implicados en los procesos de u,

crecimiento y diferenciación celulares, y a la fosforilación de la fosfatidilinositol 3- té
téquinasa que interviene en el transporte de glucosa y en procesos mitogénicos u,

(Leroith y cols 1995). *
e
e

5.4.2. Receptor de tipo II. u,
El receptor de tipo II es una única cadena polipeptídica. La región extracelular té

del receptor esta compuesta por la repetición de 15 segmentos homólogos, y ‘e
u,

contiene las secuencias de unión de las IGFs y de proteínas con moléculas de u,

manosa 6-fosfato, como varias enzimas lisosomales, la tiroglobulina y el precursor del té

factor de crecimiento transformante-131. e‘e
El segmento intracitoplásmico del receptor de tipo II contiene las secuencias e)

que regulan el movimiento de proteínas a través de la membrana celular, la
té

endocitosis del complejo hormona-receptor y el acoplamiento con proteínas G

té
té
e
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e inhibitorias, que parecen intervenir en la transducción de la señal de la unión de las

• IGFs con el receptor (Nishimoto y cols 1989).

• El receptor de tipo II de las IGFs parecen ser mediador del, efecto que tiene

IGF-ll sobre la síntesis hepática de glucógeno y la síntesis del ADN en fibroblastos de

• ratón (Hari y cols 1987, Kojima y cols 1988).
e
e
• 5.6. ACCIONES BIOLÓGICAS.

• Los efectos que las IGFs tienen sobre las células diana se clasifican, según su
e

latencia de acción, en agudos y crónicos. En cualquiera de los casos, realizan sus

• acciones de forma endocrina, cuando quienes actuan son las IGFs producidas en el

hígado, o de forma autocrinalparacrina si las IGFs que intervienen son sintetizadas

• localmente. Esta última circunstancia es especialmente notable a ñivel del cartílago

• de crecimiento.
e
e
• 5.5.1. Efectos agudos.
• Las acciones agudas o del tipo de la insulina de las somatomedinas consistene
• en el estímulo de la captación y uso de glucosa por los tejidos periféricos, la

• activación de los procesos de síntesis de lípidos, glucógeno y proteínas, y la

estimulación de la glicolisis e inhibición de la lipolisis. Estas acciones sone
• especialmente notorias en el hueso, en el músculo esquelético y en el cardiaco y

• parece que podrían estar mediadas tanto por el propio receptor de IGFs como por el

de insulina (Zapf y cols 1981).

e
• 5.5.2. Efectos crónicos.
e
• * Acciones sobre el crecimiento somático.

• Entre los numerosos efectos crónicos de la IGF-l destaca su acción positiva
e sobre la proliferación y diferenciación de casi todos los tipos celulares entre los que

• destacan los condrocitos, los osteoblastos, las células del músculo liso y del

• esquelético, las células foliculares tiroideas y las células de la granulosa ovárica
e
• (Jones y Clemmons 1995). La consecuencia de estas acciones es la estimulación del
• crecimiento somático, aumentando el peso de ciertos órganos y también la longitud

de los huesos.e
• En el cartílago de crecimiento, la IGF-l actua sobre los condrocitos

• estimulando su proliferación y maduración, además de inducir la síntesis de proteínas
e de la matriz extracelular como el colágeno de tipo 1 (Delany ycols 1994) y los

e
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proteoglicanos. El resultado de estas acciones es un incremento de la velocidad de u,
crecimiento y del espesor de la epífisis tibial. té

En lo que respecta a la IGF-ll, parece intervenir poco en el crecimiento qe
té

somático postnatal (Glasscock y cols 1992), siendo sus acciones de muy importantes u,

durante el desarrollo fetal (Moses y cols 1980). 0
e
u,

it Otras acciones. ‘e

Otra de las características de las IGFs es su capacidad de inhibir la muerte u,
e)

celular, acción que además es complementaria al estímulo de la proliferación celular. e
Este efecto esta muy bien caracterizado en la células hematopoyéticas, los e)

fibroblastos, y los oligodendrocitos (Rodriguez-Tarduchy y cols 1992, Selí y cols tée
1995>. u,

Las somatomedinas también controlan la secreción de hormonas proteicas en té
u,diferentes tejidos diana como las células de la granulosa ovárica, las células de

Leydig, las células epiteliales del timo y las células foliculares tiroideas (Penhoat y u,

cols 1989, Giudice 1992). Además, la IGF-l inhibe directamente la secreción ‘e
té

hipofisaria de GH, como ya vimos. u,

Aparte de estas acciones sobre la síntesis proteica, la IGF-l también interviene e
en procesos de migración quimiotáctica de linfocitos T y de células endoteliales, y en u,

u,
el reconocimiento celular por el sistema inmunitario (Grant y cols 1987>. u,

té

5.6. CONTROL DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE LAS IGFs. *
5.6.1. IOF-l. té

it Hormonas. ‘e
té

El controlador principal de la producción de IGF-l tanto en hígado como en té

otros tejidos es la GH. La administración de GH en animales de experimentación té
etanto normales como deficientes en GH aumenta los niveles del ARNm de la IGF-l u,

(Mathews y cols 1989). En sujetos deficientes en GH existe una disminución de los e
niveles de IGF-l que rápidamente revierte al administrar GH exógena, mientras que ‘e

e)
individuos acromegálicos presentan unos niveles circulantes de IGF-l sumamente

aumentados. té
No obstante, otras hormonas como los esteroides sexuales, la insulina y las ‘e

e
hormonas tiroideas también estan implicadas en la regulación de los niveles u,

circulantes de IGF-l. El cambio de los niveles circulantes de los esteroides gonadales té
*durante la pubertad puede ser la causa del incremento de los niveles circulantes de u,

e
e
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• IGF-l asociado al estirón puberal. En la diabetes los niveles circulantes de esta

• hormona estan disminuidos (Fagin y cols 1989).

e
• it Estado nutricional.

• El estado nutricional del organismo también juega un papel muy importante en

• la fabricación de IGF-l en el hígado, de tal forma que en situaciones de desnutrición,

• pese a existir una secreción normal de OH, los niveles circulantes de IGF-l estan
e disminuidos. Esta situación se debe a que es necesaria una entrada adecuada de

• calorías y aminoácidos esenciales de la dieta para la biosíntesis hepática de IGF-l.
e
e

it Edad.
• La IGF-l también depende de la etapa del desarrollo en que se encuentre el

individuo. Los niveles plasmáticos de esta hormona son bajos en el pendo fetal y vane
• aumentando tras el nacimiento hasta alcanzar el máximo durante la pubertad,

• momento a partir de la cuál los niveles circulantes de IGF-l van disminuyendo de
e

forma bastante paralela a lo que ocurre con la secreción de OH.

e
5.6.2. IGF-ll.e

• La producción de IGF-ll varía según la etapa del desarrollo en la que se

• encuentre el individuo y además es dependiente de factores específicos del tejido en

el que se sintetiza. Los niveles circulantes y tisulares máximos de IGF-ll se alcanzane
• durante la etapa fetal. Tras el nacimiento, los niveles plasmáticos de IGF-ll

• descienden y no se producen cambios durante la etapa puberal (Widmer y coís
e
• 1983).

• En cuanto a la regulación de la IGF-ll por factores hormonales es muy

diferente a la de IGF-l. La OH parece ser poco importante en este proceso (Hynes ye
• cols 1987> y los datos obtenidos al respecto son contradictorios. Así, los valores de la

• IGF-ll estan disminuidos en el hipopituitarismo pero sin embargo no se aumentan en
e

la acromegalia (Widmer y cols 1983). Otras hormonas como los GC, la hormona
• folículoestimulante (FSH), la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y la gonadotropina

• coriónica también parecen intervenir en la regulación de los niveles de la IGF-lle
• (Daughaday y Rotwein 1989).

e
e
e
e
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6. REGULACIÓN DE LA SECRECIÓN DE GH A LARGO PLAZO.
Numerosos trabajos han mostrado la eficacia de la GHRH administrada

té
exógenamente como estimulante de la liberación de GH, por lo que dicha forma de

tratamiento se ha empleado como alternativa a la administración de GH. La mayoría e)
té

de los estudios se centran en el control de la secreción de GH por GHRH en períodos u,
inferiores a 24 h, mientras que la respuesta hipofisaria a la estimulación prolongada u,

más alía de este tiempo con dicho péptido hipotalámico ha sido poco estudiada hasta ‘e

el momento. u,té
Existen datos que describen la atenuación de la respuesta de GH u,

(desensibilización) tras la estimulación de la hipófisis de forma continua con GI-IRH
u,

durante 24 h, tanto en animales de experimentación (Wehrenberg y cols 1984a y

1986b, Bilezikjian y cols 1986) como en el hombre (Losa y cols 1984, Vance y cols té

1985, Robinson y cols 1992). Esta circunstancia parece deberse al descenso en el
u,

número de receptores para GHRH en la hipófisis, alteraciones en los mecanismos de u,,

transducción de la señal al interior de la célula somatotropa o al vaciamiento
ehipofisario de GH (Wehrenberg y coís 1986, Bilezikjian y cols 1986, Richardson y u,

Twente 1988, Aleppo y cols 1997). e
Se ha observado que la desensibilización de las células somatotropas por e

u,
acción de la GHRH puede ocurrir también tras la administración de este péptido u,

durante largo tiempo (Hulse y cols 1986, Tresguerres y cols 1993, Devesa y té

Tresguerres 1996). Sin embargo, hay datos en la bibliografía que no sólo no
té

describen dicho fenómeno (Sartorio y cols 1986, Dubreuil y cols 1994) sino que u,

demuestran un aumento de la sensibilidad hipofisaria al tratamiento prolongado con
u,GHRH (Jansson y cols 1985a, Dubreuil y cols 1987). Esta discrepancia de resultados u,

depende de la forma de administración del péptido, así como de la dosis empleada e
(Kovacs y cols 1994). 3’‘e

Teniendo en cuenta que el proceso de crecimiento dura vahos meses en la u,

rata y varios años en el hombre, es precisamente la regulación a largo plazo la que té

tiene verdadera importancia en este fenómeno para poder buscar formas de ‘e
e)

tratamiento alternativas a la GH, en los retrasos de crecimiento (Tresguerres y cols ‘e

1993) y la posibilidad de utilizar GHRH sería muy importante si se conociera ‘e

realmente su mecanismo de control a largo plazo. ‘ee
e
e
e
e)
e
e)
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e

Es bien conocido que la GHRH estimula y la SS inhibe la secreción de OH en
• la hipófisis, pero esto es válido fundamentalmente a corto plazo. Siendo el

• crecimiento un proceso que dura meses en el animal de experimentación y años en el
e

hombre, nos interesaba saber como es realmente la regulación deleje somatotropo,

• responsable del control de dicho proceso, a largo plazo.

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

• de esta Tesis Doctoral fueron los siguientes:
e
e
• ® Investigar el régimen de administración de GHRH en la rata macho, tanto

normal como deficiente en OH, que fuera capaz de potenciar o mantener la secrecióne
• normal de GH hipofisaria sin disminuir el contenido glandular de esta hormona.
e

® Al comprobar que la rata macho no parecía ser el modelo experimentale
idóneo para nuestros estudios, nos planteamos estudiar si la rata hembra, normal oe

• deficitaria en GH, se comportaba de distinta forma ante la administración de GHRH.
e
• G Una vez constatado que la rata hembra presenta una mejor respuesta a

nuestros tratamientos con GHRH, y dado que en este animal la SS parece jugar une
• papel preponderante sobre la GHRH en la regulación de la GH, se rMantea estudiar el

• efecto de la administración de SS en combinación con GHRH en ratas hembras
e normales y deficientes en GH.

e
e

® Con objeto de optimizar el modelo animal para nuestras investigaciones,
• intentamos determinar la respuesta al tratamiento con GHRH y ~ de un nuevo

animal de experimentación: el cordero.e
e
• Por otra lado, basándonos en datos de nuestro grupo que mostraban cómoe

diferentes tejidos glandulares son capaces de asumir parcialmente funciones

• hipofisarias cuando estan sometidos a la influencia de hormonas hipotalámicas, nos

planteamos:e
e
• ® Estudiar la síntesis y secreción de GH en tejidos extrahipofisariose
• sometidos a altas concentraciones locales de GHRH.
e
e
e
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• Material y Métodos
e
e
• 1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN.
e

1.1. RATAS.
• Las ratas que se utilizaron en los distintos experimentos que componen esta

• Tesis Doctoral eran de la cepa Wistar y sus progenitores procedian de Interfauna-

Harían. Se mantuvieron en el animalario de la Universidad Complutense de Madrid,

• con licencia n0 28079-15 ABC del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación,
adecuado a las normativas vigentes que rigen el uso de los animales dee

• experimentación. El régimen luminoso fue de 12 h de luz (8:00-20:00> y 12 h de

• oscuridad, la temperatura media de 22±2‘aC y la humedad de 50 ±5%.
e

En los experimentos en los que los animales fueron tratados neonatalmente,

• la homogeneización inicial se hizo el primer o segundo día de vida, dejando 8-10

animales por madre para que todos tuvieran similares posibilidades de crecimiento ye
• desarrollo. Posteriormente las crías se destetaron a los 22 días de vida,

• homogeneizando de nuevo los animales según el peso corporal con 7-8 animales
e por jaula desde los 21 hasta los 30 días de vida, a partir de los cuales se dejaron 4-5

• animales en cada jaula.

Las jaulas eran de policarbonato (Macrolon ®, Panlab, Barcelona); en el casoe
• de los animales adultos las dimensiones de éstas fueron 4&5x21.5x14.5 cm,

• mientras que en el caso de las hembras preñadas o con crías recien nacidas fueron
e

de 22x20x14.5 cm.

• La alimentación de las ratas madres durante el período de cría y de las crías

hasta los 30 días de vida consistió en pienso de cría A-03; a partir de ese momentoe
• se les sumínistró pienso de mantenimiento A-04 (Panlab, Barcelona). En ambos
• casos, tanto la dieta como el agua de bebida se administraron “ad Iibitum”.
e
e
• 1.2. CORDEROS.

En los experimentos 6 y 7 se utilizaron corderos machos de raza Merina, dee
• dos meses de edad. Estos animales fueron mantenidos en condiciones de

• semiestabulación en las instalaciones del Instituto Nacional de Investigaciones
e Agrarias (CIT-INIA, Madrid), bajo condiciones naturales de luz y humedad propias del
• mes de abril y con libre acceso a la comida (Pienso compuesto Visan, Visan

• Industrias Zootécnicas S.A., Madrid) y al agua de bebida.
e
e

e
e
e
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1.3. RATONES. u,
Para el estudio de la regulación de la secreción de GH en tejidos ‘e

u,
extrahipofisarios (experimento 8), se utilizaron ratones hembras normales de la cepa
Ames de 1.5-2 meses de vida, criados en el laboratorio del Dr. Bartke y mantenidos e
en el animalario de la Facultad de Medicina de la Southem Illinois University en qe

eCarbondale (Illinois>.

El fotoperiodo en el que se mantuvieron dichos ratones fue de 12 h de luz y ‘e

12 de oscuridad (6:30-18:30), la temperatura de 22±1 0C y la humedad del 40 %. Se
‘9

colocaron 4-5 ratones por jaula. Las dimensiones de dichas jaulas eran 30x15x15 ‘e

cm. Al igual que las ratas, estos animales tuvieron libre acceso al agua de bebida y la e
comida (Tekland, Harlan Spragle-Dawley Inc., Madison, Wisconsin>. ‘e

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

u,
existentes sobre el manejo de animales de experimentación. ‘e

té

2. MÉTODOS DE SEGUIMIENTO DE LOS ANIMALES. ‘eté
2.1. PESO CORPORAL.

e)
Las ratas se pesaron con una balanza Schoehnle, con un error de 1 g en u,

pesos inferiores a 320 g y de 2 g desde 320 hasta 1000 g. En el caso de los corderos e)

el peso se controló utilizando una balanza Tru-Test AG 500-0.1, versión 3.0. tée
‘e

2.2. MEDIDA DE LA LONOITUD TIBIAL POR MICROKNEMOMETRÍA. ‘e
‘e

La microknemometría es una técnica no invasiva de reciente aplicación que
permite una medida muy exacta de la longitud de la tibia en ratas conscientes. El ‘e
aparato con el que se desarrolló la citada técnica se denomina Microknemómetro, y ‘e

e
ha sido diseñado por el Dr. Hermanussen y fabricado por el Dr. Fahrentholz en Kiel

(Alemania). El error de la medida es de 100 gm (Hermanussen y cols 1995). En ‘e

nuestros estudios se empleó dicha técnica para controlar el crecimiento diario tibial. e
‘e

2.2.1. Características del Microknemómetro.
e)

El microknemómetro es un goniómetro digital conectado a una pantalla
electrónica y compuesto por dos brazos articulados, terminados en unos enganches e
metálicos. Estos enganches tienen forma de anillo, de manera que el superior abarca Ue
la rodilla del animal y el inferior recoje el talón, produciendo una fijación temporal de u,

la tibia durante el tiempo que dura la medida del hueso. Entre los dos brazos del e)
e)
té
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goniómetro se encuentra un muelle que ejerce una presión constante

de la rata de aproximadamente 2.5 Newtons (figura 12).

sobre la pata

Enganches

Figura 12. Esquema del miaoKnemómetroy la pantalla electrónica asociada a éste.

Durante la realización de la medida, en la pantalla electrónica aparecen una

serie de números o unidades arbitrarias según el ángulo de apertura entre los dos

brazos (a), correspondiendo una unidad arbitraria (U) a 0.00330, lo que equivale a

12 pm aproximadamente. Esta equivalencia se estableció tras la calibración del

aparato.

Cuando los brazos del microknemómetro estan sin abrir la distancia entre

ambos es de 2.3 cm y en la pantalla aparece un valor de 10193 U (figura 12). Así,

para el cálculo real de la longitud tibial, al valor que se obtiene en cada medida se le
debe restar el valor inicial, multiplicando este resultado por 12 para que aparezca en

gm, y sumarie la distancia entre los enganches (2300 pm) (fórmula 1).

Lóngitud tibial (jan> =f{Valor unidades arbitrarias — 10193) <12] + 23000

Fórmula 1.
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2.2.2. Procedimiento de medida. u,
La medida de la distancia tibial puede verse influida por la posición del animal té

té
y el ángulo que forman el tobillo, la tibia y el fémur, por lo que nuestro primer objetivo
fue estandarizar las condiciones de medida. Para esto se colocó una fuente de luz ‘e

que tras proyectarse sobre una estructura vertical (un lápiz) originaba una sombra en ‘e
euna cuadrícula milimetrada. Manteniendo constante esta sombra nos asegurábamos

de que siempre medíamos el animal en las mismas condiciones. ‘e

La rata, no anestesiada y completamente relajada, se coloca frente al ‘e

observador. Se situan los brazos del goniómetro abrazando la tibia de la pata e
posterior derecha, entre la rodilla y el talón, permitiendo que el muelle fije la posición. ‘e

e
La longitud tibial se determina realizando cuatro estimaciones de esta distancia,
consecutivas e independientes, y permitiendo que el animal se mueva entre cada ‘e

estimación. La primera medida se descarta ya que generalmente es la más inexacta ‘e
‘ede los cuatro, y se calcula la mediana de las otras tres restantes siendo éste el valor e

que se toma como longitud tibial. ‘e
‘e

2.3. PRUEBAS DE ESTÍMULO CON OHRH. ‘ee
En tres de los estudios (experimentos 5, 6 y 7) se sometió a los animales a ‘e

una prueba de estímulo con GHRH. La droga que se administró como estímulo fue tée
el péptido sintético GHRH 1-29 (Geref ®) obtenido de Laboratorios Serono S.A. ‘e

(Madrid). Cada una de estas pruebas de estímulo consistió en una toma basal de ‘e‘e
sangre, administración del estímulo y nuevas extracciones de sangre a diferentes

tiempos post-estímulo, té

En el caso de las ratas el estímulo fue de 10 ¡ig/animal inyectado de forma ‘ee
i.p., y las tomas de sangre se llevaron a cabo basalmente antes de ser inyectada la ‘e

GHRH y a los 5 y 15 minutos después de la administración de ésta. La sangre se e
‘e

extrajo de la vena yugular externa con una jeringa previamente bañada en la mezcla

EDTA (ácido etilendiaminotetraacético)-salino (ver punto 5.1 de Material y Métodos>, ‘e

según el método que se viene utilizando en el Departamento de Fisiología desde ‘e
e

hace más de 20 años. La rata estaba levemente anestesiada con éter. u,

Los corderos utilizados en los diseños experimentales 6 y 7 también fueron ‘e
‘esometidos a pruebas de estímulo, administrándoseles de forma m.v. ‘e

125 ~‘g GHRH/cordero. Se extrajo sangre de la yugular externa antes de la e
administración de GHRH y a los 10, 20 y 30 minutos tras la inyección del estímulo, ‘e

‘e
con una jeringa bañada en EDTA-salino y con el animal consciente. u,

u,
e
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e
• 3. TÉCNICAS QUIRÚRGICAS.

3.1. IMPLANTACIÓN DE MINIBOMBAS OSMÓTICAS.e
• Las minibombas osmóticas utilizadas para la administración de GH en los

• experimentos 1 y 2, eran Alzet modelo 2001 (Alza Corporation, Palo Alto, California)
e de 3 cm de longitud y 0.7 cm de diámetro. Se implantaron debajo dé la piel colocando

• la rata, anestesiada con éter, boca abajo y haciendo una leve incisión dorsal con

unas tijeras en la piel, entre el omóplato y la línea media. A continuación y con ayudae
de unas pinzas se abrió el hueco suficiente para introducir la minibomba en el tejido

• subcutáneo y finalmente se cosió la piel con seda.
En el experimento 7 realizado en corderos, se emplearon minibombase

• osmóticas Alzet modelo 2ML4, de 5.1 cm de longitud y 1.4 cm de diámetro. Se

• colocaron de forma s.c. en el lomo del cordero, para lo cual en el animal previamente
e

anestesiado con xilocaína se realizó una incisión de unos 2 cm con unas tijeras a

• nivel del omóplato. Luego se abrió un pequeño hueco bajo la piel en el que se
• depositó la minibomba, y a continuación se cerró el tejido con grapas.
e
e
• 3.2. IMPLANTACIÓN DE PELLETS.
e

Los pellets, fabricados por Innovative Research of America (Toledo, Ohio>, y
• del tamaño de una pastilla de 0.3 mm de diámetro, estaban compuestos de una

• matriz biodegradable que proporciona una liberación continua y eficaz del producto
e

activo, GHRH en nuestro caso.

• En el experimento 5, medio pellet se colocó subcutáneamente en la parte
dorsal del animal, procediendose de manera similar a la implantación de lase

• minibombas. En la rata, previamente anestesida con éter, se realizó un pequeño

• corte dorsolateral en la piel, se abrió hueco con unas pinzas, se introdujo el pellet y
e se cerró con seda la apertura originada.

• En el caso de los corderos, utilizando un trocar se realizó un pequeño hueco

• detrás de la oreja derecha en el que se depositó un pellet entero con ayuda de unase
• pinzas, cerrándose a continuación la piel con grapas. Durante el tiempo que duró

• esta operación el animal permaneció despierto y consciente.

Para la implantación de un cuarto de pellet en el interior de la glándulae
• submaxilar en el experimento 8, en los ratones anestesiados con éter se hizo un corte

• longitudinal en la piel y el tejido conjuntivo subyacente para dejar accesibles ambas
e glándulas. Sobre la glándula derecha se realizó una pequeña incisión rompiendo

• interiormente el tejido glandular, y se depositó el trozo de pellet en el hueco
e
e
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producido, cerrándose a continuación con catgut de tal forma que el pellet quedaba u,
embebido en la glándula. Finalmente se colocaron los tejidos en su posición original y ‘e

se cosió la piel con seda. ‘e
‘e

En los tres casos, a los animales control se les implantó un pellet de placebo, ‘e

procediendo de la misma forma que con el pellet de GHRH. e
‘e
‘e

4. TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS. e
4.1. TRATAMIENTO NEONATAL CON GLUTAMATO MONOSÓDICO. ‘ee

El tratamiento neonatal con Glutamato Monosódico (GMS> (Sigma Chemical e
Co. St. Louis, Missouri) se realizó en dias alternos, durante los 10 primeros días de u,

e
vida de la rata. La dosis diaria que se administró fue de 4 mglg peso corporal, en una

sóla inyección s.c. Se preparó una solución stock con una concentración de ‘e

0.5 mg/pi, diluyendo 5 g de GMS en 10 ml de solución salina e inyectándose el tée
volumen necesario hasta conseguir la dosis apropiada. ‘e

‘e
e

4.2. GHRH. e
La GHRH utilizada en todos los experimentos fue la misma que en las pruebas u,

de estímulo, esto es, el péptido sintético GHRH 1-29. La dosis, la pauta y la té‘e
frecuencia de administración de dicho fármaco varió según el diseño experimental. ‘e

Tanto para las inyecciones como para las minibombas osmóticas, la GHRH se ‘e
‘edisolvió en solución salina, hasta alcanzar la dosis necesaria.

En el caso de los experimentos 1 y 2, 5 mg de GHRH se disolvieron en 300 j.il ‘e
‘e

de suero salino que se introdujeron dentro de cada una de las minibombas con ayuda
de una jeringa a través de un pequeño orificio existente en uno de los extremos, de e
tal forma que con un flujo de liberación de 1 gl/h, la minibomba proporcionaba ‘e

‘e
400 ~ígde GHRH al día. Para los corderos del diseño experimental 7, en cada ‘e

minibomba se introdujeron 30 mg de GHRH disueltos en 2 ml de solución salina. El ‘e

flujo de liberación de estas bombas era de 2.3 gl/h, por lo que cada cordero recibía ‘e‘e
900 gg/día. ‘e

Los pellets que se colocaron en las ratas y los corderos contenían 25 mg de ‘e‘e
GHRH liofilizado, dentro de una matriz biodegradable, cantidad a liberar en un total

de 21 días. En el caso de los ratones los pellet eran de 5 mg para un total de dos ‘e
‘emeses. ‘e
‘e
e
e
e
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4.3. SOMATOSTATINA.
• La SS que se utilizó en los distintos estudios realizados durante el desarrollo

de esta Tesis Doctoral fue de 2 tipos: de corta y de larga duración.e
• La SS de larga duración fue Sandostatín ® (Octreotide, DCI), de Laboratorios

• Sandoz (Barcelona>. En el caso de las ratas, cada animal recibió una dosis diaria de
e

2 ~g, mientras que en los corderos la dosis administrada fue 10 veces superior, esto

• es, 20 ~.tg/animal/día.El producto activo venía ya en forma líquida, por lo que se
e inyectó directamente desde el envase.

• Se utilizó Somiatón ®, de Laboratorios Serono, como SS de corta duración.

Este fármaco es un decapéptido de síntesis, idéntico a la hormona natural, que vienee
• presentado en viales de 250 ~xgen forma de liofilizado. Para su utilización en las

• ratas, se reconstituyó en 500 pi de suero salino y la dosis administrada fue de
e

100 >±g/inyección,mientras que en el caso de los corderos, se empleó 1 ml para

• disolver cada vial, y la dosis fue de 250 gglinyección.
e
e
• 5. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES. RECOGIDA Y
• PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.e
e
• Al final de cada uno de los estudios, las ratas se sacrificaron por decapítación
e

con una guillotina, sin anestesia previa, e inmediatamente después se recogieron el
• hipotálamo, la hipófisis y la sangre troncular.

• Los ratones fueron primero anestesiados con éter para tomárseles sangre
e directamente del corazón por punción cardíada. A continuación se procedió a la

• disección de las glándulas submaxilares, y finalmente fueron decapitados.
• Tras finalizar los estudios con los corderos, éstos fueron sacrificados en el
e

Matadero de GYPISA (Pozuelo de Alarcón, Madrid>. Inmediatamente tras la

• decapitación se tomaron el hipotálamo y la hipófisis.
e
e
• 5.1. OBTENCIÓN DE SANGRE.
• La sangre troncular recogida tras la decapitación de las ratas, la sangre de los
e

ratones obtenida por punción cardíaca, y la sangre obtenida tras las pruebas de
• estímulo con GHRH en las ratas y los corderos se depositó en tubos de propileno con

EDTA-salino (2% de ECTA (Sigma) en suero salino 0.15 M), enfriados en hielo. Ae
• continuación esta sangre se centrifugó a 3000 rpm durante 10 minutos a 40C en una
e
e
e
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centrífuga Beckman, Modelo TJ-6. El sobrenadante se decantó y se mantuvo

congelado a —200C hasta su análisis.

5.2. HIPOTÁLAMO.

Para la extracción del hipotálamo medio basal tanto en la rata como en el

cordero, primeramente se abrió el cráneo dejando expuesto el cerebro. Este se

levantó con unas pinzas, y tras reconocer el hipotálamo, se tomó cortándolo

rostralmente al quiasma óptico, caudalmente por detrás de los cuerpos mamilares y

lateralmente al surco hipotalámico, hasta el nivel de la comisura anterior. Esta

disección incluyó la eminencia media y el núcleo arcuato. Una vez extraído el

hipotálamo, se congelé inmediatamente en nieve carbónica, para ser conservado a

—800C hasta el momento de su estudio.

El hipotálamo se procesó homogeneizando el tejido por ultrasonidos (Branson

Sonifier 450) en 1 ml de una solución de ácido acético 2 M en el caso de las ratas o

en 20 ml del mismo compuesto en el caso de los corderos. Seguidamente se hirvió el

homogeneizado duranteS minutos, y se centrifugó 30 minutos a 17000 rpm a 40C, en

una centrífuga Beckman Modelo J2-MC. Tras esto se obtuvo un sobrenadante del

que se hicieron diferentes alícuotas que fueron liofilizadas (Liofilizador Benchtop 3 L.

Virtis. The Virtis Company Inc. Gardiner. Nueva York) y congeladas hasta el momento

de su utilización.

5.3. HIPÓFISIS.

Tras la disección del hipotálamo, se pudo observar la hipófisis cubierta por la

duramadre. Se retiró ésta y se extrajo la glándula hipofisaria.

Las hipófisis de las ratas se depositaron en un tubo con 1 ml de solución

salina, en el que se mantuvieron a —200C hasta el momento de su procesamiento. El

tejido se homogeneizó con ultrasonidos, y se centrifugó a 3000 rpm durante 15

minutos a 40C. El sobrenadante permaneció a —200C hasta el momento de los

análisis hormonales y de proteinas.

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

homogeneizando la hipófisis en un volumen total de 10 ml de suero salino.
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5.4. GLÁNDULA SUBMAXILAR.

• Tras tomar la muestra de sangre del corazón, el animal levemente

• anestesiado se colocó boca arriba para abrir la piel y el tejido conjuntivo en la zona
e

en la que había sido implantado el pellet. Ambas glándulas submaxilares se

• extrajeron con ayuda de unas pinzas y unas tijeras.

El lóbulo de la glándula que contenía el pellet se dividió longitudinalmente en

• dos partes con un bisturí estéril. Uno de los trozos se introdujo en un eppendorf

• esterilizado y se congeló inmediatamente con N2 liquido para los estudios de

• expresión génica. La otra parte se congeló a —200C hasta su posterior análisis

• hormonal, para lo cual antes hubo de ser procesada como sigue. Primero la glándula

se troceó con unas tijeras y se homogeneizó manualmente en 1.2 ml de tampón

• fosfato 0.01 M, pH=7.5; luego se sonicó y se centrifugó a 3000 rpm 15 minutos a 40C.

• El sobrenadante se almacenó a —200C.
e También se extrajo el lóbulo contralateral que no contenía el pellet, y se

• procesó según lo visto anteriormente utilizando 2.4 ml de tampón fosfato. Todo el
tejido se utilizó para estudios hormonales.

e
• 6. MÉTODOS ANALÍTICOS.e
• 6.1. RADIOINMUNOANÁLISIS: CARACTERíSTICAS GENERALES.

• Para determinarlos niveles y contenidos hormonales en la sangre, la hipófisis,e
el hipotálamo y la glándula submaxilar se utilizó la técnica del Radioinmunoanálisis

• (RíA).

El RíA consiste en una reacción competitiva entre la hormona que tenemos ene
• la muestra (hormona fría u hormona sin marcar) y una cantidad constante de esa

• misma hormona marcada con 1251 (hormona radiactiva), para combinarse con un
e

anticuerpo especifico para ella. Como la afinidad que tienen ambas hormonas por el
• anticuerpo es la misma, al ser añadido éste en una cantidad constante a todos los

• tubos, la proporción de hormona radiactiva que puede unirse al anticuerpo vendrá
e

dada por la cantidad de hormona presente en la muestra. Esto es, cuanto mayor sea

• la concentración de hormona en la muestra, menos posibilidades tendrá la hormona

radiactiva de unirse con el anticuerpo.e
• Para calcular las concentraciones de la hormona en las muestras problema se

• utilizó una curva patrón preparada realizando diluciones sucesivas a partir de una

solución stock de concentración conocida. La unión correspondiente tanto a los

e
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puntos de la curva patrón como a las muestras problema se calculó mediante la u,
fórmula 2. ‘e

e)
e

Á~1tfrx10Q e
- N e

e
e

Fórmula 2. ‘e
e
té

B son las cpm correspondientes al complejo hormona radiactiva-anticuerpo
cuando también hay muestra problema. B~ representa la hormona radiactiva ligada al té

anticuerpo en ausencia de hormona fría y N representa la unión inespecífica del u,e
anticuerpo. Además de la curva patrón y de los puntos B0 y N, también se utilizó un e
control de la radiactividad total añadida (AT). té

té
La curva patrón se representó en papel semilogarítmico. En el eje de u,

ordenadas representamos el porcentaje de unión y en el de abscisas cantidades u,
conocidas de hormona fría correspondientes a la curva patrón. Al unir todos los

e)
puntos obtuvimos una curva de forma sinusoidal, e interpolando el % de unión u,

obtenido por las muestras mediante la aplicación de la fórmula 2, se calculó la té

cantidad de hormona presente en cada una de ellas. e)
e)
té

6.1.1. Radioyodación de la hormona. ‘e
El marcaje o radioyodación de las hormonas consiste en la introducción del ‘e

e)
isótopo 125¡ en la estructura de las mismas, por medio de una reacción enzimática. u,

Los marcadores más corrientes utilizados en un RíA son el 1311 1251 y el
3H. Nosotros u,

131 té
utilizamos el 1251 porque su vida media es más larga que la del 1, y además tiene la
ventaja de proporcionar una mayor actividad específica que el 3H y un contaje de e
emisión más sencillo que el de un emisor 13 que requiere líquido de centelleo. ‘ee

La mezcla de todos los reactivos utilizados para el marcaje debe ser purificada ‘e

con el fin de separar la hormona marcada del yodo libre. Esta purificación se hizo ‘e
‘emediante cromatografía en gel Sephadex G-50 Fine (Pharmacia, Uppsala, Suecia) en u,

una columna de vidrio. ‘e

Inmediatamente después de finalizar la reacción de marcaje de la hormona, la ‘e
té

mezcla resultante se colocó en la parte superior de la columna y se eluyó en el medio ‘e

correspondiente, recogiéndose una serie de fracciones que tras ser contadas en un ‘e

contador de radiactividad se representaron gráficamente. Se obtuvo un perfil con dos
e)
té
e
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• 125picos, el primero correspondiente a la hormona marcada y el segundo al 1 libre.

• Esta situación apareció en el caso de la OH y la SS, pero tras el marcaje de otras

• hormonas como la GHRH o la IGF-l apareció además otro pico adicional anterior al

de la hormona marcada, que correspondió a moléculas marcadas inespecíficamente.

• En cualquiera de los casos las fracciones que contenían el pico de la hormona

marcada se mezclaron y se distribuyeron en alícuotas que fueron almacenadas a

• —200C hasta el momento de su utilización.

6.1.2. Evaluación del marcaje.

• Una vez finalizado el marcaje se procedió al cálculo del rendimiento de la

radioyodación, o porcentaje de 1251 incorporado a la hormona, y de la actividad

• específica de la hormona marcada, utilizando para ello el método inespecífico de
• precipitación de proteínas con ácido tricloroacético (TCA). Se diluyó una pequeña
e

parte del producto de marcaje y se tomaron seis alícuotas de 50 pi, midiéndose en
• tres de ellas inmediatamente su radiactividad (radiactividad total).: Al resto se les

añadieron 500 pi de tampón BSA (ver apartado 6.2.2) y 2 ml de TCA al 10% y se lese
• agitó vigorosamente. Se incubaron 15 minutos a 40C, posteriormenté se centrifugaron

• otros 15 minutos a 3000 rpm y a 40C, se aspíró el sobrenadante y se conté el

precipitado en un contador de radiactividad.
• El rendimiento del marcaje se calculó dividiendo la radiactividad del

• precipitado entre la radiactividad total. La actividad específica se obtuvo multiplicando

el rendimiento por la cantidad de yodo utilizado (en gCi) y dividiendo el resultado por

• la cantidad de hormona (en jxg> empleada en la radioyodación.

e
• 6.1.3. Realización y cinética del análisis.

• En todos los casos las muestras problema se pipetearon por duplicado y se
• completaron con tampón hasta un volumen de reacción determinado. Asimismo, y por

• triplicado también se pipetearon cada unos de los puntos de la curva patrón, y los

tubos AT, N y B
0. Los tubos AT sólo contenían hormona marcada, los N hormona

• marcada y la suspensión utilizada en el proceso de separación, y loá B0 lo mismo que

• los N pero además el anticuerpo específico.
Una vez pipeteadas las muestras y la curva patrón, se añadió el anticuerpo a

• todos los tubos, salvo a los N y A~. Esta mezcla se preincubó durante un período de

• tiempo variable según el RíA en cuestión (etapa de preincubación>.

e
e
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Transcurrida esta fase, se añadió a todos los tubos del ensayo la misma u,
cantidad de hormona marcada, disuelta en el tampón correpondiente. En algunos e
casos, la hormona marcada hubo de ser purificada antes de su uso, para separarla

e
de la hormona degradada y del yodo libre. Esta segunda purificación, llevada a cabo
inmediatamente antes de ser utilizada la hormona, se realizó por cromatografía en té

té
Sephadex 0-100 en una columna de vidrio de 25x2 cm, procediendose de la misma u,
forma que en la purificación tras el marcaje. En este caso se obtuvieron tres picos: un e
primer pico u hormona deteriorada, un segundo pico u hormona marcada ‘e
inmunorreactiva que se utilizó para el ensayo y un tercer pico correspondiente al yodo u,

libre. Una vez añadida la hormona marcada se mantuvieron todos los tubos en té

incubación. ‘ee
A continuación se procedió a la separación del complejo hormona-anticuerpo e

de la hormona libre, para lo cual se utilizaron diferentes tipos de suspensiones según ‘e
téel tipo de RíA. Esta suspensión se añadió a todos los tubos, excepto a los tubos A~. e

Se incubó la nueva mezcla a 40C y se centrifugó 15 minutos a 3000 rpm. En ‘e

cualquiera de los casos, y tras aspirar el sobrenadante, se obtuvo un precipitado que ‘e
té

se valoró en un contador de radiactividad dándonos las cpm correspondientes al

complejo hormona-anticuerpo, excepto en el RIA de SS que procedían de la hormona té
libre. Con estas cpm aplicadas en la fórmula 2 se consiguió un valor de % de unión ‘e

e
que al interpolarse en la curva patrón nos daba la cantidad de hormona fría presente

en la muestra ‘e
e
té

6.1.4. Validación del RíA. u,
Todos los RíAs realizados se validaron determinándose la variación intra e

e
interensayo, así como la menor cantidad de hormona fría detectable en el análisis

(sensibilidad del ensayo) y el grado de interferencia de sustancias distintas a la ‘e

hormona que se va a medir, pero que tienen un comportamiento inmunológico ‘ee
parecido en el RíA. Para el cálculo de las variaciones intra e interensayo se ‘e

compararon los valores hormonales obtenidos al medir una misma mezcla de ‘e
‘eplasmas en los distintos RíAs realizados.

El Departamento de Fisiología de la Facultad de Medicina tiene gran ‘e

experiencia en la realización de este tipo de RíAs, puestos a punto y validados hace
‘e

muchos años. En esta Facultad existe una Instalación Radiactiva Central que posee u,

laboratorios especialmente diseñados para el uso de isótopos radiactivos y además e
‘e
e)
u
e
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tiene contadores de radiación y (Contador Cobra Auto-Gamma. Packard. A Camberra

Company> para la lectura de las muestras.

Aunque el esquema básico seguido en los diferentes RíAs específicos fue el

que acabamos de detallar, cada uno de éstos tuvo sus particularidades y cambios

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

6.2. RíA DE GH.

6.2.1. Inmunorreactivos.

Los reactivos empleados para los RIAs de la OH de rata (rGH), de ratón
(mGH) y de cordero (oGH) fueron suministrados por el “Natiorial Hormone and

Pituitary Program” (NHPP) del «National Institute for Diabetes and Digestive and

Kidney Diseases” (NIDDK> (Baltimore, Maryland). Cada uno de ellos fue reconstituido

y conservado según las instrucciones que lo acompañaban. El nombre de estos

reactivos se recoge en la tabla 1.

rOH mGH oGH

hormona patrón rGH-RP-2 mGH-AFP 10783 B , oGH-l-4

hormona para yodar rGH-l-6 mGH-AFP 10783 B oGH-l-4

anticuerpo anti-rGH-S-5 anti-rGH-S-5 , antí-oGH-2

Tabla 1.

e.2.2. Soluciones tampón y suspensiones.

it Tampón fosfato 0.5 M, pH 7.6. Se obtiene mezclando Na2 MRO4 x 2 H20 y

KH2 PO4 0.5 M. Se utiliza para el marcaje y para preparar el resto de los tampones.

it TamDón fostato 0.01 M, pH= 7.6. Preparado diluyendo 50 veces el tampón anterior

y añadiendo NaCí 0.15 M. Se utiliza para preparar la suspensión de segundo

anticuerpo, como eluyente en la columna de cromatografía y como base de los

siguientes tampones.

it Tampón BSA, pH=7.6. Se prepara añadiendo un 1% de albúmina sérica bovina

fracción V (BSA, Sigma) sobre el tampón fosfato 0.01 M. Se emplea para realizar las
diluciones de la curva estándar, completar las muestras y diluir la hormona marcada.
it Tampón EDTA, pH= 7.6. Se obtiene utilizando como base el tampón fosfato 0.01 M,

al que se le añade EDTA 0.025 M, NaCí 0.15 M y Tritriplex 0.025 M. Se usa para diluir

el primer anticuerpo.

61

e

e
e
e
e
e
e
e
e

e

e

e
e

e

e
e
e
e
e
e

e
e

e
e
e
e
e

e
e

e
e
e

e

e
e
e

e
e



Materialy Métodos

* Suspensión de Staohilococo aureus. La mezcla de Staphilococo aureus preparada

por el Dr. Pérez Silva (CSIC) se centrifuga 15 minutos a 3000 rpm y a 40C, y el

sobrenadante obtenido se reemplaza por el mismo volumen de tampón EDTA con

tritón al 0.5%. De esta nueva suspensión, se pipeten 50 pi a los tubos. Esta

suspensión se utilizó para separar la hormona ligada al anticuerpo de la hormona

libre, en los RíAs de rGH y mGH. u,

it Suspensión de segundo anticuerpo. Se prepara a partir de tampón fosfato 0.01 M, ‘e
u,

añadiéndole 10% de polietilenglicol y 10 pi de antigammaglobulina de conejo,
obtenida en ovejas en nuestro propio laboratorio por los Dres. Ariznavarreta y té

Tresguerres, gracias a la colaboración del CIT-INIA. La antigammaglobulina de
e

conejo se obtuvo previa inmunización de ovejas con una mezcla constituida por e
gamma globulina de conejo (Sigma), Coadyuvante de Freund (Laboratorios Difco, té

Detroit, Michigan) y agua destilada. Esta suspensión fue utilizada para separar la e
hormona ligada en el RíA de oGH, pipeteando 500 pi a cada tubo. e

e
e

6.2.3. Radioyodación de la hormona. u,
Para el marcaje de rGH y mGH se siguió el método de la lactoperoxidasa y té

para la radioyodación de oGH empleamos el de la cloramina T.
e)

El marcaje de hormonas con lactoperoxidasa, técnica descrita por Thorell y u,

Johansson (1971>, se basa en una reacción enzimática (oxidación por H
2 02) que ‘e

consigue que el yoduro radiactivo pase a yodo atómico y este último sustituya a los tée
átomos de hidrógeno presentes en la estructura molecular de las proteinas, e
principalmente en el anillo fenólico de la tirosina.

té
Se añadieron sucesivamente los siguientes reactivos sobre una alícuota de la u,

hormona a marcar (2.5 gg en 25 pi de tampón fosfato 0.01 M>: 10 pi de tampón té
e)

fosfato 0.5 M, 5 pi (0.5 mCi) de 1251 (Nuclear Ibérica), 10 pi de una dilución de

lactoperoxidasa (25 pi de lactoperoxidasa (Sigma) en 500 pi de agua destilada> y 1 pi e
de una dilución 1:10000 de H2 02. Se mantuvo la reacción durante 4 minutos a e
temperatura ambiente, y se detuvo por adición de 100 pi de tampón BSA. u,

La cloramina T <Merck, Darmstadt, Alemania) también se utilizó como agente té
oxidante en la radioyodación (Huntery Greenwood, 1962). Su acción es más general,

y no esta dirigida exclusivamente al aminoácido tirosina. Sobre la alícuota de e
hormona destinada a marcaje (4 gg 1 40 pi) se fueron añadiendo de forma sucesiva

té
25 pi de tampón fosfato 0.5 M, 5 pi (0.5 mCi) de 1251 (Nuclear Ibérica) y 1.5 pi de una qe

dilución de cloramina T (20 mg de cloramina T (Merck) en 2 ml de tampón fosfato té
u,
e)
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0.05 M). La reacción duró 30 segundos y a continuación se paró con 1 ml de tampón

fosfato 0.01 M.

Una vez realizado el marcaje, en ambos casos se purificó la mezcla de

radioyodación en una columna de vidrio de 16x0.5 cm utilizando como eluyente

tampón fosfato 0.01 M. Finalmente, se deteminó para cada una de las hormonas la

actividad específica y el rendimiento de la reacción (tabla 2).

rGH mGH oGH

Actividad especifica 61.4 gCi/ gg 119 gCi/xg 57.3gCi/gg

Rendimiento 30.7 % 59 % 46 %

Tabla 2.

6.2.4. Realización del análisis.

Los plasma se pipetearon directamente del tubo que contenía toda la muestra,

mientras que las hipófisis de rata fueron diluidas previamente 1:100000 con tampón

BSA, las de cordero 1:5000 y la glándula submaxilar de los ratones 1:10. El

anticuerpo se añadió en tampón EDTA a la dilución final correpondiente.

Esta mezcla se preincubó a 40C durante 24 h. Después se pipeteó la hormona

marcada en tampón BSAI previamente purificada. Tras 72 h de incubación, se separó

la fracción de hormona libre de la ligada al anticuerpo, con la suspénsión indicada en

cada caso. Después de ser centrifugados y de aspirar el sobrenadante se midió la

radiactividad del precipitado. El rango de la curva patrón, la dilución del anticuerpo

especifico y el n0 de cpm de hormona radiactiva que se pusieron a cada tubo

aparecen en la tabla 3.

rGH mGH oGH

Rango de la curva patrón 5 -2500 pg/tubo 2.5-5000 pg/tubo 2-200 ng/tubo

Dilución del anticuerpo 1:75000 1:75000 1:60000

número de cpm 20000 20000 15000

Tabla 3.
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6.2.5. Validación del RíA.

La sensibilidad de cada uno de los RíAs, así como los valores de variación

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

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

error estándar de la media (SEM).

rGH mGH oGH

Sensibilidad del RíA 5 pg ¡tubo 5 pg 1 tubo 5 pg ¡tubo

Variación intraensayo 8.4% 4.97% 12.7%

Variación interensayo 7.5 % 8.5%

Tabla 4.
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Figura 13. Curvas de rCH (a), mGl-l (lO y oCH (c) (media 1 SEM).
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6.3. RíA DE IGF-l. u,
Este RíA fue puesto a punto por nuestro grupo basándonos en el método que U

té
describe el grupo de Daughaday (Daughaday y cols 1980, Daughaday y cols 1982) y
en nuestra propia experiencia en la realización de otros RíAs. e

‘e
6.3.1. Inmunorreactivos.

e)
La hormona utilizada como patrón y para marcaje fue la A52-EPD-186, cedida u,

por Eh Lilly and Company (Indianápolis, Indiana). Como anticuerpo se utilizó uno u,
e

policlonal por lo que pudo seguirse el mismo tipo de ensayo para determinar los u,

valores de IGF-l tanto en rata como en cordero, al ser capaz el anticuerpo de e)

reconocer ambos tipos de moléculas. Este anticuerpo fue inicialmente el UB3-T89 y e
posteriormente se usó el UB2-495, ambos suministrados por el NHPP del NIDDK y u,

reconstituidos según los consejos de dicha entidad.
té
té

6.3.2. Soluciones tampón y suspensiones. ‘e

Además de los tampones fosfato 0.5 M, fosfato 0.01 M, BSA y la suspensión ‘e
e

de segundo anticuerpo, preparados tal y como vimos en el RíA de GH, en este

ensayo se utilizaron los siguientes: té
it Tampón IGF-l, pH=7.5. Constituido por tampón fosfato 0.04 M, azida sódica ‘e

té
0.02%, Tween 20 0.05%, EDTA 0.01 M y protamina sulfato 20 % (Protamina Rovi ®). e)

Se añadió protamina sulfato a este tampón siguiendo las recomendaciones de varios
e

autores que indicaban que el uso de ésta disminuía la unión inespecífica y la

variabilidad interensayo (Copeland y cols 1980, Chatelain y cols 1983). Este tampón té
e

se utilizó para preparar la curva patrón, completar las muestras y diluir el anticuerpo y e
la hormona radiactiva. qe

it Tampón Trizma Base 1 M. Preparado con Tris hidroximetil amino metano en agua
e

destilada. Se utilizó como base para tampones posteriores.
* Tampón Trizma Base 0.855 M. Se obtuvo mediante dilución 1:1.17 del anteriory se ‘e

utilizó en el proceso de extracción de las proteínas ligantes de IGF-l. ‘e
it Tampón Tris HCI, pH=7.4. Se preparó inicialmente Tampón Trizma Base 0.025 M, qe

ajustándose el pH hasta 7.4 con HCI y se le añadió 0.25% de BSA. Se utilizó como tée
eluyente en el proceso de purificación de la mezcla de marcaje.
it Mezcla de etanol ácido, con 87.5% de etanol y 12.5% de HCI 2N. Se empleó té

durante la extracción de las proteínas ligantes de IGF-l. e)
it Suspensión de segundo anticuerpo, preparado según aparece en el RíA de GH. e

u,
e
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e
• 6.3.3. Radioyodación de la hormona.
• Se hizo siguiendo el método de la cloramina T, de forma similar a como se

realizó en el marcaje de oGH. Este procedimiento también ha sido empleado pore
• Daughaday y cols (1980> y Chatelain y cois (1983) para marcar la IGF-l.

• Partiendo de 1 gg de IGF-l disuelta en 100 pi de tampón IGF-l se fueron
e
• añadiendo de forma sucesiva 25 pi de tampón fosfato 0.5 M, 0.5 mCi de 1251 y 2.5 gg

• de cloramina T <2 mg de cloramina Ten 2 ml de tampón fosfato 0.05 M). Esta mezcla
e de marcaje se mantuvo 30 segundos y se paró con 1 ml de tampón tris HCI.

• La purificación de la mezcla de marcaje se hizo por cromatrografía en

• Sephadex 0-50 Fine, en una columna de vidrio de 564 cm. La actividad específicae
• media fue de 208.8 gCi/j.tg y el rendimiento del 66.5 %.
e
e

6.3.4. Realización del análisis.
• Tantos los plasmas de las ratas como los de los corderos hubieron de sufrir un
e

proceso de extracción de las proteínas ligantes y posterior dilución 1:100 antes de ser
• pipeteados al RíA. El rango de la curva patrón era desde 2 hasta 800 pg/tubo.

• El método utilizado para separar la IGF-l de sus proteínas ligantes existentes

en el plasma fue la extracción con etanol ácido (Daughaday y cols 1980). Estae
• consistió inicialmente en la incubación de 50 pi de muestra con 450 pi de la mezcla
• de etanol ácido durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego los tubos se
e
• centrifugaron a 3000 rpm durante 30 minutos a 4 0C, decantándose únicamente

• 250 pi del sobrenadante que fueron neutralizados con 100 pi de tampón Trizma base
e

0.855M.
• Mediante tratamiento de la mezcla de plasma ya extraída con carbón dextrano

• (3% carbón y 0.25% de dextrano) se comprobó que la IGF-l quedaba libre de las
e
• proteínas ligantes en un 98%, principalmente de la IGFBP-3. De todas las proteínas
• ligantes, es ésta la que parece mostrar una afinidad parecida a la del anticuerpo por

la IGF-I. Así, la realización de una separación efectiva de esta proteína permite al
e
• anticuerpo ser el lugar preferente de unión para la IGF-l (Crawford y cols 1992). El

• porcentaje de IGF-l libre en plasma no extraído fue del 43%.
e Tras completar los volúmenes de muestra, se añadió el anticuerpo a una
• dilución final 1:20000. Se preincubaron los tubos 24 h a 40C, para luego pipear

• 15000 cpm de hormona marcada sin purificar. Una vez completada esta etapa, y
e
• después de 24 h de incubación separamos la fracción de IGF-l unida al anticuerpo

e
e
e
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utilizando la suspensión de segundo anticuerpo, procediéndose de la misma forma u,

que en el RíA de oGH. té
e
té

6.3.5. Validación del RIA. e
La sensibilidad del RíA fue de 2 pg/tubo y los coeficientes de variación té

interanálisis e intraanálisis del 12.9% y 7.8% respectivamente. té‘e
En esta ocasión, además de validar el método de radioinmunoanálisis, u,

también se valoró el proceso de extracción siguiendo las recomendaciones
téaparecidas en el Tercer Simposium Internacional sobre IGFs (1995). Así se comprobó u,

que las diluciones del plasma extraído eran paralelas a la curva patrón (figura 14), lo té

que indicaba que la IGF-l libre tenía un comportamiento inmunológico igual al de la ‘e
IGF-l nativa. Además, cuando a una muestra de piasma se le añadió tanto hormona e)

marcada como hormona fría, tras ser extraída la mezcla, la recuperación fue del U
e

83.2% y 102% respectivamente. Según indican Daughaday y cols (1980), una
recuperación superior al 100% se debe al propio error intrínseco del ensayo. e

La curva media del RíA de IGF-l se muestra en la figura 14. ‘e
e)
e
‘e
e
té
u,
e
e
‘e
e)
‘e
e)
e
e)

______________________________ e
‘e
e)

Figura 14. Curva de LCR (media ±SEM).• 1651, 0 plasma 1, • plasma 2.
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e 6.4. RíA DE GHRH.
• 6.4.1. Inmunorreactivos.

La GHRH utilizada como patrón y para la radioyodación fue el GHRH 1-29e
• sintético (Geref ®), utilizado también en las pruebas de estímulo y el tratamiento

• farmacológico. El liofilizado fue reconstituido en ácido acético 0.1 M.e
• El anticuerpo utilizado se obtuvo en conejos inmunizados con Geref ® unido a

• hemocianina con carbodiimida por los Dres. C. Ariznavarreta y J.A.F. Tresguerres. La
e GHRH es un péptido muy pequeño que no tiene capacidad inmunógena por si

• misma por lo que es necesario unirla a una molécula que le confiera esa cualidad,
para así estimular la producción de anticuerpos. La carbodiimida facilita la unión de la

e
GHRH a la hemocianina. Además el complejo GHRH-hemocianina-carbodiimida se

• inyecta junto con Adyuvante Completo o Incompleto de Freund para provocar un
e

mejor estímulo antigénico. Este anticuerpo anti-OHRH 1-29 no mostró reactividad
• cruzada con glucagón, hormona paratiroidea, CRH, SS, LHRH, Colecistoquinina y

• gastrina y reconoció tanto a la GHRH de la rata como a la del cordero, por lo que fue
e posible utilizar el mismo radioinmunoanálisis para los dos tipos de muestras.

e
• 6.4.2. Soluciones tampón y suspensiones.e
• Aparte de los tampones fosfato 0.5 M y 0.01 M, y de la suspensión de

• segundo anticuerpo, preparados siguiendo el protocolo detallado para el RíA de OH,

U en la realización del RíA de GHRH se emplearon los siguientes reactivos:e
• it Acido Acético 0.1 M, utilizado como eluyente de la mezcla de mardaje.

• * Tampón GHRH, pH7.4. Contiene tampón fosfato 0.025 M, CIMg 0.015 M, azida
e

sódica 0.1%, NaCí 0.1 M, Tritón X-100 0.1%, y gelatina 0.1%. Se utilizó para

• reconstituir los homogeneizados, preparar la curva patrón, completar las muestras, y

diluir el anticuerpo y la hormona marcada.e
• ~ Suspensión de segundo anticuerpo, preparado tal y como vimos en el RíA de OH.
e
e

6.4.3. Radioyodación de la hormona.
• El marcaje de la GHRH 1-29 se hizo siguiendo el método de la
e

lactoperoxidasa. Partiendo de 2 gg de hormona en 20 pi de ácido acético 0.1 M,
• fuimos añadiendo los mismo reactivos y en la misma proporción que para el marcaje

• de rGH y mGH, a excepción del tampón fosfato 0.5 M del que se pusieron 25 pi, ene
• lugar de 10 pi. Tras 4 minutos de reacción, ésta se paró con 1 ml de ácido acético

• OAM.
e
e
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El producto de marcaje se sometió a purificación por cromatografía en u,
Sephadex G-50 Fine, en una columna de vidrio de 56x1 cm y con ácido acético 0.1 M té

té
como eluyente. Los valores de actividad específica y rendimiento fueron
respectivamente 121 gCi/~xg y 56.3%. e)

té
e

6.4.4. Realización del análisis. ‘e

En el caso de las ratas, las alícuotas de homogeneizado hipotalámico *

liofilizado se reconstituyeron en 250 pi de tampón GHRH. Para los corderos, las e)

alícuotas fueron reconstituidas en 2 ml del mismo tampón. La curva patrón cubría un e
rango de concentraciones desde 1 hasta 1000 pg/tubo.

e)
A continuación se añadió el anticuerpo diluido 1:42000 en tampón de GHRH,

con 0.25 % de suero de conejo y se dejó esta mezcla preincubando 24 h a 4 0C. Tras e)
té

este período se pipeteó la hormona radiactiva (15000 cpm a cada tubo), sin purificar
previamente. Transcurridas 24 h de incubación, se separó la GHRH unida al e)

anticuerpo mediante la técnica del segundo anticuerpo. ‘e
e)
e

6.4.5. Validación del RIA. qe

El RíA de GHRH presentó una sensibilidad de 5 pg/tubo. La variación *
e

intraensayo fue de un 14.4% y la interensayo de un 12.12%.

En la figura 15 aparece la curva media de GHRH. ‘e
u,
e
e
té
‘e
té
e
e)
e)
qe
*
qe
e
e
e
e

Figura 15. Curva de GHRH (media ±SEMI). ‘ee
e
e)

e)
e)
e)
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• 6.5. RíA DE SS.
• La determinación del contenido hipotalámico de SS fue realizado por las Dras.

Elena Vara y Cruz García, en el Departamento de Bioquímica de la Facultad dee
• Medicina (UCM), según el método puesto a puesto y validado por la Dr. Vara en su

• Tesis Doctoral (1982).
U
U
• 6.5.1. inmurreactivos.

La hormona utilizada para radioyodación fue Tir-1-SS (UCB Bruselas),e
• mientras que como hormona patrón se empleó SS cíclica (Sigma). El anticuerpo se

• obtuvo inmunizando conejos con el mismo tipo de SS cíclica usada para la curva
U patrón, unida a hemocianina con carbodiimida mediante un proceso similar al descrito

• anteriormente para la elaboración del anticuerpo anti-GHRH. También en este caso

• este anticuerpo anti-SS reconoció la SS de rata y la de cordero.
e
e
• 6.5.2. Soluciones tampón y suspensiones.

it Tamoón SS, pH7.4. Se preparó con Na2 HPO4 0.04 M, NaCí 0.14 M,e
• EDTA 0.025 M y BSA 0.25%. Con este tampón se preparó la curva patrón, se

• reconstituyeron las alícuotas de hipotálamo, se completaron todas las muestras y se
U• diluyeron el anticuerpo y la hormona radiactiva.

• it Acetato amónico 0.2 M, pH= 4.4. Fue utilizado para eluir la columna durante la
U

purificación de la mezcla de marcaje.
• it Acetato amónico 0.002 M, pH= 4.4. Se obtuvo diluyendo 100 veces la solución

• anterior y al igual que éste también se empleó para la elución de la mezcla de

• marcaje.

• it Suspensión de carbón dextrano. Preparado partiendo de tampón fosfato 0.01 M, al
e

que se añadió 0.25% de carbón y 0.025% de dextrano. Esta suspensión se usó para
• separar la hormona libre de los complejos hormona-anticuerpo.
e
e

6.5.3. Radioyodación de la hormona.
• La Tir-SS se marcó con lactoperoxidasa, utilizando 5 gg de hormona y 0.5 mCi

de 1251 La separación de la fracción de hormona marcada y el 1251 libre se realizó pore
• cromatografía en una columna de 5x0.9 cm de carboximetil celulosa CM-SO con la

• ayuda de una bomba peristáltica. Esta bomba se conectó a una disolución deU
acetato 0.002 M que a su vez también se encontraba unida a otro recipiente con

e
e
U
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acetato 0.2 M, con lo que se establecía un gradiente de concentraciones lineal. La

bomba funcionó con un flujo de 1 ml/minuto.

6.5.4. Realización del análisis.

Las alícuotas liofilizadas del homogeneizado hipotalámico de rata se

reconstituyeron en 250 pi de tampón SS, y antes de ser pipeteadas al RíA se

diluyeron 1:200 con el mismo tampón. Se procedió de forma similar con las muestras

de cordero, reconstituyendo las alícuotas en 2 ml de tampón SS y diluyendo éstas

100 veces antes del ensayo. El rango de la curva patrón cubrió desde 1.25 hasta

160 pgltubo.

Después se añadieron el anticuerpo a una dilución final de 1:77000, y

5000 cpm/tubo de SS radiactiva. Toda esta mezcla se incubó 48 h a 40C. Finalmente

se pipeteó 1 ml de la suspensión de carbón dextrano para separar la fracción de

hormona libre de la hormona ligada. Se incubaron 45 minutos a 40C, y tras la

centrifugación, el precipitado obtenido correspondió a la fracción de hormona libre.

6.5.5. Validación del RíA.

La sensibilidad de este radioinmunoanálisis fue de 0.032 pg/tubo. La curva

media de SS es la que se representa en la figura 16.

Figura 16. Curva de SS (media ±SENO.
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6.6. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS.
• Se determinó el contenido proteico en los homogeneizados de la hipófisis, del

• hipotálamo y de la glándula submaxilar. El método empleado fue el descrito por
e

Bradford (1976), que se basa en la unión del azul brillante a las proteínas, lo que

• produce un desplazamiento de la absorción máxima del colorante de 465 a 595 nm.
e
U
• 6.6.1. Reactivos,.
• it Azul Brillante. Se preparó con 100 mg de Coomassie Briíliant Blue G-250 (Sigma),
e

disueltos en 47.5 ml de etanol absoluto o en 50 ml de etanol al 95%. También se
• añadieron 100 mIde ácido fosfórico 85% y se llevó todo a 1 litro de agua bidestilada.

Toda esta mezcla se filtró y se mantuvo a temperatura ambiente no más de dose
• semanas.
• * BSA fracción V. Con ella se prepara la curva patrón disolviéndola en el mismo
U

medio en que esten preparadas las muestras problema.

U
6.6.2. Realización del análisis.U

• Las hipófisis iban preparadas en solución salina y la glándula submaxilar en

• tampón fosfato 0.5 M pH3.4. Las alícuotas de hipotálamo se reconstituyeron en
U HCI 0.1 N. Tanto las muestras como la curva patrón, con un rango de 2 a

• 50 pg/tubo, se pipetearon en cubetas esmeriladas para espectofotómetro.

• Posteriormente se añadieron 2 ml del reactivo azul brillante y tras 15 minutos de
e incubación se leyó la Absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de

• 595 nm en un espectofotómetro U-1100 Spectrophotometer (Hitachi).

A partir de la curva patrón, dibujada en papel semilogaritmióo, se obtuvo una

• recta colocando en el eje de ordenadas la Absorbancia y en el de abscisas las

• cantidades de cada uno de los punto de la curva. En esta recta se interpolaron los

valores de Absorbancia de cada muestra problema y se obtuvieron lasU
• correspondientes concentraciones de proteínas.
e
e

6.6.3. Validación del método.
• La sensibilidad de este ensayo fue de 10 pg/ml. El coeficiente de variación

intraanálisis fue 1.84% y el de variación interanálisis de 5.05%.e
• La curva patrón de proteínas aparece reflejada en la figura 17.
e
e

e
U
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Figura 17. Curva de proteínas (media ±SEM).

qe

6.7. DETECCIÓN DE ARNm DE GH. qe
e)

6.7.1. Extracción de ARN.

Para el aislamiento de ARN de la glándula submaxilar se siguió el método de

Chomczynski y Sacchi (1987), que puede dividirse en las siguientes fases: e)qe
- Extracción del ARN del tejido mediante solución D, acetato, fenol y e
cloroformo, té

‘e
- Precipitación del ARN ya extraído, gracias a la adición de isopropanol.

- Reprecipitación con solución D e isopropanol. e
- Lavado del material precipitado con etanol. e)

qe
- Solubilización del ARN en H20 destilada estéril.

Primeramente, el tejido que había sido conservado a —80
0C desde el momento té

e)
de su extracción, se homogeneizó en 1.5 ml de solución O (Guanidin tiocianato 4 M, e
citrato de sodio 25 mM pH 7, N-lauril sacrosina 0.5% y mercaptoetanol 0.1 M) e
utilizando un homogeneizador (Tissumizer, Tekmar). De cada uno de estos ‘ee
homogeneizados se tomaron 2 alícuotas de 500 pi sobre las que se añadieron

sucesivamente 100 pi de acetato de sodio 2 M pH 4.1, 500 pi de fenol saturado con ‘e
eH

20 y 200 pi de una mezcla 49:1 de cloroformo-isoamiloalcohol. Toda esta mezcla se

mantuvo 15 minutos en hielo y a continuación se centrifugó 20 minutos a 13000 rpm ‘e

y a 4
0C en una centrífuga Fisher Modelo 235 C. tée

Tras esta centrifugación se obtuvieron dos fases, estando el ARN en la fase u,

superior (acuosa), mientras que el ADN y las proteínas se encontraban en la interfase ‘e
téy en la fase inferior (fenólica). Se tomaron 450 pi de la fase superior, con la que se

e
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continuó trabajando, siendo descartado el resto. Sobre esta fase acuosa se
• añadieron 500 pi de isopropanol y la mezcla resultante se dejó incubando durante 24

h a —700C, para que se produjera la precipitación del ARN extraído.e
• Transcurrido este tiempo, se centrifugaron las muestras 15 minutos en las

mismas condiciones que antes. Una vez descartado el sobrenadante, el precipitadoe
• se disolvió en 150 pi de solución D, mediante pipeteo repetido. Se añadieron 400 pi

• de isopropanol y se dejó precipitando todo esto 24 h a —700C (reprecipitación), al
U

término de las cuales el precipitado obtenido después de una nueva centrifugación se

• lavó con 250 pi de etanol. Se descartó de nuevo el sobrenadante y el precipitado se

dejó secar a temperatura ambiente. Una vez seco se reconstituyó en 40 pi de H
20

• bidestilada estéril y se midió la Absorbancia a 260 y 280 nm en un espectofotómetro

Shimadzu UV-1201 utilizando 5 pi de cada una de las muestras. El resto de ARN see
• conservó a —80

0C hasta el momento de su utilización.

• El cociente A
280 lA 280, denominado R, nos da el grado de pureza de nuestro

e• ARN, esto es, si existe o no contaminación con proteínas, ADN o restos de reactivos

• empleados, de tal forma que valores de R entre 1.8-2 indican mínima contaminación.

En nuestro estudio, sólo se utilizaron muestras de valores comprendidos en dichoU
• rango.

• La cantidad media de ARN obtenido fue de 6.29±1.2~iglmgtejido.
U

• 6.7.2. Síntesis de cADN por RT.

Una vez extraído el ARN de cada una de las muestras, se procedió a lae
• síntesis de una cadena de ADN mediante transcripción inversa (RT) (Chelly y cols

• 1988>, utilizando polidT como cebador y una enzima polimerasa denominada
e

transcriptasa inversa que forma ADN a partir ARN. Este ADN obtenido de denomina
• cADN porque es copia directa de ARN.

• Se emplearon 3 jxg de ARN de cada una de las muestras a las que se
e

añadieron 9.375 unidades de la enzima transcriptasa inversa del virus de la

• mieloblastosis aviar, MgCI2 5 mM, Tris-HCI 50 mM, KCI 50 mM, 0.01 unidades de

RNAsin, desoxinucleósidos trifosfato 1 mM y cebador oligodT 1.25 gM.

• Toda esta mezcla se incubó 25 minutos a 42
0C y posteriormente 5 minutos a

• 99 0C en un baño de agua. Finalmente las muestras se conservaron a —200C hasta sue
• utilización en la posterior etapa de amplificación.
e

e
U
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6.7.3. Amplificación del cAON mediante PCR.
A partir del cADN formado en la etapa anterior, se obtuvieron nuevas copias e

de ADN mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y cols 1986, té
Bloch 1991), utilizando la enzima polimerasa del microorganismo Thermus aquaticus, té

que es resistente a los cambios bruscos de temperatura a los que son sometidas las U

muestras durante este proceso (Eckert y Kunkel 1990). e
Se utilizaron dos cebadores específicos para el gen de GH de ratón, cuyas u,

secuencias, escritas en dirección 5’-3’, fueron: tété
e

1819 ACTGCTTGGCAATGGCTAC 1837 e
2812 ATCTTCCAGCTCCTGCATC 3016. qe

qe

qe
El segundo cebador contenía nucleótidos correspondientes a dos exones té

distintos y consecutivos separados por un intrón. e)
La reacción de PCR se realizó añadiendo sobre el 7.5% de la reacción de RT qe

los siguientes reactivos: Kcl 50 mM, Tris-HCI 10 mM, MgCI2 1.5 mM, ‘e
qe

desoxinucleósidos trifosfato 0.2 mM,1 gM de cada uno de los cebadores y 3 unidades e
de polimerasa. té

Todo esto se sometió a 30 ciclos consistentes en 1 minuto a 94
0C, 1 minuto a

qe
62 0C y 1 minuto a 72 0C, y además un ciclo final de 5 minutos a 72 0C. Estos ciclos ‘e

se llevaron a cabo en un termociclador Perkin Elmer Modelo GenneAmp 9600. té
u,
e

6.7.4. Análisis del producto de la PCR. e
Los productos resultantes de la reacción de PCR se analizaron mediante ‘e

e)
electroforesis en gel de agarosa al 1% con tinción de bromuro de etidio, lo que

permitió su observación a la luz ultravioleta. té
e

Se utilizaron 12 pi de ADN de la mezcla de reacción PCR, que se dejaron

correr durante 1 h en una cubeta de electroforesis GE 100 (Stratagene), a 100 V, ‘e

150 mA y 50 W. Finalmente el resultado se visualizó en un transiluminador U
e)

ultravioleta Fisher Modelo FB-TIV-88.
e
e
e
e)
U
u,
e
e)
e)
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• 7. DISEÑOS EXPERIMENTALES.
e 7.1. EXPERIMENTO 1: ESTUDIO DEL EFECTO DE DISTINTAS PAUTAS DE
• ADMINISTRACIÓN DE GHRH EN LA RATA MACHO NORMAL.e
e
• Con el fin de investigar el efecto de la administración dé GHRH en ratas
• machos normales, 28 ratas Wistar de 50 dias de vida fueron tratadas con dicho
U

péptido de forma continua (minibomba osmótica> o pulsátil (inyecciones). Los grupos
• experimentales fueron los siguientes:
e

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

• . it B (n7>: Infusión continua de GHRH (400 ¡xg/día) mediante una
e minibomba osmótica implantada subcutáneamente.
• it l-D (n=7): Inyecciones i.p. diarias de GHRH (100 ~±g/inyección)a las 10:00
e

y16:OOh.
• it l-A(n=7): Inyecciones i.p. alternas de GHRH cada 48h (100 j.ig/inyección)

• a las 10:00 y 16:00 h.

U
• El tratamiento duró 7 días, tras los cuales y a las 20 h de la última inyección

de GHRH tanto en el grupo con inyecciones diarias como en días alternos, lose
• animales fueron sacrificados.e

• 7.2. EXPERIMENTO 2: ESTUDIO DE LA RESPUESTA A LA ADMINISTRACION DE
• GHRH EN LA RATA MACHO DEFICITARIA EN GH.
e
• Continuando con la línea desarrollada en el objetivo anterior, se diseñó este

• segundo estudio utilizando un modelo de rata deficitaria en GH, obtenida por

• tratamiento neonatal con GMS. Se emplearon 29 ratas machos de 34 días de vida a
e las que se administró GHRH tal y como sigue a continuación:

e
• A) Ratas no tratadas neonatalmente con GMS

.

~ Control (n7): Inyecciones i.p. diarias de solución salina.

e
e
U
e
U
U

U
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B) Ratas tratadas neonatalmente con GMS (ratas GMS): u,
~ GMS (n7): Inyecciones i.p. diarias de solución salina ‘e
* GMS-B <n=7): Administración continua de GHRH mediante una minibomba u,

osmótica colocada subcutáneamente. e
* GMS-ID (n=7): Tratamiento diario con GHRH de forma pulsátil mediante ‘e

e
inyecciones i.p. diarias de GHRH. qe

it OMS-lA (n8>: Administración pulsátil de GHRH en dias alternos (cada 48h) e)
qe

mediante inyecciones i.p. u,

té

Tanto la dosis de GHRH administrada como la forma y la duración del e)‘e
tratamiento en este segundo estudio fueron las mismas que en el experimento 1. En u,

esta ocasión, los animales fueron decapitados 1 h después de la última inyección de ‘e

GHRH, tanto en el grupo GMS-ID como GMS-IA.
té
té

7.3. EXPERIMENTO 3: ESTUDIO A LARGO PLAZO DEL EFECTO DE LA u,
ADMINISTRACIÓN PULSÁTIL DE OHRH SÓLO O COMBINADO CON SS EN LA u,
RATA HEMBRA NORMAL. qe

qe

Tras no obtener resultados concluyentes en ratas machos, se decidió té

continuar los estudios en ratas hembras. En este nuevo diseño se incorporó además e
la administración de 55. 50 ratas hembras Wistar de 40 días de vida fueron u,

sometidas a los siguientes tratamientos: qe
e)
‘e

it Control <n=8>: 4 inyecciones s.c. diarias de solución salina, a las 9:00, 14:00, 17:00 té
y21:00 h. *e

qe

e
1 2 34 5 678 91011 12131415161718 l9Días qee

e
it GHRH (n9): 2 inyecciones s.c. diarias de GHRH a las 9:00 y 17:00 h. u,

té

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 Días e)
té

e)
u,
e
‘e
‘e
qe
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e

it GHRH 3 + 55 2 (n=8): En períodos de 5 días:

• 2 inyecciones s.c. de GHRH a las 9:00 y17:00 h, durante 3 días.e
• 2 inyecciones s.c. de SS (Sandostatín) a las 9:00 y 17:00 h, los 2 días

• siguientes.
U

ww~ __

• . ¼_ ti

• 1 2 34 5 678 9101112131415161718 l9Dias

e
• it GHRH + SS <n=8): Cada día 2 inyecciones s.c. de GHRH, a las 9:00 y 17:00 h, y

U 2 inyecciones s.c. de SS (Somiatón) a las 13:00 y 21:00 h.e

¡uU
U

1 2 34 5 678 91011 12131415161718 l9Dias

U
• e 4 GHRH (n=8» 4 inyecciones s.c. diarias de GHRH a las 9:00, 13:00, 17:00 y
e

21:00 h.
•• uU 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 Días

• it 4 55 <n=9>: 4 inyecciones s.c. diarias de SS (Somiatón) a las 9:00, 13:00, 17:00 y

21 :00 h.

e
U
U
• 123456789101112131415161718l9Días
e
• El tratamiento duró 19 días y las dosis empleadas fueron:e

- GHRH: 300 ¡xg/inyección.

• - SS Sandostatín: 2 gg/inyección.
U

- SS Somiatón: 100 ~.tg/inyección.

• Las ratas se mataron 2 h después de la última inyección de GHRH,
Sandostatín o Somiatón según el tratamiento correspondiente.

e
U
U
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7.4. EXPERIMENTO 4: ESTUDIO DE LA RESPUESTA DE LA RATA HEMBRA u,
DEFICITARIA EN GH A LA ADMINISTRACIÓN PULSÁTIL DE GHRH A LARGO u,
PLAZO. u,

qe
En vista de que la rata hembra parecía responder mejor que la rata macho a u,

nuestros tratamientos, se diseño este nuevo estudio empleando ratas deficitarias en té
e)

GH tras tratamiento neonatal con GMS, con motivo de conocer el efecto de las

inyecciones de GHRH. 25 ratas hembras Wistar, de 24 días de vida, se distribuyeron u,
de la siguiente forma:

e
qe

A) Animales no tratados neonatalmente con GMS: té
‘e

it Control (n10>: inyecciones ip. diarias de solución salina a las 10:00 y
16:00 h. ‘e

té
e

6) An¡males tratados neonatalmente con GMS (ratas GMSJ: e
* GMS (n7>: inyecciones i.p. diarias de solución salina a las 10:00 y 16:00 h. qe

qe
* GMS-GHRH (n=8): inyecciones i.p. diarias de GHRH(100 gg/inyección), a u,

las 10:00 y 16:00 h. ‘e
e
té

El tratamiento con GHRHse mantuvo durante 36 días. La última inyección de u,
GHRHfue 1 h antes de sacrificar a los animales. té

e
‘e
e
*
e
e
e
e
e
‘e
qe
e
té

e)
e)
té
e
e)
e)
té
e)
e
e
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7.5. EXPERIMENTO 5: ESTUDIO DE LA RESPUESTA EN LA RATA HEMBRA
NORMAL Y DEFICITARIA EN GH A LA ADMINISTRACIÓN CONTÍNUA A LARGO
PLAZO DE GHRH SÓLO O COMBINADO CON SS.

Una segunda fase en el estudio de la regulación de la secreción de GHen la

rata hembra fue investigar el comportamiento de dichos animales ante la

administración continua de GHRH. Para ello se utilizaron 37 ratas hembras Wistar,

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

A) Ratas no tratadas con GMS (ratas contml>

:

6) Ratas tratadas neonatalmente con GMS (ratas GAAS)

:

El tratamiento comenzó a los 36 días de vida. La dosis y la forma de

administración de cada droga, durante los 21 días que duró el experimento, fueron

las siguientes:

- GHRH: infusión continua, mediante un pellet st., que

GHRH/día.

- SS (Sandostatin): 1 inyección diaria s.c. de 2 ~.tg/díaa

81

liberaba 600 ~xgde

las 17:00 h.
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A los animales de los dos grupos control se les implanté un pellet de placebo. u,
El tiempo transcurrido entre la última inyecciones de SS y el sacrificio fue 20 h. ‘e

Un día antes del sacrificio de los animales, se realizó una prueba de estímulo con
e

GHRH, procediéndose tal y como se detalló en el punto 2.3 de Materiales y Métodos.. u,
e)

7.6. EXPERIMENTO 6: EFECTO A LARGO PLAZO DE DISTINTAS FORMAS DE
ADMINISTRACIÓN DE GHRH SÓLO O COMBINADO CON SS EN CORDEROS. ‘ee

e
Para optimizar el modelo animal y su respuesta al tratamiento con GHRHy u,

SS, se disefió este nuevo experimento utilizando 35 corderos machos de 2 meses de e
vida, a los que se sometió a los tratamientos que aparecen a continuación, e)

u,
‘e
qe

F¡W3HRW1 PeIlet GHRH+ ss ‘e
n=7 ‘e

‘e
e)
u
e
qe
qe

Inyecciones GI-IRH +553 ‘e
lnyecc n=7 ¡ ‘e

~GHR§
_________________ e

Control ‘e
n=7 ‘e

e
e)
e

Este estudio duró 21 días y las dosis y forma de administración de GHRHy SS u,

fueron como sigue: e)
‘e

- Pellet GHRH: Infusión continua de 1200 ~g de GHRH/día mediante un pellet ‘e

de liberación lenta colocado en cada uno de los animales. e)
- GHRH: Inyecciones s.c. diarias de 250 ~.igde GHRH/inyección, tres en el tée

caso del grupo Inyecciones GHRH (a las 9:00, 12:00 y 17:00 h) y dos en el grupo e)

Inyecciones GHRH+SS(a las 9:00 y 15:00 h).
té

- SS: En el grupo PeIlet GHRH+SS, la SS era de larga duración (Sandostatín>, u,

y el tratamiento consistió en una inyección diaria de 20 gg, a las 17:00 h. La SS ‘e

administrada a los animales del grupo Inyecciones GHRH+SSera de corta duración
té

(Somiatón), y se hizo en forma de 2 inyecciones s.c. de 250 ¡xg/inyección, a las 12:00 qe

y 17:00 h. ‘e
‘e
té

82 ‘e
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e
Los animales control llevaron un pellet de placebo durante todo el estudio. A

U todos los animales se les realizó semanalmente una prueba de estímulo con GHRH
e

1 h después de la inyección de GHRHde las 9:00. Tras los 21 días de tratamiento,

• los corderos fueron decapitados a las 20 h de la última inyección de GHRH o SS

• correspondiente.
U
U
• 7.7. EXPERIMENTO 7: ESTUDIO DE LA ADMINISTRACIÓN CONTINUA A LARGO
• PLAZO DE GHRH MEDIANTE BOMBAS OSMÓTICAS EN CORDEROS.
e

Con el fin de profundizar en los efectos de la infusión continua de GHRH en ele
• cordero, se diseñó el siguiente experimento utilizando minibombas osmóticas como

• medio de administración continua de GHRH.

Se utilizaron 21 corderos machos de 2 meses de edad, divididos en 3 gruposU
• experimentales:
e
e
e
•
e
e

Bomba GHRH+SS

• ~RH
e

e
• En los grupos experimentales Bomba GHRH y Bomba GHRH+SS la dosis de
U

GHRH liberada por la bomba osmótica fue de 900 gg/día. Además a los corderos del
• grupo Bomba GHRH+SS se les administró diariamente una inyección s.c. de 20 jg

de SS de larga duración (Sandostatín> a las 17:00 h. El grupo control llevó una

• bomba osmótica, rellenada con solución salina, durante todo el experimento.

• También en este caso, los corderos fueron sometidos a un test de respuesta a
e

GHRHcada semana, tomándose muestras basalmente y tras 10, 20 y 30 minutos

• tras la inyección de GHRH.

• El tratamiento duró un mes, transcurrido el cual los animales fueron
e
• decapitados a las 20 h de la última inyección de Sandostatín.

e
e
• 83
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En los experimento descritos anteriormente, las ratas fueron pesadas u,
diariamente y los corderos cada 2-3 días. En los experimentos 4 y 5 también se e
determinó la longitud tibial por Microknemometria. Una vez finalizado el período de ‘ee
tratamiento, los animales se sacrificaron e inmediatamente se les recogió la sangre ‘e

troncular, el hipotálamo y la hipófisis. En el experimentos 5, las hipófisis se pesaron

inmediatamente después de ser extraídas. ‘e‘e
Asimismo, se determinaron mediante RíA el contenido hipotalámico de GHRH u,

y de SS, el contenido hipofisario de GHy los niveles plasmáticos de GHe IGF-l. ‘e
‘e
‘e

7.8. EXPERIMENTO 8: REGULACIÓN DE LA SECRECIÓN DE GH EN TEJIDOS té
EXTRAHIPOFISARIOS SOMETIDOS A ALTAS DOSIS DE GHRH. ‘e

té

Con objeto de ver si la GHRH también regula la secreción de GH en otros ‘e
‘e

tejidos distintos de la hipófisis, se realizó el presente experimento en ratones Ames,

implantándoseles un cuarto de pellet de GHRH en la glándula submaxilar. Se té

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

3 e
‘ee
e
e
‘e
e
‘e9L ‘eté
té

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

Los cuartos de pellet de GHRH contenían 1.25 mg de GHRH, lo que les ‘e‘e
proporcionó una dosis diaria de 21 ~.ig.El tratamiento fue de 60 días. Antes de ‘e

procederse al sacrificio de los animales, se tomaron muestras de sangre directamente ‘e
qe

del corazón y se extrajeron ambas glándulas submaxilares. Luego los ratones fueron

decapitados. Se determinaron mediante RíA los niveles de GH en el plasma y en la té

glándula submaxilar. También en dicho tejido se analizó la expresión del gen de GH tée
mediante RT-PCR. u,

e
‘e
‘e
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e
• 8. ANÁLISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

En todos los casos los datos se representaron como la media ±SEM.e
• Tanto para el análisis de los datos de peso corporal y de longitud tibial como

• para el de los niveles hormonales en los experimentos 1, 2. 3, 6 y 7 se empleó el
e ANOVA factorial de 1 vía seguida del test de Scheffe como test a posteriori. Además

• en el experimento 2 previamente al ANOVA se realizó un test t-Student entre los

grupos control y GMS. En el experimento 5 se utilizó el ANOVA factorial de 2 vías, y
cuando existió interacción significativa entre los dos factores principales se prosiguió

• el estudio con un ANOVA de 1 vía o un test t-Student.

En los experimentos 4 y 8, todo el análisis estadístico se hizo mediante

• un test t-Student.

• En el análisis de los test de estímulo con GHRHse empleó un ANOVAde

medidas repetidas de 2 vías seguido de ANOVA factorial de 1 vía y test de Scheffe o

• test t-Student en los experimentos 6 y 7 y un test t-Student pareado en el

• experimento 5.

e

U
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Resultados

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

1.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE GHRH.

Ninguna de las pautas de administración de GHRH

significativos en el contenido hipotalámico de GHRH tras

tratamiento (figura 18).

Figura 18. Contenido hipotalámico de GHRH en los distintos grupos experimentalÉ.
T-D=Inyecciones diarias de GHRH, I-A=Inyecciones de CHRHen días alternos.

produjo cambios

una semana de

B=Bomba GHRH,

1.2. CONTENIDOHIPOTALAMICO DE SS.

La figura 19 muestra el contenido hipotalámico de SS. ‘No aparecieron

variaciones significativas en dicho parámetro tras los distintos tratamientos con

GHRH durante los 7 días que duró el estudio.

Figura 19. Contenido de SS en los hipotálamos de los diferentes animales.
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1.3. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.

Los niveles hipofisarios de GH se analizaron determinándose el contenido

hipofisario total de GH (p.tg GH/hipófisis) y la concentración hipofisaria de GH

referida al contenido proteico en dicho tejido Qig GH/mg proteína). Ninguno de los

tratamientos indujo cambios significativos ni en el contenido de GH ni en la

concentración hipofisaria de GHreferida a mgde proteínas (figura 20).

e
Figura 20. Contenido total de CH en las hipófisis extraídas al final del tratamiento. té

e
e

1.4. NIVELES PLASMATICOS DE GH.

Todas las pautas de administración de GHRH utilizadas produjeron un

incremento en los niveles plasmáticos de GH respecto al grupo Control, aunque sólo

lo hicieron de forma significativa las ratas de los grupos 8 e l-D (pc0.05). El

aumento producido en el grupo E fue además significativamente mayor que en

grupo 1-A (pc0.05> (figura 21).

e)

té
e
‘e
u,
e
e
‘e
té
e)
e
e)
té
e
e
e
e
‘e
qe
té
e
e

Figura 21. Niveles de CH en el plasma obtenido al final del experimento tras la decapitadón.
* p<O.05 Vs grupo Control, • p-<O.05 vs grupo 1-A..
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Resultados

1.6. NIVELES PLASMATICOS DE IGF- 1.

En la figura 22 aparecen los niveles plasmáticos de IGF-l al final del

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

fJControl nB ~l-D ml-A

Figura 22. Niveles plasmáticos de iGF-i tras una semana de tratamiento con GI-IRI-I.

1.6. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL.

Como puede verse en la tabla 5, no hubo diferencias significativas ni en el

peso alcanzado al final del experimento ni en el incremento de dichó parámetro tras

los distintos tratamientos.

tA Xi 261.0±3.6 312.4±7.57 51.29±4.2

Tabla 5. Evolución ponderal de los diferentes grupos experimentales.

1400

1200
j 1000

800

o 600
o, 400
e

200

o

?,sqilnab(O)t iócreh,énio béo~i(~
Cantro 260.0±4 304.8±5.~ 4?.58±14

.

a 259.7±2.5..; 3027±3.61 43.02±t9
l-D 259.4±4.7 305.2±7.89 45.86±3>8
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2. EXPERIMENTO 2: EFECTO DE LA GHRH EN LA RATA e
MACHO DEFICITARIA EN GH. té

e
e

2.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS. u,
La figura 23 muestra el contenido de SS en los hipotálamos de los ratas al

u,
final del experimento. Todos los grupos mostraron niveles similares en este

parámetro. e)
e
té
e
té

té
u,
e
e)

qe

e
e
e
e
e
e
e

Figura 23. Niveles de SS en los hipotálamos de los diferentes grupos. B=Bomba GI-IRH, ID=Tnyecciones ‘e
diarias de GHRH, LA=Inyecciones de GHRH en días alternos. u,

e)
qe

té
2.2. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH. u,

El contenido total de GHen las hipófisis de las ratas tratadas neonatalmente té

con GMS fue significativamente menor (p<0.01) que en las del grupo Control.
qe

Ninguno de los tratamientos a los que fueron sometidos las ratas GMS modificó qe

significativamente el contenido hipofisario de GH respecto a los animales del grupo e
‘e

GMS sin tratamiento. Los niveles del grupo GMS-B fueron significativamente u,
mayores (p’tO.05) que los del grupo GMS-IA (figura 24a). qe

En la figura 24b se representa la concentración hipofisaria de GHImg
‘e

proteína en los distintos grupos. No se encontraron diferencias significativas ni entre u,

el grupo Control y los animales tratados neonatalmente con GMS ni entre los e
distintos grupos de ratas GMS entre sí. ‘e

té
e
e
e
e
e
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e

e
e

e
e
e
e

e
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e

e
e
e

Figura 24. Contenido hipofisario de CH (a) y concentración de CH/mg proteína (LO en las hipófisis de
• los diferentes animales tras una semana de tratamiento. * p< 0.01 vs grupo Control. • p<O.05 vs grupo
•
e
• 2.3. NIVELES PLASMATICOS DE Gil.
e

Las ratas tratadas neonatalmente con GMS presentaron niveles plasmáticos

• de GH significativamente menores (pcO.05> que las del grupo Control. No hubo

diferencias significativas entre los diversos grupos GMS, aunque todos los

• tratamientos llevados a cabo tendieron a aumentar los valores de GH en plasma,

• sobre todo las inyecciones de GHRH en días alternos (figura 25).

• 2.4. NIVELES PLASMATICOS DE IGF- 1.

• Las ratas GMS mostraron unos niveles plasmáticos de IGF-l

• significativamente menores (p<O.OOl) que el grupo Control. No se encontraron

• diferencias significativas entre los diferentes grupos tratados con GMS tras la

semana de estudio (figura 26).e
e
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Figura 25. Niveles plasmáticos de CH al final del experimento. • pc0.OS vs grupo Control.

Figura 26. Niveles plasmáticos de ICF-I tras 7 diasde experimentación. • p=O.OO1Vs grupo Control.
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~Pesoinicial (g) Peso final (g~ Inéfemeoto pesd(g

)

trol 120.6±1.5 163.1±4.5 42.5±3.3
GMS 97.7 ±..4* 1.3.Q.4 ±5.5 * 32.7±2.6*

GMS-B 97,3.±4.3 * 131.7 ±5.5* 34.4 ±2.3*

GMS-iD 99.3 ±2.8* 139.0 ±6* 39.7±4.7

GMS-IA 93.2±2* 128.0±2.4* 34.7 t 2

Resultados

• 2.5. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL.

• El tratamiento neonatal con GMS disminuyó significativamente el peso

corporal (pcO.05) respecto al grupo Control, lo que fue patente desde el inicio (34

• días de vida) hasta el final del experimento, tras 7 días de tratamiento. Todos los

grupos GMS, excepto el tratrado con inyecciones diarias de GHRHI presentaron un
e

incremento de peso significativamente menor que el grupo Control (pcO.05>. No se

• encontraron diferencias significativas ni en el peso corporal ni en el incremento
e ponderal al final del tratamiento entre los distintos grupos de ratas tratadas con

• GMS, siendo en ambos casos los valores del grupo GMS-iD los mayores y más
• próximos a los del grupo Control (tabla 6).

e

e
e
e

e

• Tabla 6. Evolución ponderal de los diferentes grupos experimentales. * p~cO.05 vs grupo Control.

e

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

3.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS.

• La figura 27 representa el contenido hipotalámico de SS tras los diferentes

tratamientos realizados. En todos los grupos, excepto la combinación diaria de

• inyecciones de GHRH y de SS (grupos GHRH+SS y GHRH 3+SS 2), disminuyó
• significativamente este parámetro respecto al grupo Control. Los valores mínimos se

obtuvieron tras la administración diaria de 4 inyecciones de GHRH o de SS (grupos

• 4 GHRH y 4 55 respectivamente), siendo el contenido de SS en el hipotálamo de

estas ratas significativamente menor (p’<0.OS) que en las ratas Control y en las dele
• grupo GHRH+SS (figura 27).
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Figura 27. Niveles de SS en el hipotálamo después de 19 días de estudio. * p<O.05 vs
O p<O.O5 vs grupo GHRH+SS.

grupo Control,

3.2. NIVELES HIPOFISARIOS DE Gil.

Tras analizar los niveles de GH en las hipófisis se observó que ninguno de

los tratamientos produjo cambios significativos respecto al grupo Control ni en el

contenido hipofisario ni en la concentración hipofisaria de GH/mg proteína. En

ambos casos los valores más altos fueron los de los grupos GHRH 3+55 2 y 4

GHRH. En la figura 28 se presenta el contenido hipofisario total de GH.

Figura 28. Contenido de CH en las hipófisis recogidas al final del experimento.
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3.3. NIVELES PLASMÁTICOS DE GH.

Los grupos 4 GHRI-I y GHRH4-SS mostraron unos niveles plasmáticos de GH

significativamente menores (p.c0.05) que el grupo Control al final del estudio. El

grupo GHRH+SS fue el que presentó los valores más bajos, siendo también
significativamente menores que los de los ratas de los grupos GHRHy 4 SS (figura

29).

Figura 29. Niveles plasmáticos de CH. * p~c0.05 Vs grupo Control,• p-<O.05 vs grupo GHRH, • p.cO.O5
grupo 4 SS.

3.4. NIVELES PLASMÁTICOS DE IGF- 1.

En la figura 30 se muestran los niveles de IGF-l en plasma. Como puede

observarse, todos los grupos mostraron valores similares de dicho parámetro.

Figura 30. Niveles de 16V-! en el piastra obtenido al final del período de tratamiento.
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3.6. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL. ‘e
Prácticamente desde los primeros dias de tratamiento las ratas del grupo ‘e

e
4 55 presentaron un peso corporal menor, aunque sólamente las ratas de los ‘e
grupos 4 GHRH y GHRH+SS fueron significativamente mayores (pc0.05 > que u,

éstas, tanto en la primera semana de tratamiento (47 días de edad) como al término ‘e
e

del estudio. Entre el resto de los grupos no se encontraron diferencias significativas u,

en ninguno de los períodos estudiados (figura 31>. e)

Para analizar el incremento de peso corporal de este experimento, se ‘e
e)

estudiaron los valores obtenido tras la primera semana de tratamiento y al final del u,

mismo, después de 19 días. e
eEn la primera semana el incremento máximo se dió en los grupos 4 GHRH y u,

GHRH+SS, aunque en ambos casos sólo fue significativamente mayor (pc0.05> que e
el hallado en el grupo 4 55. Respecto al resto de los grupos no se encontraron té

qe
diferencias significativas. u,

Al final del experimento, el mayor incremento de peso apareció en el grupo e
té

4 GHRH, siendo significativa esta diferencia unicamente frente a los grupos Control,
GHRH 3+SS 2 y 4 55 (p<0.05). También las ratas del grupo GHRH+SS presentaron u,

un incremento significativamente mayor (pc0.O5) que las del grupo 4 55 (tabla 7). e
e
e
‘e
e

_______________________________________ e
_____________ e

té
‘e
‘e
‘e
té

_____________ e
e
‘e
té
‘e

_______________________________________ e
e
e
té

‘e
e

Figura 31. Evolución del peso corporal durante 19 días de tratamiento, desde los 40 hasta los 58 días ‘e
de vida. • p<O.05 vs grupo 4 SS.

u,
e)

98 e
e
e
*

250 -‘

225 -

CI

200-

o
cs— 175-o

150
4,o.

~25 -

o
35 6040 45 50

Edad (días>
55

—4——Control

—&---GHRH 3+352 e

—A-— GHRH4GS e

483

e

e

1—



Resultados

4.S . 28.8±1.2 68.3±3.1

Tabla 7. Incremento del peso corporal tras 7y 19 días de tratamiento. * p’<O.05 Vs grupo Control,
4 p<O.O5 vs grupo GHRH 3+sS 2, • p<0.05 15 grupo 455.

4. EXPERIMENTO 4: ADMINISTRACIÓN PULSÁTIL DE GHRH A
LARGO PLAZO EN LA RATA HEMBRA DEFICITARIA EN GH.

4.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS.

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

contenido de SS en los hipotálamos extraídos al acabar las 5 semanas de

tratamiento, respecto al grupo Control.

Figura 32. Contenido hipotalámico de SS de cada uno de los grupos.
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4.2. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.

En la figura 33 aparecen el contenido hipofisaño (a) y la concentración

hipofisaria de GH/mg proteína (b) en cada uno de los grupos experimentales.

En ambos parámetros, el grupo GMS mostró niveles menores que los grupos

GMS-GHRH y Control, aunque sólo fueron diferentes significativamente (p<O.05

respecto a ambos grupos) los contenidos hipofisarios. El contenido hipofisario de

GH del grupo GMS-GHRH fue ligeramente inferior al del grupo Control, pero esta

diferencia no fue significativa.

Figura 33. Contenido de CH (a) y concentración hipofisaria de CH/mg proteína (1’) en las hipófisis de
los diferentes animales tras 5 semanas de tratamiento. • p<O.05 Vs grupo Control, • p< 0.05 Vs grupo

GMS-CHRH.
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4.3. NIVELES PLASMATICOS DE Gil.

La figura 34 muestra los niveles plasmáticos de OH en los diferentes grupos.

Los dos grupos tratados con OMS presentaron valores significativamente más bajos

(pcO.05> que el grupo Control. No hubo diferencias significativas entre ambos

grupos inyectados neonatalmente con GMS.

Figura 34. Niveles plasmáticos de CH al final del período estudiado. * p< 0.05 v~ grupo Control.

4.4. NIVELES PLASMATICOS DE iGF- 1.

El tratamiento neonatal con GMS provocó una disminución significativa
(pc0.05> de los niveles plasmáticos de IGF-l. No se encontraron diferencias entre

los valores de los dos grupos tratados con OMS (figura 35).

Figura 35. Niveles plasmáticos de ICF-I después de las 5 semanas de tratamiento) • p< 0.05 Vs grupo
Control.
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té
e

4.6. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL e
En la figura 36 aparece la evolución del peso corporal a lo largo de todo el té

experimento. Todas las ratas se comportaron de la misma manera durante la e
primera semana (32 días de vida) y no fue hasta los 46 días, esto es, trascurridas 3 u,

semanas de tratamiento, cuando aparecieron las primeras diferencias ponderales.
eEl grupo GMS presentó valores significativamente menores que el grupo

Control a las 3 semanas (137 ±5 g vs 154.1 ±4.7 g, p’<0.05), y que los grupos ‘e

Control y GMS-GHRH al final del experimento (179.1 ±6 g vs 197.3 ±5 g en el té‘e
grupo Control y 195.6 ±5 g en el grupo GMS-GHRH, p<0.05). A los 46 días, el ‘e

grupo GMS-GHRH presentaba unos valores ligeramente inferiores a los del grupo ‘e
té

Control (142.3 ±3.6 g vs 154.1 ±4.7g), aunque no hubo diferencias significativas u,

entre ambos grupos al final del experimento.
e

En este experimento, se estudió el incremento del peso corporal al final de la u,

1 y 3a semanas de tratamiento, y también después de todo el estudio. En la V ‘e

semana de tratamiento todos los animales aumentaron su peso en la misma ‘e
e

proporción. Tras 3 semanas, el incremento de peso de las ratas de los dos grupos ‘e

tratados neonatalmente con OMS fue igual y en ambos casos significativamente ‘e
‘emenor (p.c0.05) que el de las ratas del grupo Control. A las 5 semanas los grupos

Control y GMS-GHRH se comportaron de forma similar, mientras que el grupo OMS u,

incrementó su peso de forma significativamente menor que los grupos Control y té
e

GMS-GHRH (p<0.05 en ambos casos). Todos estos datos aparecen reflejados en la

tabla 8. ‘e
e
‘e
‘e
‘e
‘e
e)
e
té

.GMS,GHRH . .34.7±1.3 . 937±3.4 * 147.0±4.4 ‘e
e

Tabla 8. Incremento del peso corporal tras 1, 3 y 5 semanas de tratamiento. • p< 0.05 vs grupo e)
Control, • p< 0.05 n grupo GMS-GHRH. e)

‘e
e
‘e
té
e
‘e
e
‘e

102 té
e)

té
té

Incremento peso semana 3senarias 55
<g) <it 1 emanas

Control.. 34.3±1.3 105.5±2.8 1487±32
OMS 32.0±1.3 87.7±3.8* 129.8±4.9*@
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Figura 36. Evolución del peso corporal desde los 25 (comienzo del tratamiento diario con GHRH) hasta
los 60 días de vida. • p<O.OS vs grupo Control. • p~cO.O5 vs grupo GMS-GHRH.

4.6. EVOLUCIÓN DE LA LONGITUD TIBIAL.

La figura 37 muestra el crecimiento tibial diario, determinado por

microknemometría, en los 3 grupos estudiados.

Hasta el final del tratamiento no hubo diferencias significativas entre los

diferentes grupos, a pesar de que ya desde las 3 semanas de iniciado el estudio (46

días de vida) la longitud tibial del grupo Control tendió a ser mayor que la del grupo

OMS, aunque no de forma significativa (38 ±0.4 mm vs 39.2 ±0.4 mm, p=0.056). Al

término del estudio, todas las ratas tratadas neonatalmente con OMS presentaron

una longitud tibial significativamente menor que el grupo Control (42.2 ±0.4 mm en

el grupo OMS y 42.8 ±0.3en el grupo OMS-GHRH vs 44 ±0.4 en el grupo Control,

p<0.05). A lo largo de las 5 semanas de tratamiento los dos grupos tratados con

OMS presentaron valores parecidos.

En los tres períodos estudiados, el incremento de longitud tibial en los

grupos tratados neonatalmente con OMS fue significativamente menor (p>c0.05> que

en el grupo Control. No se encontraron diferencias en el incremento de longitud de

los grupos OMS y GMS-OHRH en ninguna de las etapas estudiadas (tabla 9).
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Figura 37. Longitud tibial desde los
comienza en 25 mm para clarificar los resultados. • p<O.05 vs grupo Control.

25 hasta los 60 días de vida. La escala del eje de ordenadas

qe

e)
e

GMS-lnyecciónOHRH 3.92±0A2* 10.21 ±0.18* 14.74±0.17*

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

6.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS.

En la figura 38 aparecen los niveles de SS en los hipotálamos de las ratas

en los diferentes grupos. Aunque tras todos los tratamientos llevados a cabo desde

los 36 días de vida (tratamientos postpuberales) los niveles de lés ratas de los

grupos GMS (GMS, GMS-GHRH y GMS-GHRH+SS) aparecen ligeramente

disminuidos respecto a los grupos contml (Control, Control-GHRH y Control-

GH RH+SS), estas diferencias no fueron significativas.

Ninguno de los tratamientos postpuberales indujo variaciones ni

de los grupos tratados neonatalmente con GMS ni en las ratas dejos

recibieron inyecciones neonatales de salino.

Figura 38. Contenido de SS en los hipotálamos extraídos en el momento de la
semanas de tratamiento.

en las ratas

grupos que

decapitadón. tras 3

6.2. PESO DE LAS HIPÓFISIS.

Al analizar estadísticamente este parámetro (mg hipófisislloO g peso

corporal> se obtuvo interacción significativa (pcO.05) entre los dos factores

estudiados: tratamiento neonatal (Salino, GMS) y tipo de tratamiento postpuberal

(Salino, GHRH y GHRH+SS).

Todas las ratas tratadas neonatalmente con GMS presentaron un peso de

las hipófisis significativamente menor (p<O.OOl) que sus correspondientes animales

de los grupos contml. Ninguno de los tratamientos llevados ~ cabo provocó
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diferencias significativas ni en los animales control ni en los tratados neonatalmente

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

rigura 39. Peso
~ control.

de las hipófisis en cada uno de los grupos experimentales. * p< 0.01 vs respectivo

5.3. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.

En la figura 40a se muestra el contenido total de GH en la hipófisis (a) y la

concentración hipofisaria de GH/mg proteína (b) al final del experimento. Tras

analizar ambos parámetros se obtuvo interacción significativa (pcO.05) entre el
tratamiento neonatal y el tratamiento postpuberal.

En lo que se refiere al contenido total de GH en las hipófisis, éste fue
significativamente menor (p<O.05) en todos los grupos de ratas GMS respecto a sus

correspondientes grupos contml (figura 40a). Por otro lado, como podemos ver en la

figura 40b, unicamente el tratamiento con GHRH de forma continua produjo un

aumento significativo (pcO.05) de la concentración hipofisaria de GH/mg proteína en

las ratas control respecto a su correspondiente grupo de ratas tratadas con GMS.

Ninguno de los tratamientos efectuados postpuberalmente alteró este

parámetro en ninguno de los grupos, aunque el tratamiento diario con GHRH tendió

a aumentarlo en los animales Control-GHRH.
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5.4. NIVELES PLASMATICOS DE GH TRAS LA PRUEBA DE ESTIMULO CON

GHRH.

En la figura 41 se representan los niveles de GH plasmática alcanzados tras

la inyección de GHRH en los animales de los gruposcontrol (a) y GMS (14.

Ninguno de los grupos control aumentó significativamente sus niveles a los

5 minutos de inyectado el estímulo respecto al nivel plasmático basal. Dentro de los

an¡males GMS, únicamente el que no recibiá ningún tratamiento postpuberal (grupo

GMS) respondió significativamente al estímulo.

Figura 41. Niveles plasmáticosdeGH basalesy trasestimulaciónagudacon CHRH en los grupos control
(a)y GMS (b). • p< 0.05Vs respectivobasal.
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5.5. NIVELES PLASMATICOS DE GH TRAS EL SACRIFICIO.

Existió interacción significativa (pcO.05) entre los factores tratamiento

neonatal y el tipo de tratamiento postpuberal.

Dentro de las ratas de los grupos control, el tratamiento con GHRH produjo

un aumento significativo (pcO.a5) de este parámetro, respecto a los otros dos

grupos. Todos los animales de los grupos GMS mostraron niveles similares de GH

en plasma (figura 42).

Las ratas GMS tratadas con GHRH o GHRH+SS presentaron niveles

plasmáticos de GH significativamente menores (pcO.05) que sus respectivos

animales de los grupos control al final del experimento. Aunque los valores del

grupo GMS fueron menores que los del grupo Control, esta diferencia no fue

significativa.

Figura 42. Niveles de Gil en el plasmaobtenido en el momentodel sacrificio. * p.’

animalesde los grupos control. • p< 0.05 Vs grupo Control-Salino, O p< 0.05,
CHRH+SS.
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5.6. NIVELES PLASMATICOS DE IGF- 1. *
Si bien el tratamiento neonatal con GMS provocó un descenso significativo *

*
(p<O.OO1) en los niveles plasmáticos de IGF-l respecto a los animales de los grupos
control, ninguno de los tratamientos postpuberales produjo diferencias significativas e
dentro de los grupos control y GMS (figura 43). *

*
ql
e
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e

Figura 43. Niveles plasmáticosde TGF-i en los diferentes grupos al final del período de estudio. «4
• p< 0.001vs animalesde los grupos control. «4

*

5.7. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL. e
e

Como se aprecia en la figura 44, que muestra el peso corporal diario desde e
los 36 días (inicio del tratamiento) hasta los 56 días de edad (final del mismo), los *

e
animales tratados neonatalmente con GMS presentaron un peso corporal e
significativamente menor (p.cO.O01) que las ratas de los grupos control, durante todo e
el experimento, aunque en ninguno de los casos hubo diferencias entre los «4

e
distintos tratamientos. e

Para el estudio del incremento de peso corporal en este experimento, se *

compararon los valores de este parámetro en los diferentes grupos a la semana y al «4e
final del tratamiento después de tres semanas. En lo que se refiere a los e
incrementos de peso en la primera semana y tras todo el experimento, todos los «4

animales tratados neonatalmente con GMS presentaron en ambos casos unos «4e
valores significativamente menores (pcO.001) que los de las ratas de los grupos e
control. Los tres grupos control mostraron valores parecidos en los dos períodos e

e
estudiados. Asimismo, ninguno de los tratamientos indujo diferencias dentro de los e
grupos GMS tras una o tres semanas de tratamiento (tabla 10). *

e
e
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e
e
e

e
e
e ___________________________

e
e
e
e
e _______________

e
e
e
e
e _______________

e
e ___________________________

e
e
e
e

Figura 44. Evolución del pesocorporal durante3 semanasde tratamientocon

GHRH soloojunto conSS. * p-<O.OOl vs animalesde los grupos control.

e
e
e
e
e
e
e
e
e
e

diferentes pautasde

Tabla 10. Incrementodel pesocorporaltras 1 y 3 semanasde tratamiento.* p.<O.OOl Vs animalesde
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5.8. EVOLUCIÓN DE LA LONGITUD TIBIAL.

La figura 45 muestra la evolución diaria de la longitud tibial. Como puede

verse, el tratamiento neonatal con OMS redujo de forma significativa (p<O.OO1) la

longitud de la tibia. Esta circunstancia se manifestó claramente desde el inicio del

tratamiento y se mantuvo durante todo el período de estudio. Ninguno de los

tratamientos llevados a cabo a partir de los 36 días de edad provocó diferencias ni

entre los grupos control ni entre las ratas de los gruposGMS.

En la tabla 10 aparecen los incrementos de longitud a la semana y a las 3

semanas de iniciados los estudios. En ambos períodos se observó que las ratas de

los grupos GMS presentaban un incremento de longitud significativamente menor
(pcO.01) que las ratas control. No aparecieron diferencias como consecuencia de

los tratamientos postpuberales en los distintos grupos de las ratas control.

Igualmente, todos los grupos de ratas tratadas neonatalmente con GMS se

comportaron de la misma forma (tabla 11).

46

44

E 42
£40

.2

.0
z 38
‘u
336
ff34
o

32 -

30

30 35 40 60
Edad

45 50 55

(días)

Figura 45. Evoluciónde la longitud tibial desdelos 36 hastalos 56 díasdevida. * p<O.OOlvS animales
de los grupos controL
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Incremento longitud
(mm) 1 semana 3 semanas

Control .3.02 ±0.18 . . 7.54 ±0.13

Control-GHRH 3.30±0.32 . 8.02±0.41.
Control-GHRH+SS 2.98±0.13 7.81 ±0.14
GMS 2.60±0.151 7.07±0.21 1
GMS-GHRH - 2.27 ±0.2 ¡* 6.41 ±0.31 ¡ *

GMS-GHRH+SS - 2.52±0.24—~ 6.71 ±0.18~

Tabla 11. Incrementodelongitud tibial despuésde 1 y 3 semanasdetratamiento.*, pcO.O1 vs animales
delos grupos controL

6. EXPERIMENTO 6: EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE
GHRH Y SS A LARGO PLAZO EN CORDEROS.

6.1. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE GHRH.

Los niveles de GHRH en el hipotálamo se expresaron en forma de

ng GHRH/mg proteína para minimizar el efecto de la heterogeneidad en el tamaño

de las muestras.

Aunque ninguno de los tratamientos modificó significativamente sus valores

respecto al grupo Control, todos los grupos tratados únicamente con GHRH

presentaron una clara tendencia a aumentar el contenido hipotalémico de GHRH

(figura 46).

6.2. CONTENIDO HIPOTALAMICO DE SS.

De forma similar a lo visto en los niveles de GHRH en el hipotálamo, y por la

misma razón anteriormente expuesta, el contenido hipotalámico aparece expresado

como ng SS ¡ mg proteína.

Como puede apreciarse en la figura 47, el grupo Pellet GHRH presentó los

niveles más altos, significativamente mayores (pc0.05) que los de los grupos

Control y Pellet GHRH+SS. Los animales del grupo Inyección GHRH mostraron un

contenido hipotalámico de SS significativamente mayor (p<O.05) que los del grupo

Inyecciones GHRH+SS.
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Figura 46. Contenidode GHRH en los hipotálamos extraídosal final del estudio, tras 19 días de
tratamiento.

Figura 47. Niveles hipotalámicosde SS en cadauno de los gruposexperimentales.* p< 0.05 vs grupo
Control, • p< 0.05vs grupoPelletGHRH+SS,o p~ 0.05 vs grupoInyeccionesGHRH+SS.
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e
e
• 6.3. NIVELES HIPOFISARIOS DE GH.
• La valoración de los niveles de GH en las hipófisis de los corderos se hizo de

la misma forma que en el caso de las ratas, analizando el contenido total de GH y lae
• concentración hipofisaria de ésta respecto al contenido de proteínas.
e

Ninguno de estos dos parámetros se vhS alterado tras, los diferentes
• tratamientos después de las 3 semanas de experimentación (figura 48).
e
e
e _______________________________________
e
e

T ____

e ________________

e
e
e
e
e t
e
e
e

Figura 48. Contenido de Gil en las hipófisis de los corderos, extraídas al final del periodo de
tratamiento.

e
e

6.4. NIVELES PLASMATICOS DE GH TRAS LA ESTIMULACIÓN AGUDA CON
• GHRH.
e

Desde la primera semana de estudio, los dos grupos de aiSimales tratados
• con inyecciones de GHRH presentaron niveles más altos de GH plasmática basal.

• Tras una semana de tratamiento, los valores de dicho parámetro en estos dose
• grupos fueron significativamente mayores (pcO.05) que en el restó de los grupos.

• Estos dos grupos continuaron mostrando mayores niveles de GH ~lasmáticaen el

resto del estudio, aunque a las 2 semanas sólamente los del grupo Inyeccionese
• GHRH+SS fueron superiores significativamente (pc0.05) que los de los demás

• animales y a las 3 semanas los del grupo Inyecciones GHRH (figura 49).
e En la figura 50 aparecen los niveles plasmáticos de GH basales y tras

• estimulación con GHRH, transcurridas 1, 2 y 3 semanas de tratamiento, en cada

uno de los grupos estudiados.e
e
e
e
e 115e
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Como podemos ver, los grupos Control, Pellet GHRH y Pellet GHRH+SS

respondieron a la inyección de GHRH en los tres períodos de estudio, aumentando

significativamente (pcO.05) los valores a los 10, 20 y 30 minutos post-inyección

respecto al nivel basal. Los animales tratados con inyecciones de GHRH sola o en

combinación con SS no respondieron ni en la primera ni en la segunda semana de

tratamiento, aunque ya al final del estudio, sí mostraron un aumento significativo
(p.c0.05) de los niveles plasmáticos de OH tras el estímulo. No obstante, ambos

grupos ya habían mostrado tendencia a aumentar los valores post-inyección en la

segunda semana.

o Control
rn Pellet GHRH+SS
o Inyecciones GHRH+ SS

1000

800

600

400

200

o

u Pellet GHRH
• Inyecciones GHRH

1 2 3

Semanas de tratamiento

Figura 49. Nivelesde CH en los plasmasextraídosbasalmente,en cadauno delas pruebasde estímulo
realizadastras1, 2y 3 semanasdetratamiento. * p<0.05 vs correspondientegrupoControl, O p<O.OS

Vs correspondientegrupoPelletGHRH, • p<0.05vs correspondientegrupoPelletCHRH+SS.
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Pellet GHRH PeIIet
JI

Figura 50. NivelesdeCH enplasmabasaly trasestimulacióncon GHRH, alos 10, 20~ 30 minutosde la inyección,

en la primera(a). segunda(b)y tercera(c) semanasdetratamiento.* p<O.O5 Vs correspondientebasal.
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6.5. NIVELES PLASM TICOS DE IGF- í.

La figura 51 muestra los niveles de IGF-l en el plasma obtenido en la

primera, segunda y tercera semanas de estudio, cuando se realizaron las

extracciones basales para la posterior prueba de estímulo con GHRH.

Como podermos observar, no hubo variaciones significativas entre los

distintos grupos en ninguno de los períodos estudiados.

~Control
u Pellet GHRH+SS
u Inyecciones GHRH + SS

400

350

300

250
~ 200
o— 150a)e

50

o

a Pellet GHRH
u Inyecciones GHRH

Figura 51. Niveles de IGF-I
deestímuloconGHRH.

en los plasmasextraídosbasalmenteen cadauna de las pruebassemanales

6.6. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL.

En la tabla 12 aparecen los valores de peso corporal inicial y final y el

incremento de peso tras los 19 días de estudio, en cada uno de los grupos

experimentales. Tanto el incremento de peso corporal como los valores finales

alcanzados en este parámetro fueron similares en todos los animales.

Peso miÑar (kgjt Pesó fin~l (kb) íhdeménto~es6frgy
Control . ..15.3±1.7 18.8±2.1 3.50±0.5

PeIIetGHRH . 14.7±1.2 19.4±1.6 .4.74±0.46..
Pellet.GHRH±SS 14.3±1.1.. 17.3±1.5 2.98±0.45
Inyecciones GHRH .. 15.6±1.9 19.2 ±2 3.58±0.31
InyeccionesGHRH+SS 15.7±1.7 18.2±2.5 2.46±0.78

Tabla 12. Pesocorporaleincrementode ésteen cadauno de los grupos.
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7. EXPERIMENTO 7: ADMINISTRACIÓN CONTINUA DE GHRH A
LARGO PLAZO MEDIANTE BOMBAS OSMÓTICAS EN
CORDEROS.

7.1. NIVELES PLASMÁTICOS DE GH TRAS ESTIMULACIÓN CON GHRH.

Como puede verse en la figura 52, ni el tratamiento con Bomba GHRH ni con

Bomba GHRH+SS produjeron cambios significativos en los niveles de GH

plasmática basal durante las 4 semanas de estudio, respecto al grupo Control.

Todos los grupos respondieron a la inyección de GHRH de la misma forma

en las 4 pruebas realizadas, aumentando significativamente (p<O.05> los niveles de

GH plasmática. Asimismo, los niveles de GH alcanzados tras la inyección del

estímulo en los grupos Bomba GHRH y Bomba GHRH+SS fueron siempre muy
parecidos a los del grupos Control (figura 53).

o Control uBomba GHRH u Bomba GHRH+SS

100

75 --

1
= 50--
o
o,
e

25 --

o
2 3 4

Semanas de tratamiento

1~

Figura 52. Niveles de CH plasmáticabasal en los tresgruposexperimentales,en la
terceray cuartasemanasdetratamiento.
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7.2. NIVELES PLASMATICOS DE IGF-I.

En la figura 54 aparecen los niveles de IGF-l en los plasmas obtenidos

basalmente en cada una de las pruebas de estímulo con GHRH.

No existieron diferencias significativas entre los niveles plasmáticos de IGF-I

en los grupos Bomba GHRH y Bomba GHRH+SS y los correspondientes del grupos

Control en ninguna de las 4 semanas analizadas. Tanto el grupo Control como los

dos grupos can bomba de GHRH mostraron valores similares durante todo el

experimento.

o Control u Bomba GHRH uBomba GHRH+SS

500

400

1
Tu-
e
o>
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200
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o

Semanas de tratamiento

Figura 54. Nivelesplasmáticosde IGF-I a lo largodelestudio.

7.3. EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL.

Como podemos ver en la tabla 13, tanto el peso al final del experimento

como el incremento de peso corporal fue similar en los 3 grupos experimentales tras

las 4 semanas de experimento.

Bomba GHRH+SS 221±11 28.4±1.4 5.65±0.24

Tabla 13. Evolucióndel pesocorporaldurantelas 4semanasdetratamiento.
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8. EXPERIMENTO 8: REGULACION DE LA SECRECIÓN DE GH
POR GHRH EN TEJIDOS NO HIPOFISARIOS.

8.1. NIVELES PLASMATICOS DE GH.

No se encontraron diferencias significativas entre los animales tratados con

pellet de GHRH y los que llevaron pellet de placebo, después de los 2 meses de

tratamiento (figura 55).

oPlacebo ~GHRH
5

4

i
— 3
=
o
a)
c

1

o

Figura 55. Nivelesde Gil en el plasmaobtenidoal final delexperimento

8.2. PESO DE LAS GL NDULAS SUBMAXILARES.

El peso de los lóbulos de las diferentes glándulas submaxilares se expresó

en mg tejido/lOO g de peso corporal. El tratamiento con GHRH no provocó

variaciones significativas en el peso de ninguno de los lóbulos, tanto en el que

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

8.3. CONTENIDO DE GH EN LAS GLÁNDULAS SUBMAXILARES.

Los animales tratados con peílet de placebo presentaron contenidos muy

bajos de GH tanto en la glándula que contenía el pellet como en la contralateral. Sin

embargo, el tratamiento con el pellet de GHRH produjo un aumento en el contenido

de GH en ambos lóbulos en el 60 % de los animales, aunque sólo se obtuvieron

diferencias significativas en el lóbulo positivo (Figura 57).
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8.4. EXPRESIÓN DEL GEN DE LA GH EN LAS GLÁNDULAS SUBMAXILARES.
En la figura 58 se representan los exones e intrones constituyentes del gen Té

«4
de la GH, y la localización en éste de los cebadores utilizados en la PCR.

Los resultados obtenidos por medidas hormonales fueron posteriormente Té

corroborados por los estudios de Biología Molecular, ya que en los animales «4
Té

tratados con GHRH que presentaron altas concentraciones de GH en la glándula

submaxilar se detectó la presencia de ARN de GH mediante RT-PCR (calles 3 y 4), «4

obteníendose una banda del mismo tamaño (473 pares de bases) que en la Té
*

hipófisis (calle 2) pero de menor intensidad. Asimismo, dicha banda no se observó té

en los ratones con pellet de placebo (calles 5 y 6)(figura 59). Té
Té
e

Gende la GIl Té
Té

El lA &2 l-B I-C tEF~st I-D vt5 té
e
Té
Té

y té
________________________ Té

cADN
cebadores fv4 «VN Té

Té
Té
e

ADN amplificada 2 3 4 473 pares de bases e
té
«4

Figura 58. Representaciónesquemáticadel fragmentodel genomadel ratón correspondienteal gende
la Gil y localizacióndelos cebadoresempleadosen la PCR. E 1, E 2, E 3, E 4 y E 5 sonexores;14 18, 14 *
ID correspondena los intrones.Tambiénaparecenel cADN formadotrasla Transcripcióninversa(RT) y Té
el fragmentodeADN amplificadomediantePCR. Té

Té
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Figura 59. Electmforesisen gel de agarosadel resultadode la PCR delgende Gil. Calle 1: Escalerade
ADN, calle 2: hipófisis, calles 3 y 4: glándulasubmaxilarcon pellet de GuRil, calles 5 y 6: glándula «4
submaxilarcon pelletde placebo.En la escaleradeADN se se~ialala bandacorrespondientea 500 pares Té
de bases(pb), el restode lasbandasdifieren en 100 pb. mp

Té
Té
Té

124 Té
*
Té
«4

1 23456



e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
•
• W§e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e
e



e
mp
Té
*
Té
té
Té
e
Té
té
e
té
Té
Té
Té
*
Té
e
e
Té
e
Té
Té
Té
Té
Té
té
té
«4
Té
Té
té
té
Té
té
té
«4
«4
Té
e
e
Té
té
Té
Té
Té
e
Té
*
té
Té
té
Té
Té
«4
té
té
Té
*



e
e
e

Discusión
e
• 1. EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE GHRH EN LA RATA
• MACHO.
e
e

1.1. ESTUDIOS EN LA RATA MACHO NORMAL.
• 1.1.1. Contenido hípatalá mico de GHRH y de SS.

En el primer experimento, llevado a cabo en la rata macho normal, ninguna dee
las pautas de administración de GHRH alteró significativamente los contenidos

• hipotalámicos de GHRH o de SS.

Estudios realizados administrando GHRH de forma i.c.v. en ratas machose
• normales sugieren que para que este péptido produzca alteraciones en el contenido

• hipotalámico de GHRH o de SS mediante mecanismos de retroalir~entación de asa
e

ultracorta, debe encontrarse en dosis altas (mg) (Tannenbaum 1984) en zonas muy

• próximas a las neuronas productoras de GHRH y SS (Lumpkin y cols 1985). Así en

nuestro estudio en la rata macho normal, la administración de GHRH “per se~ noe
• alteró la dinámica de síntesis-secreción de GHRH ni de SS, posiblemente debido a

• que no se consiguó una concentración adecuada de GHRH a nivel de las neuronas
e

productoras de ambos péptidos.

• Katakami y cols (1984), Lanzi y Tannenbaum (1992) y Brain y cols (1993)

proponen que tras la estimulación de la liberación de GH, únicamente se producen
e

cambios en los contenidos hipotalámicos de GHRH y de SS cuando la elevación de la

• GH plasmática es tal que sobrepasa los valores fisiológicos máximos. Por otro lado,

Clark y cols (1988b) sugieren la necesidad de niveles elevados de~GH durante largoe
• tiempo para lograr una supresión efectiva de la liberación de GH hipofisaria mediante

• mecanismos de retroalimentación de asa corta. Por esto, la ausencia de
e

modificaciones en el contenido de GHRH y SS en el hipotálamo de las ratas tratadas
• con GHRH en presencia de unos niveles plasmáticos aumentados de GH al final de

• nuestro experimento, como a continuación veremos, sugiere que este incremento no

superó los niveles que alcanza la secreción espontánea de GH en la rata macho, oe
• no se mantuvo el tiempo suficiente para provocar alteraciones en los mecanismos de

• retroalimentación existentes en el animal en condiciones basales.e
En relación con este hecho, hay datos que muestran la existencia de una

• disminución del contenido hipotalámico de GHRH y aumento del de SS tan sólo en

situaciones en las que la GH circulante esta aumentada hasta nivelese
• suprafisiológicos durante largos períodos de tiempo, como tras infusión de altas dosis

• . de GH (Berelowitz y cols 1981, Leidy y cols 1990), o existencia de tumorese
• hipersecretores de GH (Maitery cols 1990).

e
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No obstante, un aumento de síntesis de GHRH y de SS compensado con un
incremento en la tasa de liberación de estos péptidos también explicaría un contenido «4

hipotalámico de GHRH y de SS similar al del animal control. Tété
Té

1.1.2. Contenido hipoi7sario y niveles circulantes de OH. Té
Té

La administración de GHRH tanto de forma continua como pulsátil activó la

secreción de GH, ya que en todos los casos se produjo un incremento en los niveles té

circulantes de GH. Este mismo efecto ha sido observado por otros autores tratando a «4
té

ratas machos de la misma edad que las nuestras con inyecciones de GHRH (Dubreují té

y cols 1994) o con un análogo muy potente de GHRH denominado A-515 (Kovacs y «4

cols 1994). El tratamiento de forma continua mediante bomba osmótica parece ser el tée
más efectivo en cuanto a estimular la liberación de GH, posiblemente debido a que té

de esta forma la dosis administrada diariamente fue mayor (400 ¡xg continuo vs Té
Té

200 ‘g pulsátil). Así, podríamos decir que el estímulo de la GHRH sobre la secreción

de GH fue dosis-dependiente, de acuerdo a lo sugerido también por otros autores té
Té(Wehrenberg y cols 1984a, Arsenijevic y cols 1987 y Dubreuil y cols 1994).

La existencia de unos niveles plasmáticos aumentados de GH sin descenso té

marcado en el contenido hipofisaño de esta hormona al cabo de 7 días de Té
Té

tratamiento con GHRH, sugiere también una acción positiva de la GHRH administrada Té

sobre la síntesis hipofisaria de GH, en consonancia con lo observado por Dubreuil y Té

cols (1994) y Hu y cols (1993). «4
e

Tal y como comentábamos en la introducción, diversos trabajos describen té

tanto atenuación como aumento de la respuesta de GH a la administración de GHRH Té
a largo plazo. En nuestro estudio, los animales mantuvieron la respuesta a dicho Té

«4
péptido hipotalámico durante todo el período de observación como lo muestran los e
niveles plasmáticos elevados de GH al final del mismo, esto es, no hubo Té

Té
desensibilización de las células hipofisarias a la administración diaria de 200-400 jxg

de GHRH durante una semana. Esto podría explicarse porque tanto la administración e
«4continua de GHRH como la pulsátil actuaron positivamente sobre la síntesis y Té

secreción de GH, como vimos anteriormente, creándose un nuevo equilibrio entre té

ambos procesos en la hipófisis mediante adaptación de ésta al nuevo ambiente «4
e

hormonal producido por el tratamiento con GHRH. Tampoco Dubreuil y cols (1994)

observaron desensibilización ante la estimulación prolongada con GHRH en ratas

machos, a expensas de una acción positiva de la GHRH sobre la síntesis y secreción «4
Té

de GH. té

Té
Té
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En la adaptación hipofisaria a largo plazo de la que hablamos podría intervenir
• la SS, impidiendo el vaciamiento de la hipófisis tal y como otros autores han sugerido

(Robinson y Clark 1987, Richardson y Twente 1988, Sato y coís 1988 y 1989). Tantoe
• la presencia de un contenido hipotalámico de SS similar al de las ratas controles al

• final del tratamiento con GHRH como los trabajos in vitro de Soya y Suzuki (1988) y
e
• Clayton y Bailey (1987), que muestran como la SS revierte la desensibilización de las

• células somatotropas inducida por la GHRH, apoyan esta hipótesis.

Existen estudios como los de Robinson y Clark (1987) y Bilezikjian y colse
• (1986) en los que se propone que la atenuación de la respuesta a GHRH observada

• tras 24 h de estimulación con este péptido es un fenómeno transitorio del que el
e animal puede sobreponerse a largo plazo, apoyando la ausencia de desensibilización

• a largo plazo.
e
e

1.1.3. Niveles plasmáticos de IGF-I.
• La elevación de los niveles plasmáticos de GH no se vió reflejada en una

modificación en los niveles circulantes de IGF-l, tal y como podría esperarsee
• considerando que la producción de IGF-l en los tejidos es dependiente de GH.

• Existen varios trabajos que también ponen de manifiesto esta discordancia entre los
e niveles plasmáticos de ambas hormonas. Así, Robinson y Clark (1987) y Domené y

• cols (1993) tratando a ratas machos con distintas pautas tanto de GH como de GHRH

• tampoco observaron modificaciones en los niveles plasmáticos de IGF-l cuando se
e

habían producido cambios drásticos en los niveles circulantes de GH.

• Esta circunstancia podría tener varias explicaciones. En primer lugar, la

ausencia de cambios en los niveles circulantes de IGF-l no implica que los contenidose
• tisulares de esta hormona permanezcan también invariables (Orlowski y Chemausek

• 1988). Así, un balance entre la tasa de secreción y la de aclaramiento de IGF-l
e reflejaría unos niveles plasmáticos de IGF-l similares a los del animal control.
• Por otro lado, Kovacs y cols (1996b) indican que la secreción de IGF-l es más

• dependiente del patrón pulsátil de GH que de los niveles medios de GH en plasma.e
Así, posiblemente en nuestro estudio, aunque los niveles circulantes de GH

• aumentaron no se produjeron cambios en la pulsatilidad de esta hormona, con lo que

no aparecieron variaciones en los niveles plasmáticos de IGF-l. Además, todos estose
• datos fueron obtenidos en ratas machos durante la etapa puberal, en la que tiene

• lugar un aumento de los niveles plasmáticos de IGF-l (pico puberal) (Handelsman y
e cols 1987) que posiblemente no pudo ser potenciado por la administración de GHRH

e según nuestras pautas.
e
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1.1.4. Peso corporal. té
No se produjeron cambios apreciables en el incremento de peso corporal tras Té

7 días de tratamiento con GHRH, corroborando las escasas alteraciones provocadas Té
Té

en todo el eje somatotropo. té

Kovacs y cols (199Gb) y Gevers y coís (1996) proponen que el crecimiento Té

corporal y los niveles circulantes de IGF-l dependen más de la pulsatilidad de la GH *e
que de los niveles plasmáticos medios de esta hormona. Segun esto y considerando

la relación existente entre el peso corporal y los niveles de IGF-I en plasma, «4
té

podríamos decir que tras el tratamiento con GHRH probablemente no se consiguió

alterar el patrón de secreción pulsátil de GH ni aumentar el peso corporal en la rata «4

macho normal, tal y como proponíamos en el apartado anterior *
Té

Nuestros resultados estarían de acuerdo con los trabajos de Wehrenberg Té

(1986) y Dubreulí y cols (1994). En este último, ni aún prolongando el tratamiento con Té

GHRH durante 2 semanas se obtuvo un incremento en el peso corporal. Por otro
Té

lado, los trabajos de Kovacs y cols administrando diferentes análogos de GHRH en e
ratas machos normales son contradictorios a este respecto: el tratamiento con el Tée
análogo de GHRH A-515 durante dos semanas produjo una ganancia significativa de

peso (Kovacs y cols 1994), mientras que la administración de otro análogo de GHRH, Té

el JI-38, durante el mismo tiempo no produjo tal efecto (Kovacs y cols 1996a). Una Té
Té

mayor afinidad por el receptor de GHRH y también mayor resistencia a la *

degradación en el caso del análogo A-515 comparado con el GHRH 1-29 Té
eadministrado por nosotros podrían explicar estos resultados (lzdebski y cols 1995>. Té

La ausencia de alteraciones en el eje somatotropo de la rata macho normal té

tras la administración de GHRH durante una semana podría justificarse tanto por la «4
Té

brevedad del período de tratamiento como por la utilización de una dosis de GHRH

no muy alta. Sin embargo, en diversos trabajos de nuestro grupo (Tresguerres y coís Té

1994 y 1995, Pérez-Romero y cols 1995), y de otros (Rogers y cols 1988) *
Té

administrando dosis suprafisiológicas de GH a largo plazo en ratas machos en la

etapa puberal, tampoco se logró potenciación alguna del crecimiento. Todo esto *

parece indicar que en este período el crecimiento en la rata macho normal es máximo Té
Té

y el funcionamiento del eje somatotropo no puede ser aumentado de forma Té

significativa con GH o GHRH. De acuerdo con esta teoría, Maiter y cols (1990) *
Té

describen un incremento del peso corporal en ratas machos con tumores secretores

de GH pero únicamente en ratas adultas (100 dias de vida). Té
té
*
Té
e
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1.2. ESTUDIOS EN LA RATA MACHO DEFICITARIA EN GH.

• Tras los datos poco concluyentes obtenidos en la rata macho normal tras la

administración de GHRH durante una semana, para el segundd experimento see
• utilizaron ratas del mismo sexo deficitarias en GH por tratamiento neonatal con GMS

• (ratas GMS).
e

La administracion neonatal de este fármaco provocó una disminución

• significativa del contenido hipofisario de GH, de los niveles plasmáticos de GH e IGF-l
y del peso corporal. Estas alteraciones también han sido descritas por otros autorese

• en este modelo animal deficitario en GH (Redding y cols 1971, Bakke y cols 1978,

• Millard y cols 1982, Katakami y cols 1984, Síama y cols 1993). Por otro lado, el

contenido hipotalámico de SS y la concentración hipofisaria de GH por mg dee
• proteína no fueron significativamente diferentes a los de los animales controles.

• Toda esta serie de cambios en el eje somatotropo tras la administración de
e

GMS en la etapa neonatal son consecuencia de la destrucción de las neuronas

• GHRH-érgicas del núcleo arcuato, lo que provoca un descenso drástico tanto del

• contenido hipotalámico de GHRH como de los niveles circulantes de dicha hormonae
• en la proximidad de las células somatotropas, disminuyendo así la estimulación de la

• síntesis y secreción de GH en la hipófisis

e
• 1.2.1. Contenido hipotalá mico de SS.

• Existen datos contradictorios en cuanto al contenido de SS en el hipotálamo
e

de ratas tratadas con GMS. Terry y cols (1981) describen reducción de la

• concentración de SS en el hipotálamo mediobasal, pero no en el área preóptica.

• Nuestro datos, por el contrario, estan más de acuerdo con los obtenidos por Nemeroff
e
• y cols (1977), Corder y cols (1990), Maiter y cols (1991) y Arce y cols (1995), que no

• obtuvieron diferencias en este parámetro entre los animales GMS y los normales. La
e

ausencia de daños producidos por el GMS sobre las neuronas productoras de SS

• tanto en el núcleo arcuato (Bloch y cols 1984) como en el núcleo periventricular

• (Síama y cols 1993), en la que se encuentra la mayor concentración de neuronas
ee somatostatinérgicas, apoyarían nuestras observaciones.

• Al igual que en el caso de la rata macho normal, en los animales GMS el

• contenido hipotalámico de SS no se vió alterado tras la administración de GHRH,e
• posiblemente debido a que la concentración de dicho péptido en el hipotálamo no fue

• la óptima para alterar la actividad normal de las neuronas productoras de SS.
e
e
e
e
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Té
1.2.2. Contenido hipo fisa rio y niveles circulantes de OH. «4

Como ya hemos dicho, el tratamiento neonatal con OMS produjo un descenso Té

significativo tanto en el contenido hipofisario como en los niveles circulantes de OH. Té
«4

En lo que se refiere a la concentración hipofisaria de GH por mg de proteína, Té

el tratamiento con OMS produjo un ligero descenso en este parámetro aunque no de «4
Té

forma significativa, tal y como describen otros autores <Dada y cols 1984, Maiter y

cols 1991, Wakabayashi y cols 1986). Esta situación se debió a que en este tipo de Té

animal deficitario en OH, el menor contenido de OH en la hipófisis se vió compensado té
Té

con unos niveles de proteínas también disminuidos significativamente (0.78±0.04mg e
proteínas en los animales normales vs 0.43±0.047mg proteínas en el animal tratado Té

*
neonatalmente con GMS, p’c0.05). No obstante, Terry y cols (1981) y Síama y cols «4

(1993) observaron una concentración hipofisaria de GH por mg de proteína o por mg mp

de tejido significativamente menor en los animales OMS respecto a los animales Té
*

normales no deficitarios en GH, lo que podría sugerir un mayor descenso en el

contenido hipofisario de GH como consecuencia de una acción más drástica del OMS té
Té

en los animales utilizados por estos dos autores que en los de nuestro estudio.

Ninguna de las pautas de administración de GHRH estimuló significativamente «4

la liberación de OH, al igual que vieron Kovacs y cols (1996a). No obstante, tras la Té
«4

administración pulsátil de GHRH en dias alternos se consiguió un ligero aumento de «4

los niveles circulantes de OH, pero en cualquier caso esta respuesta fue mínima. Esto *

indicaría que la rata macho tratada con OMS, aunque mantiene la capacidad de «4
«4

respuesta a la OHRH, lo hace en menor medida que la rata macho normal debido a la *

existencia de menos OH almacenada y susceptible de ser liberada en la hipófisis de Té

estos animales, al igual que describen otros autores como Wakabayashi y cols té
Té

(1986), CelIa y cols (1990) y Maiter y cols (1991). Té

Ni la administración pulsátil ni la continua de OHRH afectaron a la síntesis de «4
Té

GH en la hipófisis de los animales deficientes en OH por tratamiento neonatal con Té

OMS. Estos datos concuerdan con los resultados de Clark y cols (1985) y Hu y cols «4

(1993) trabajando con ratas de la misma edad y del mismo tipo que la nuestras. Arce Té
Té

y cols (1995) si observaron un efecto positivo de la OHRH sobre la síntesis de OH en Té

ratas OMS de 3 meses de vida, lo que podría indicar que la respuesta a la Té

administración de GHRH en la rata macho GMS es dependiente de la edad del té
Té

animal, al igual que vimos en la rata macho normal. *
*
Té
*
Té
Té
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e
1.2.3. Niveles plasmáticos de IGF-l e incremento ponderaL

• Tras una semana de tratamiento con OHRH en la rata macho OMS, no se

modificaron significativamente ni los niveles circulantes de IOF-l ni el incrementoe
• ponderal, respecto a los animales tratados con OMS que no recibieron OHRH. Hu y
• cols (1993) tampoco encontraron aumento en los niveles de IOFI en plasma tras
e

administrar OHRH durante una semana a ratas deficitarias en OH del mismo tipo que

• las nuestras.
Las inyecciones diarias de OHRH fueron, en nuestro caso, la forma máse

• eficaz de incrementar el peso, tal y como vieron Robinson y Clark (1987) y Clark y

• cols (1985) tras administrar GHRH de forma pulsátil en animales OMS. Sin embargo,
e en ambos trabajos, la ganancia de peso sí llegó a ser significativamente mayor que

• en el animal OMS sin tratar con OHRH, posiblemente debido a que la administración

• del péptido llevado a cabo por estos autores (cada 3 h) fue más parecido al patrón
e
• endógeno de secreción de OHRH que en nuestro caso. Además, Clark y cols

• realizaron el tratamiento durante 12 días, mientras que nuestro estudio duró

únicamente una semana, por lo que este factor también ha de ser tenido en cuenta,e
• ya que tal y como Kovacs y cols (1996a) sugieren, parece que la secreción de OH en

• un animal sometido a bajas concentraciones de OHRH durante largo tiempo, tal y
e

como ocurre en la rata OMS, podría necesitar mucho tiempo para recuperarse.
• Volviendo a nuestro estudio, aunque la administración pulsátil de GHRH produjo

• aumento en la ganancia ponderal, no se alcanzó el peso del animal normal no

deficitario en OH.

• El escaso éxito obtenido tras administrar OHRH en la rata macho tratada

neonatalmente con OMS, en cuanto a restaurar el normal funcionamiento del ejee
• somatotropo y el crecimiento, parece indicar que la OHRH es necesaria durante la

• etapa neonatal para garantizar un perfecto funcionamiento de dicho eje
e

posteriormente en la rata adulta. Esta teoría estaría de acuerdo con el trabajo de
• Celia y cols (1990) en el que tras deprivar transitoriamente de OHRH a ratas machos

• durante los 10 primeros días de vida mediante anticuemos anti-OHRH observarone
descenso en los niveles plasmáticos e hipofisarios de OH y retraso en el crecimiento

• en el animal adulto. También Mu y cols (1993) y Wakabayashi y cols (1986) proponen

la existencia de alteraciones irreversibles en la célula somatotropa de la rata OMSe
• que no pueden ser subsanadas por la administración exógena de OH o OHRH. Clark

• y cols (1985) sugieren la necesidad de un sistema hipotálamo-hipofisario intacto para
e que la GHRH haga efecto en las células somatotropas.

e
e
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2. ESTUDIO DE LA ADMINISTRACIÓN DE GHRH Y SS EN LA «4
RATA HEMBRA. «4

Té
té

2.1. ESTUDIOS EN LA RATA HEMBRA NORMAL.
Como acabamos de ver, ni la rata macho normal ni la deficitaria en OH té

Té
resultaron ser un modelo adecuado para el estudio del eje somatotropo. Ante la
existencia de varios trabajos en los que se demostraba que la rata hembra normal «4

respondía a la administración prolongada de OH (Tresguerres y cols 1994, *
Té

Aspenberg y cols 1985), decidimos proseguir nuestras investigaciones sobre la

administración de OHRH y SS utilizando este nuevo modelo animal. té
«4
Té

2.1.1. Contenido hipotalá mico de SS. Té
El tratamiento de forma pulsátil con GHRH durante 19 días en ratas hembras Té

produjo un descenso en el contenido hipotalámico de SS, sugiriendo una acción TéTé
estimulante de la OHRH sobre la liberación de SS. Los trabajos de Aguila y Mc Cann

(1988) in vitro y los de Katakami y cols (1986a) y Mitsugi y cols (1990) in vivo también Té
Tédemuestran que la OHRH estimula la liberación de SS, apoyando nuestros Té

resultados. Este efecto parece ser dependiente de la dosis de OHRH administrada, Té

ya que la disminución en el contenido hipotalámico de SS fue mayor tras la infusión té
Té

diaria de 1.2 mg <grupo 4 OHRH: 4 inyecciones diarias de 300 ¡ig/inyeción) que

después de administrar 600 gg de OHRH (grupo OHRH: 2 inyecciones diarias de té
«4

300 gglinyección). Té

Cuando las inyecciones de OHRH se alternaron con inyecciones de SS, ésta «4
«4

revertió el efecto producido por la primera, resultando un contenido hipotalámico de

SS similar al del animal control. Así, la liberación de SS provocada por la OHRH se «4
Té

vió compensada con una inhibición del proceso llevada a cabo por la SS exógena. «4
Richardson y Twente (1986) observaron que la adición de SS a células hipotalámicas

en cultivo disminuía la liberación de dicha hormona al medio, sugiriendo una acción Té

inhibitoria de la SS sobre su propia liberación, en consonancia con nuestros datos. Té
Té

Por otro lado, la infusión continua de 600 gg de OHRHIdía durante 21 días

mediante un pellet de liberación lenta no alteró el contenido hipotalámico de SS, tal té
Té

vez porque no se consiguió una concentración suficiente de OHRH como para té

modificar la tasa de secreción de las neuronas somatostatinérgicas. Esta misma Té

situación se mantuvo tras el tratamiento combinado de GHRH con SS. Cómo veíamos Té
Té

anteriormente, la administración de la misma dosis de OHRH pero de forma pulsátil si
«4
Té
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• produjo un descenso en el contenido hipotalámico de SS, por lo que parece que la
• forma de administración de GHRH también intervino en el efecto de dicho péptido a

nivel hipotalámico.e
• En cuanto a la SS, la infusión de dicho péptido en forma de 4 inyecciones

• diarias provocó una disminución significativa en el contenido hipotalámico de estae
hormona. Esta situación podría ser consecuencia de la acción negativa de la SS

• sobre su propia síntesis y secreción. Así, los altos niveles de SS alcanzados en las
e

proximidades de las células somatostatinérgicas serían capaces de inhibir la síntesis
• de dicha hormona, además de oponerse también a su liberación tal y como ya han

• descrito otros autores (Lumpkin y cols 1981, Richardson y Twente 1986).
e La presencia de unos niveles plasmáticos de OH disminuidos tras la

• administración pulsátil diaria y a largo plazo de 1.2 mg de GHRH o de 400 gg de SS
e

(ver apartado siguiente) también podrían contribuir al descenso en el contenido
• hipotalámico de SS que se observó tras ambos tratamientos. Tal y como vados

• autores proponen, la concentración hipotalámica de SS es dependiente de los niveles
e circulantes de OH. Unos niveles bajos de OH en plasma no son capaces de mantener

• el circuito de retroalimentación de asa corta que la OH realiza a nivel hipotalámico,

• estimulando la síntesis y liberación de SS, con lo que a largo plazo se producirla unae
disminución en el contenido hipotalámico de dicho péptido. Patel (1979), Berelowitz y

• cols (1981) y Rogers y cols (1988) observan un descenso de la concentración de SS

en el hipotálamo de ratas deficientes en OH, en la misma medida que en ratase
• hipofisectomizadas o en ratas tratadas con anticuerpos anti-GH. Además, estos

• autores demuestran que esta situación puede revertir tras la administración de OH.
e
e
• 2.1.2. Contenido hipotisario y niveles plasmáticos de OH.
• La administración Dulsátil de 600 ¡xg de OHRH al día mediante 2 inyeccionese
• s.c. no modificó significativamente ni los niveles plasmáticos ni el contenido

• hipofisario de OH. En el trabajo de Clark y cols (1985), la administración pulsátil de
e

OHRH cada 3 h provocó un aumento en el contenido hipofisario de OH y Hu y cols
• (1993) observaron estimulación tanto de la síntesis como de la secreción de OH

• después de 7 días de tratamiento con inyecciones de OHRH también cada 3 h. Así,
e
• parece que en nuestro experimento el patrón de administración de OHRH no

• consiguió que se alcanzaran los niveles plasmáticos de este péptido necesarios para
e provocar cambios en la dinámica de síntesis y secreción de las células somatotropas

e
e
e
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e

o en caso de producirse fueron de forma transitoria, tal y como proponen Oonzález y e
cols (1989) tras administración de OHRH durante 20 días.

Té
Por otro lado, tras la administración pulsátil de OHRH en altas dosis

(1.2 mg/día) se produjo un incremento significativo de peso, como más adelante Té

veremos, pero sin embargo en el momento del sacrificio los niveles plasmáticos de mp
«4

OH se encontraban disminuidos. Esto podría sugerir que, aunque la OHRH podría *

haber estado actuando positivamente sobre la síntesis y secreción de OH a lo largo Té

del experimento de tal forma que ésta fuera la responsable última del aumento de *
Té

peso, la SS liberada desde el hipotálamo por acción de la GHRH, tal y como *

exponíamos en el punto anterior, también se encontraba funcionanado en la hipófisis «4
mpcontrarrestando los efectos de la OHRH.

En el grupo en el que la administración pulsátil de OHRH se acompañó con Té

inyecciones de SS (grupos GHRH 3+55 2 y GHRH+SS), los niveles plasmáticos de Té
mp

OH aparecieron disminuidos, al igual que tras el tratamiento sólo con SS. Esta «4

situación es indicativa de la inhibición de la secreción de OH que ejercieron tanto el Té

Somiatón como el Sandostatín, puesto que ambos péptidos fueron administrados 2 h Té
Té

antes de tomarse la sangre por decapitación. Este efecto de la SS también ha sido «4

descrito por otros autores (Lumpkin y cols 1981, Murakami y cols 1987, Turner y «4

Tannenbaum 1995). «4
«4

La administración de GHRH de forma continua durante 21 días produjo un Té

aumento tanto de la concentración hipofisaria de OH por mg de proteína como de los Té
Té

niveles plasmáticos de OH, aunque el efecto sólo fue significativo en este último Té

parámetro. Así, la GHRH infundida de forma continua en la rata hembra normal activá Té
Téla síntesis y secreción de OH en las células somatotropas. Nuestros datos no
«4

concuerdan con los de Clark y cols (1985), puesto que estos autores no encontraron Té

ningún cambio en el contenido hipofisario de OH tras infusión continua de OHRH Té
Té

durante 12 días en ratas hembras. Tanto la dosis de OHRH administrada por

nosotros como el pendo de tratamiento fueron mayores en nuestro estudio, lo que Té

podría explicar estas discrepancias. *
Té

Cuando además de la infusión continua de OHRH se inyectó SS, el contenido «4

hipofisario y los niveles plasmáticos de OH fueron similares a los del animal control. té

Así, la SS se opuso a la acción estimuladora de la OHRH tanto sobre la síntesis como *
Té

sobre la liberación de OH. Té

La acción inhibitoria de la SS sobre la secreción de OH está en consonancia Té
Técon los trabajos de Tannenbaum y Ling (1984) y Clark y cols (1988a) que describen

como la SS atenúa la acción estimulante de la OHRH a nivel hipofisario. En cuanto al Té
Té
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e
• efecto de la SS sobre la síntesis de OH, nuestro trabajo apoya la acción negativa de
• este péptido hipotalámico sobre dicho proceso, tal y como proponen Devesa y
e

Tresguerres (1996). No obstante, otros autores opinan que la SS no juega ningún
• papel sobre la biosíntesis de OH (Barinaga y cols 1985, Fukata y cols 1985).

• Igual que ocurría en la rata macho, tras el tratamiento a largo plazo con GHRH
e

de forma pulsátil o continua, no se produjo vaciamiento hipofisario de OH. Esta

• situación de nuevo confirma la capacidad de la hipófisis de la rata para adaptarse a la
e

presencia de unos niveles circulantes elevados de OHRH, como los alcanzados tras
• la administración de dosis de GHRH de hasta 1.2 mg/día. Nuestra teoría también se

• apoya en los trabajos de Bowers y cols (1984) y Oonzález y cols (1989), en los que
e se describe el mantenimiento de la respuesta a GHRH sin descenso en la OH

• acumulada en la hipófisis después de infusión de dicho péptido a largo plazo en ratas

• hembras normales.
Por otro lado, Hu y cols <1993) observan un contenido hipofisario de OH

• inferior al de los animales controles después de 7 días de tratamiento con GHRH,

debido a una estimulación desigual de los procesos de síntesis y secreción de OH,e
• predominando este segundo sobre el primero. Esto podría indicar que tanto en

• nuestro estudio como en los de Bowers y cols (1984) y Oonzález y cols (1989) no se
e

produjo tal desequilibrio en la dínamica de síntesis y secreción de la célula
• somatotropa tras el tratamiento crónico con GHRH.
• De igual forma, tras el tratamiento con SS a largo plazo los animales
e

mantuvieron la respuesta a dicho tratamiento durante todo el estudio, como lo

• demuestran unos valores plasmáticos de OH disminuidos a las 2 h de la inyección del
e

péptido tras 19 días de tratamiento. Turner y Tannenbaum <1995) y Tzanela y cols
• (1996> tampoco observaron desensibilización tras administración crónica de SS. Es

• más, Tumer y Tannenbaum describen un aumento de la respuesta a la GHRH en
e

ratas hembras tratadas previamente con SS, y Clark y cols (1988a) exponen un
• aumento del contenido hipofisario de OH tras tratamiento con SS de forma pulsátil

• durante 10 días, lo que apoyaría nuestra hipótesis respecto al papel de la SS comoe
hormona “sensibilizadora” o previsora de la desensibilización, y responsable de la

• adaptación de la hipófisis a la estimulación prolongada con GHRH. La ausencia de

desensibilización debida a la administración de SS a largo plazo también aparecee
• respaldada por la efectividad del Octreotide disminuyendo la OH plasmática en

• individuos acromegálicos tratados durante 3 años (Lamberts y cols 1987, Newman y
e

cols 1995).

e
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mp
2.1.3. Niveles plasmáticos de OH tras estimulo agudo con GHRH. ej

Té
En el experimento 5, ni el grupo Control, ni los tratados con GHRH de forma

continua sólo o con inyecciones de SS, mostraron un incremento plasmático de OH Té

en respuesta a la inyección de OHRH, posiblemente como consecuencia de la
Té

inhibición de la secreción de OH debida al estrés al que fueron sometidos los mp

animales. Krulich y cols (1974) observaron como el manejo del animal, el cambio de «4
Té

ambiente desde el animalario hasta el quirófano, y sobre todo la exposición a la Té
anestesia por éter producen una inhibición de la liberación hipofisaria de OH. Té

Hay trabajos en los que se sugiere que el descenso de los niveles plasmáticos Té
mp

de OH producido por el estrés agudo es debido a un aumento de la liberación de SS Té

(Terry y cols 1976, Benyassi y cols 1992). Así, la ligera respuesta al estímulo agudo «4

con OHRH en la rata hembra tratada crónicamente de forma continua con dicho «4
«4

péptido hipotalámico, podría indicar la existencia en estos animales de unos niveles

circulantes de OHRH elevados, capaces de neutralizar y superar la acción de la SS Té
«4liberada tras el estrés. Esta hipótesis se ve corroborada por la atenuación de dicha

respuesta tras la administración crónica conjunta de OHRH y SS. Té
Té

e
2.1.4. Niveles circulantes de IOF-L «4

Ninguno de los tratamientos llevados a cabo con OHRH y/o SS fue capaz de Té

modificar los niveles plasmáticos de IOF-l, pese a las alteraciones ya comentadas en Té
Té

los niveles circulantes de OH, lo que podría indicar que tampoco en esta ocasión se *

alteró el patrón pulsátil de OH en la rata hembra, tal y como ocurría con la rata Té
Témacho. Tampoco Kovacs y cols (1996a) consiguieron alterar los niveles plasmáticos

de IGF-l tras inyecciones del análogo de GHRH JI-38 durante 14 días, e
Por otro lado, Oroesbeck y cols (1987) administrando OH y Hu y cols (1993) Té

Té
infundiendo GHRH de forma pulsátil si observaron un aumento en los niveles e
plasmáticos de IOF-l. En el trabajo de Oroesbeck y cols se comenta la existencia de Té

«4
una posible limitación en ratas puberales en comparación con ratas adultas y viejas, Té
en cuanto a producir cambios en los niveles circulantes de IOF-l tras inyecciones de Té

OH. Esta circunstancia apunta de nuevo la dificultad en cuanto a alterar el eje «4

somatotropo en la etapa puberal, y más concretamente el aumento de IOF-l que tiene mp
Té

lugar en la rata durante este período (Handelsman y cols 1987) en el que nosotros té
estamos trabajando, tal y como vimos en los estudios realizados con la rata macho. Té

*
«4
*
«4
Té
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• 2.1.5. CrecImiento.
• * Peso.
e
• La administración de GHRH durante 19 días aumentó el peso corporal. Este

• efecto de la OHRH parece ser dependiente de la dosis, ya que 600 gg/día
e

administrados en forma de inyecciones o mediante pellet de liberación lenta,

• únicamente produjeron un aumento de peso muy ligero, mientras que el incremento

fue significativo cuando la dosis inyectada fue de 1.2 mg/día. En consonancia cone
• esto, González y cols (1989) no consiguieron aumentar el peso corporal de ratas

• hembras tratadas durante 10 días con una dosis diez veces inferior a la nuestra.
e

Con la dosis de 600 ¡xg GHRH/día se produjo el mismo incremento medio de
• peso independientemente de si se hizo de forma pulsátil o continua (3.75 g/día en el
e

grupo Control, 4.llg/día tras inyecciones de OHRH y 4.15 g/dia tras la administración
• continua de éste). En ningún caso el efecto fue significativo, y aunque la forma de
• administración de GHRH es un factor que parece influir en la acción de este péptido
e

sobre el crecimiento (Robinson y Clark 1987), a la vista de nuestros resultados no
• podemos concluir nada este respecto. No obstante, Clark y cols (1985) empleando

una misma de dosis de GHRH de forma pulsátil y continua, sólo obtuvieron aumento
e

del peso corporal tras la administración pulsátil. Esta mayor efectividad de la
• administración pulsátil en comparación con la continua ha sido también sugerida por

otros autores inyectando OH a ratas hipofisectomizadas (Robinson yClark 1987).e
• El presente experimento y el de Clark y cols (1985) indican la posibilidad de

• incrementar el peso corporal administrando OHRH durante largo tiempo en la rata
e hembra durante la etapa puberal, con lo que dicho modelo animal podría ser mejor

• que la rata macho para el estudio de la regulación del eje somatotmpo a largo plazo.

• El efecto que acabamos de comentar de la OHRH sobre el peso corporal no
e

varió cuando se administró conjuntamente con SS. Tampoco la SS administrada de

• forma única produjo cambios en el peso corporal respecto a los animales controles, al
e

igual que vieron Spencer y Hallet (1985) tratando a ratas hembras con SS de forma
• continua durante 2 semanas. Los altos niveles circulantes de SS presentes en
• ratones transgénicos para esta hormona, con un peso corporal similar al del animal
e

normal también apoyan nuestros datos. Clark y cols (1988b) infundiendo SS de forma
• intermitente (períodos de administración continua del péptido alternándose con

• períodos de interrupción de ésta) observaron un aumento del peso corporal, lo quee
• apoyaría aún más el papel positivo de la SS en la secreción de OH y el proceso de
• crecimiento.
e
e
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tibial.
* Longitud Té

En lo que se refiere a la longitud tibial, valorada ésta por microknemometría, la
té

administración continua de GHRH no incrementé significativamente la longitud tibial, Té

tal y como vieron Clark y cols (1985). Tampoco Kovacs y cols (1996a) encontraron Té

alteraciones en la longitud tibial en ratas hembras tratadas con inyecciones del
Té

análogo de OHRH JI-38 durante dos semanas. e
De igual forma, la administración conjunta de GHRH, infundido de forma «4

Té
continua, e inyecciones de SS, no modificó tampoco la longitud de la tibia.

En el trabajos de Robinson y Clark (1987) se propone que el incremento en la Té

longitud tibial observado tras tratamiento prolongado de forma pulsátil con GHRH en Té
Té

la rata hembra, es debida a “masculinización” del patrón de secreción de OH en este «4

animal, circunstancia que no habría ocurrido en nuestro estudio administrando GHRH «4
Téde forma continua. En relación con esto, Edén (1979) y Jansson y cols (1985b) Té

muestran como el patrón de secreción de GH en la rata macho normal parece ser el

más efectivo a nivel de crecimiento. «4
TéTanto en trabajos de nuestro grupo (Tresguerres y cols 1994, Rol de Lama y

cols 1997) como en los de otros autores (Aspenberg y cols 1985), se muestra cómo «4

en la rata hembra normal en la etapa puberal se puede aumentar la longitud tibial y el «4
«4

peso corporal cuando se administran inyecciones de OH durante largo tiempo. Este té
hecho corroboraría nuestra hipótesis de que la rata hembra parece ser un animal más té

apropiado para el estudio de la regulación del eje somatotropo a largo plazo. Así, el Té
«4

incremento en el peso corporal observado en nuestro estudio tras la infusión pulsátil té

de GHRH en altas dosis también pudo ir acompañado de modificaciones en el «4
«4

cartílago de crecimiento, y por lo tanto, en la longitud tibial.

Té
e
«4
«4
«4
Té
«4
«4
Té
Té
Té
Té
Té
«4
«4
Té
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e 2.2. ESTUDIOS EN LA RATA HEMBRA DEFICITARIA EN OH.

• En vista de que la rata hembra parecía responder mejor que el macho ae
nuestros tratamientos con OHRH y SS, se procedió a estudiar el comportamiento de

• ratas hembras deficientes en OH por tratamiento neonatal con OMS (ratas OMS) ante

la administración de ambos péptidos.e
• Al igual que en la rata macho, la administración de OMS durante los 10

• primeros días de vida en ratas hembras produjo un descenso significativo del peso de
e la hipófisis, del contenido hipofisario de GH, de los niveles plasmáticos de OH e IGF-l,

• del peso corporal y de la longitud tibial, en consonancia con los resultados de
• Nemeroff y cols (1977), Dada y cols (1984), Wakabayashi y cols (1986), y Kubota y
e

cols (1994).

e
2.2.1. Contenido hipotalá mico de SS.

e
• Tras la administración neonatal de GMS, el contenido hipotalámico de SS no

• varió significativamente respecto al del animal normal, al igual que observaron Maiter
e y cols (1991) en el mismo modelo animal deficitario en OH y nosotros en el

• experimento 2 realizado en ratas machos OMS. Esta situación está en consonancia
• con los trabajos de Bloch y cols (1984) y Síama y cols (1993), en los que se describe
e
• una acción específica y selectiva del OMS sobre las neuronas GHRH-érgicas del
• núcleo arcuato.

Cuando se infundió GHRH tanto de forma pulsátil como continua, no see
• modificó el contenido hipotalámico de SS, al igual que sucedió en la rata macho

• GMS. Esta situación indicaría, de nuevo, la ausencia de alteraciones en la dinámica
e de síntesis y secreción de las neuronas somatostatinérgicas tras la administración de

• OHRH.

• Tampoco la administración continua de GHRH combinada con inyecciones de
e

SS alteró el contenido hipotalámico de SS.

e
2.2.2. Contenido hipo fisario y niveles plasmáticos de GH.e

• Aunque como comentábamos anteriormente el OMS disminuyó el contenido

• hipofisario de OH, la concentración de GH en la glándula por mg de proteína no varió
e significativamente respecto a la del animal normal, ya que el OMS támbién produjo un

• descenso significativo en el contenido total de proteínas hipofisarias (1.2±0.07mg en

el animal normal y 0.66±0.05en el tratado con OMS, pc0.OS). Esta circunstancia see
• vió corroborada por un peso hipofisario también significativamente menor que el del
e
e
e 141e
e
e



e
Té

Discusión Té
*

animal normal no deficiente en OH. Dada y cols (1984), Wakabayashi y cols (1986) y ej

Maiter y cols <1991) también encontraron, en ratas OMS, una concentración «4
Té

hipofisaria de OH por mg de proteína igual a la del animal normal.
Cuando la OHRH se administró de forma pulsátil durante 36 días, se observó «4

un aumento del contenido hipofisario de OH sin que se alterasen sus niveles «4
Té

plasmáticos, al igual que vieron Robinson y Clark (1987) y Kovacs y cols (1995, Té

1996a). Según esto, podríamos sugerir que la rata hembra deficitaria en OH por té
Tétratamiento neonatal con OMS conserva la capacidad de síntesis de OH, puesto que

dicho proceso se estimuló normalmente cuando se administraron inyecciones de Té

GHRH. El aumento significativo en el contenido de proteínas totales en las hipófisis «4
Té

de los animales OMS tratados con GHRH respecto al animal OMS sin este

tratamiento (0.88±0.06mg en el grupo GMS-GHRH y 0.66±0.05mg en el grupo OMS, Té

pcO.05) confirman este hecho. Té
Té

La infusión continua de OHRH sólo o combinado con inyecciones diarias de

SS, durante 21 días, no fue capaz de modificar ni el contenido hipofisario ni los Té
Téniveles circulantes de OH, al igual que habían visto Robinson y Clark (1987) y Kovacs

y cols (1995). té

Puesto que se activó la síntesis hipofisaria de OH cuando se infundió de forma Té
Té

pulsátil una dosis diaria de GHRH tres veces menor que de forma continua (200 gg Té

de forma pulsátil vs 600 ¡xg continua), parece ser que dicho proceso es más Té
Té

dependiente de la forma de administración del péptido que de la dosis total utilizada.

Esto podría deberse a que la concentración instantánea de OHRH que se alcanzó a té

nivel de la hipófisis fue mayor tras las inyecciones (200 ~ig/inyección)que tras la «4Té
infusión continua (0.4 gg/minuto). No obstante, el tratamiento pulsátil se realizó e

té
durante 36 días, mientras que la infusión continua duró 21 días, circunstancia que
también pudo influir en la distinta respuesta de la célula somatotropa ante la

administración de OHRH. En consonancia con nuestros datos, Robinson y Clark «4
Té

(1987) observaron un aumento del contenido hipofisario de OH después del «4

tratamiento con OHRH de forma pulsátil, pero no tras la infusión continua de la misma «4

dosis del péptido en ratas OMS. Té
Té
Té
Té
Té
Té
Té
Té
Té
Té
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• 2.2.3. Respuesta a la estimulación aguda con GHRH.

• Los animales OMS sin tratamiento con GHRH o OHRH+SS aumentaron los

niveles plasmáticos de OH en respuesta al estímulo agudo con GHRH, indicando

• claramente que pese a ser animales deficitarios en OH mantienen la capacidad de

• responder a estímulos que inciden directamente sobre la célula s¿matotropa, como

• por ejemplo la GHRH. También Millar y cols (1982>, Wakabayashi y cols (1986) y

• Kovacs y cols (1995, 1996a) observaron respuesta a la inyección d~ GHRH en ratas

tratadas neonatalmente con GMS.

• La aparición de esta respuesta demuestra que las células somatotropas de

• estos animales tienen receptores para GHRH, aunque como demúestran Kovacs y

cois (1996a) en menor número que las células de los animales normales no
• deficitarios en OH. Puesto que se ha demostrado que la OHRH regula la expresion

• de su propio receptor en la hipófisis (Takahashi y cols 1995, Horikawa y cols 1996), la

• presencia de receptores para OHRH en las células somatotropas c~e estos animales

• indicaría que en la rata OMS existen unos niveles circulantes de GHRH mínimos pero

suficientes para mantener algunos de los receptores para el citado péptido

• hipotalámico. Merchentaler y cols (1984> indican que el OMS no llega a destruir todas
• la neuronas OHRH-érgicas del núcleo arcuato, y además detectan producción de

GHRH en otros núcleos hipotalámicos diferentes del arcuato, apoyando aún más la

• existencia de GHRH en la hipófisis de los animales OMS.

• Tal y como decíamos cuando analizábamos la respuesta al estímulo agudo

con GHRH en la rata hembra normal, la anestesia con éter es una situación

• estresante para la rata, que produce inhibición de la secreción hipofisarfa de OH, lo

que podría explicar por qué tampoco se observó el esperado aumento en los niveles

• plasmáticos de OH tras la inyección de GHRH en los grupos OMS tratados con

• OHRH o con OHRH+SS. Si aceptamos que, en la rata, la inhibición de la liberación

de OH debida al estrés agudo es dependiente de la secreción de SS (Terry y cols

• 1976, Benyassi y cols 1992), la respuesta a la estimulación aguda de OHRH

• observada en los animales OMS sin tratamiento podría indicar que la SS circulante

tiene menos efecto en este modelo animal.

• En relación con la teoría que acabamos de proponer, Wehrenberg y cols

(1984b) y Kovacs y cols (1996a> proponen la existencia, en ratas OMS, de unos
• niveles circulantes disminuidos de SS respecto a los del animal normal, como

• resultado de un descenso en los niveles plasmáticos de OH e IGF-l. CelIa y cols

(1990) describen un descenso en el número de receptores para SS en la hipófisis de

• animales deficitarios en OH por tratamiento neonatal con anticuerpo anti-OHRH. Sin

• 143

e



e
Té
Té

Discusión mp
Té

embargo, Arce y cols (1995) indican que a la hipófisis de los animales OMS llega la mp
misma cantidad de SS que en el animal normal tras una inyección de OHRH. té

«4
Por otro lado, también la existencia de un aumento en la sensibilidad a la

OHRH en los animales OMS, al haber estado deprivados de dicho péptido durante Té

largo tiempo, podría justificar la respuesta del grupo OMS. Tanto el trabajo de Spinedi «4
Té

y cols <1984) in vitro, en el que se describe una respuesta aumentada a LHRH y CRH té

en las células hipofisarias de animales OMS, como el de Kovacs y cols <1996a), Té

donde se describe una mayor afinidad de los receptores para OHRH en la hipófisis de Té
té

los animales tratados neonatalmente con OMS, estan en consonancia con este Té

hecho. Té
té
Té

2.2.4. Niveles plasmáticos de IGF-l. Té

Ni el tratamiento pulsátil con OHRH ni la administración de GHRH de forma Té
Té

continua sólo o con SS fueron capaces de alterar los niveles plasmáticos de IOF-l de

los animales OMS. Té

Los datos de la literatura son muy dispares respecto a los niveles circulantes Té
Té

de IOF-l tras tratamiento con OHRH a largo plazo en ratas OMS. Así, mientras que té

Hu y cols (1993) no observaron alteraciones en este parámetro tras tratamiento con Té
«4

OHRH, Kovacs y cols (1 996a) si describen niveles plasmáticos elevados de IOF-l tras

la administración de un análogo muy potente de OHRH. Los animales utilizados en Té

nuestro estudio estaban en plena etapa puberal y aunque el OMS atenua el aumento *
Té

de IOF-l que se produce en este período (Handelsman y cols 1987), parece que dicho
incremento tampoco pudo ser potenciado por los péptidos que administramos. «4

Té
Té

2.2.5. Crecimiento. Té
* Peso. «4

«4
La administración de OHRH de forma pulsátil o continua, esta última ya sea Té

sóla como con SS, no produjo ninguna ganancia de peso ni a la semana ni a los 21 Té
mp

días de tratamiento. Sin embargo, cuando el tratamiento de forma pulsátil se prolongó Té
durante 5 semanas, se observó un incremento de peso significativamente mayor Té

respecto al del animal OMS sin tratar con OHRH. Esta acción de la OHRH Té
Té

dependiente de la duración del tratamiento confirma el hecho que ya comentábamos Té

en la rata macho OMS, y es que la recuperación del eje somatotropo en animales té

deprivados de OHRH durante mucho tiempo, como los animales OMS, necesitaría de Té
té

la administración de OHRH por períodos de tiempo muy largos (Kovacs y cols ‘1996a). Té

Té
Té
Té
Té
Té
Té
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• *L.ongitud.

El efecto de las inyecciones de OHRH aumentando el peso corporal tras el

tratamiento durante 5 semanas no se manifestó de igual forma en la longitud tibial.

• Los trabajos de Kovacs y cols (1995, 1996a) administrando análogos muy potentes

de OHRH a ratas hembras OMS de la misma edad que las ntiestras muestran
• incremento tanto de peso corporal como de la longitud de la tibia, alcanzándose en

• ambos parámetros valores similares a los del animal no deficiente en OH. Esta
recuperación total del crecimiento contrasta con la ausencia de la misma en nuestros

• estudios administrando OHRH 1-29, circunstancia que podría deberse a la mayor

• afinidad del análogo por el receptor de OHRH y una menor degradación de dicho

fármaco en comparación con el péptido utilizado por nosotros (lzdebski y cols 1995).

• Por otro lado, Robinson y Clark (1987) observaron aumento de peso y de la

longitud de la tibia tras administrar OHRH en ratas hembras OMS viejas, lo que

• indicaría que, en la rata hembra deficitaria en OH, el tratamiento con OHRH es

• dependiente de la etapa durante la cual se administre el citado péptido, siendo la

etapa puberal un periodo en el que el eje somatotropo es dificilmente modificable,

• como ya vimos en la rata macho.

3. ESTUDIO DE LA ADMINISTRACIÓN DE GHRH Y SS EN
• CORDEROS.

Una vez realizado el estudio del eje somatotropo y del proceso de crecimiento
• en la rata, y tras observar que este animal presentaba una serie de limitaciones en

cuanto al estudio de dicho proceso, el siguiente paso en nuestras investigaciones fue

• ver la respuesta a la administración de OHRH y SS en otro animal que no presentase

• tales características, escogiéndose el cordero, del que existían algunos estudios de

crecimiento debido a su interés en el campo de la ganadería (Oadfredson y cols

• 1990, Beermann y cols 1990).

• 3.1. CONTENIDO MIPOTALÁMICO DE GHRH.

Como consecuencia de la administración de OHRH tanto de forma pulsátile
• como continua, el contenido hipotalámico de OHRH aumentó respecto al del grupo
• control, pero en ninguno de los casos de forma significativa. Esta acumulación de

GHRH en el hipotálamo reflejaría la acción negativa que produjo la OHRH
e
e
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administrada sobre su propia liberación. Este mismo efecto también ha sido mp
observado infundiendo OHRH de forma i.c.v. en ratas (Lumpkin y cols 1985>. Té

Té
Además, la OH plasmática se encontraba aumentada tras las inyecciones de

OHRH, como veremos en el siguiente apartado, con lo que también esta hormona «4

podría actuar a nivel de las células productoras de GHRH inhibiendo la liberacion de Té
mp

este péptido, puesto que éste es uno de los mecanismos de control que intervienen *

en la regulación de la secreción de OH (retroalimentación de asa corta). De acuerdo Té

con esta teoria figuran los trabajos de Clark y cols (1988a) y Leidy y cols (1990) en «4
Té

los que tras administrar OH observaron un aumento en el contenido hipotalámico de mp

OHRH. En esta misma línea, Celia y cols (1990) describen la inhibición que sufre la Té
téliberación de OHRH desde el hipotálamo tras administrar inyecciones de OH en la «4

rata. Té

Cuando la administración de GHRH se combinó con inyecciones de SS, el *
Té

contenido hipotalámico de OHRH fue muy similar al del animal control, reflejando la Té

existencia de un balance entre la acción de ambas hormonas. Según esto, la Té

administración de SS atenuaría el efecto de la OHRH, estimulando la liberación de Té
Té

este péptido desde las neuronas hípotalámicas encargadas de este proceso, tal y té

como Murakami y cols (1987) y Tannenbaum y cols (1990) proponen. Té

La acción de la SS sobre la liberación hipotalámíca de OHRH no está del todo Té
Té

clara, ya que existen trabajos que indican un efecto positivo de SS sobre la secreción *

de OHRH, como es el caso del nuestro y los anteriormente citados de Murakami y té
Té

Tannenbaum, mientras que Katakami y cols (1988) y Miki y cols (1988) sugieren una Té

inhibición tónica de la SS sobre la actividad OHRH-érgica en la rata. Magnan y cols Té

(1992) administrando análogos de SS de forma i.v. en corderos obtienen un Té
Té

descenso de los niveles de OHRH en el sistema portahipofisario apoyando una Té

accción inhibitoria de la SS sobre la liberación de OHRH. Té
mp
té

3. 2. CONTENIDO HIPOTALÁMICO DE SS. Té

La administración de OHRH de forma continua dió lugar a la acumulación de Té
Té

SS en el hipotálamo, lo que sugiere una acción positiva de la GHRH sobre la

actividad de las neuronas somatostatinérgicas, estimulando la síntesis de SS en Té

mayor medida que la liberación de dicho péptido. Ambas acciones también han sido Té
Té

postuladas por otros autores tanto en ratas (Katakami y cols 1986a, Mitsugi y cols té

1990, Gil-Ad y cols 1991) como en corderos (Spencery cols 1992). Té
Té
Té

«4
«4

146 Té
Té
«4
té



Discusión

Sin embargo, tras las inyecciones de OHRH, el contenido hipotalámico de SS

no varié significativamente respecto al de los corderos controles. Considerando que
la cantidad de OHRH infundida de forma continua (1.2 mg/día) fue mayor que de

forma pulsátil (750 ¡.tgldía), mientras que los niveles instantáneos de OHRH fueron

mayores tras las inyecciones que tras la infusión continua (25Ó jig/inyección y

0.83 ±g/minutorespecitivamente), podríamos decir que tal vez la acción de la OHRH

sobre las neuronas somatostatinérgicas sea, en el cordero, más dependiente de la

forma de administración y de la dosis total utilizada que de la concentración

alcanzada por la OHRH en cada momento.
En el apartado anterior veíamos como las inyecciones de OHRH y el aumento

plasmático de OH producido por éstas actuaban sobre las células GHRH-érgicas. En

el caso de las neuronas somatostatinérgicas, ninguno de estos dos factores parece

alterar la actividad de dichas células, lo que podría sugerir la existencia de distinta

sensibilidad en las células productoras de SS ante la OHRH y lá OH circulantes.

Maitery cols (1990) observaron este mismo hecho, ya que tras tratar durante 10 días

con inyecciones de OH a ratas machos, únicamente se alt¿ró el contenido

hipotalámico de OHRH, permaneciendo invariable el de SS respecto al de los

animales control.

Puesto que tal y como proponíamos al inicio de este apartado, la infusión de

OHRH actuaba sobre la síntesis y liberación de SS, para que apareciese un

contenido hipotalámico de SS igual al del animal control tras la administración

conjunta de OHRH y SS, sería necesaria la existencia de un equilibrio entre la acción
de ambas hormonas a nivel de las neuronas somatostatinérgicas. Esto implicaría una

acción negativa de la SS exógena sobre su propia síntesis. La éxistencia de tal

autorregulación negativa de la actividad SS-érgica ha sido observada por Peterfreund

y Vale (1984) y Richardson y Twente (1986).

3.3. NIVELES PLASMÁTICOS Y CONTENIDO HIPOFISARIO DE GH.

Los corderos tratados con OHRH de forma pulsátil mostraron unos niveles

plasmáticos aumentados de OH respecto a los del animal controlen las muestras

tomadas justo antes de realizarse las pruebas de estímulo, 1 li después de la

inyección de OHRH correspondiente al tratamiento diario. Esto indicaría que la

administración pulsátil diaria de OHRH estimuló la liberación de OH desde la hipófisis,

tal y como vieron también Kensinger y cols (1987), Byrem y cols (1989) y Pastoureau

y cols (1989) tratando a corderos con el mismo péptido. Además, también podríamos
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decir que tras cada inyección de OHRH, los niveles plasmáticos de OH se ti

mantuvieron por encima de los basales al menos durante 1 h. De acuerdo con esto, té
Té

Han y cols (1985), Barenton y cols (1987) y Kensingery cols (1987) proponen que los
niveles circulantes de OH se elevan tras la administración de OHRH y no vuelven a Té

los niveles basales hasta 2 h después del estímulo. «4
té

El aumento de los niveles plasmáticos de OH tras el tratamiento con OHRH Té

apareció acompañado de un contenido hipofisario de OH similar al de los corderos Té
mpcontroles, por lo que parece que las inyecciones de OHRH también actuaron de

forma positiva sobre la síntesis hipofisaria de OH. El aumento del contenido proteico

hipofisario tras dicho tratamiento apoyaría esta hipótesis (26.18 ±3.4mg en el grupo Té
«4

tratado con inyecciones de OHRH vs 16.27±2.6mg en el grupo control).

En las dos primeras semanas de estudio, los corderos tratados con Té
Té

inyecciones de GHRH no respondieron de forma significativa al estímulo agudo con el

mismo péptido administrado 1 h después de la inyección de OHRH correspondiente Té

al tratamiento diario. No obstante, ya en la segunda semana de tratamiento, se Té
Té

produjo un ligero aumento en la OH plasmática post-estímulo, pero no fue hasta té

transcurridas 3 semanas cuando la respuesta a la estimulación aguda con GHRH fue té
*

significativa. Esto podría indicar que la respuesta hipotisaria a la admistración aguda

de OHRH depende del número de receptores hipofisarios para GHRH libres que té

existen justo antes de cada una de las pruebas. Así, posiblemente después de 3
Té

semanas de tratamiento diario con inyecciones de OHRH, aumentó el número de «4

receptores para este péptido, posibilitando la respuesta de la hipófisis ante un Té

estímulo agudo. té
Té

Este incremento en el numero de receptores de OHRH en la hipófisis podría «4

deberse a un incremento en el número total de receptores en cada célula o al Té
Téaumento en el número de células somatotropas como consecuencia del efecto

proliferativo de la OHRH sobre estas células (Billestrup y cols 1986). Horikawa y cols té

<1996) demuestran como la administración de anticuerpos anti-OHRH disminuye el «4
Té

número de receptores hipofisarios para este péptido, indicando que la GHRH regula Té

positivamente la expresión de su propio receptor en la hipófisis, lo que estaría en mp

consonancia con nuestra hipótesis. Té
Té

Por otro lado, parece que tras la infusión continua de GHRH mediante pellet «4

de liberación lenta o mediante minibomba osmótica no se alcanzaron los niveles de «4

OHRH, en el sistema porta hipotálamo-hipofisario, necesarios para alterar la actividad té
Té

de las células somatotropas, a la vista de la ausencia de modificaciones en los té
té
té
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niveles circulantes de OH o en el contenido hipofisario de. esta hormona.

• Corroborando esta última circunstancia, el contenido de proteín~s totales en las

hipófisis de (os corderos sometidos a este tratamiento nó fue diferente

• significativamente del de los animales controles (21.5 ±2.9 mg en el grupo tratado

con OHRH de forma continua y 16.27 ±2.6 mg en el grupo control). Nuestros datose
• no estarían de acuerdo con los trabajos de Kensinger y cols (1987>, Byrem y cols

• (1989) y Oodfredson y cols (1990) en los que se describe un aumeiSto en los niveles

• plasmáticos de OH tras la infusión continua de OHRH en corderos. La administración

• de una dosis de OHRH 1.6 y 2.3 veces superior a la nuestra en los trabajos de

Kensinger y Byrem respectivamente, y de un análogo de OHRH más potente que ele
OHRH 1-29 en el de Oodfredson podría justificar esos resultados.

• Puesto que, como acabamos de comentar, las inyecciones de OHRH
e

aumentaron los niveles plasmáticos de OH, parece que la administración de este
• péptido de forma pulsátil fue más eficaz en su acción a nivel hipofisario que la

• infusión continua del mismo. Kensinger y cols (1987) también observaron un mayor

incremento en los niveles plasmáticos de OH inyectando OHRH que infundiendo

• dicho péptido de forma continua. Una posible explicación a esta circunstancia podría

erradicar en las concentraciones de OHRH alcanzadas a nivel de lahipófisis en cada

• momento, tal y como velamos anteriormente. Estas serían mucho mayores tras la

• inyección de OHRH (250 gg/inyección) que mediante la administración del péptido de

forma continua (0.83 gg/minuto).

• Como decíamos en la introducción, se ha descrito la existencia de fenómenos

de desensibilización al tratamiento con OHRH a largo plazo en el perro o en el

• hombre (Hulse y cols 1986, Tresguerres y cols 1993). Sin embargo, Hart y cols (1985)

y Beermann y cols (1990) describen aumento mantenido de OH administrando
e
• inyecciones de OHRH durante largo tiempo en el cordero. De forma similar, los

• corderos de nuestro estudio conservaron la respuesta a la administración pulsátil de

GHRH durante todo el experimento, esto es, las dosis de GHRH empleadas en

• nuestros experimentos no condujeron a una disminución en la respdesta hipofisaria a

• tal estímulo a largo plazo. Al igual que postulábamos en la rata, la administración de

una dosis de OHRH tal que permita un equilibrio en la célula somatotropa entre las

• tasas de síntesis y secreción de OH podría hacer posible la adaptación de la hipófisis

• a la estimulación con OHRH a largo plazo.
e

A la vista de los datos obtenidos en la rata y en el co?dero respecto al
• mantenimiento de la respuesta a la administración de OHRH a largo plazo, se podría
e
e
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sugerir que dicho proceso depende de la consecución de un nuevo equilibrio entre e
las actividades de síntesis y secreción hipofisarias tras la administración de OHRH. ej

mp
La aparición de la respuesta al estímulo agudo con OHRH, junto con unos

niveles plasmáticos de OH máximos en la tercera semana en los animales tratados Té
mp

diariamente con inyecciones de OHRH podría sugerir la posibilidad de que la hipófisis *
estuviera comenzando a aumentar su capacidad de respuesta a la administración

pulsátil de OHRH. Esto estaría en consonancia con el presumible incremento en el ti
«4número de receptores hipofisarios para OHRH comentado anteriormente. Barenton y

cols (1987) y Kensinger y cols (1987) en corderos y Dubreuil y cols (1987) en cerdos té

también proponen la existencia de sensibilización tras tratamiento con inyecciones de «4
Té

OHRH a largo plazo. «4
En lo que se refiere a la acción de la SS, administrada con la OHRH, no varió «4

ninguno de los efectos que ésta última ejerció sobre la célula somatotropa, lo que té
«4

sugiere un papel preponderante de la OHRH sobre la SS cuando ambos péptidos se
infunden conjuntamente. Law y cols (1985) y Blanchard y cols (1987) también Té

observan este hecho en sus estudios in vitro. «4
Té
mp

3.4. NIVELES PLASMÁTICOS DE IGF-I. «4
ti

La administración de OHRH de forma pulsátil, aún produciendo un aumento «4

los niveles plasmáticos de OH, no provocó alteraciones significativas en los niveles Té

circulantes de IOF-l. Tampoco lo hizo la infusión continua de OHRH mediante pellet Té
e

de liberación lenta o mediante bomba osmótica. En consonancia con nuestros datos, Té

Pastoureau y cols (1989) y Oodfredson y cols (1990) no vieron alteraciones en la Té
«4

IOF-l plasmática después de tratar a corderos con OHRH a largo plazo, en los que «4
también se había producido una elevación de los niveles plasmáticos de OH al igual té

que en nuestro caso. «4
ejLos corderos utilizados en nuestro estudio y en los de Pastoureau se *

encontraban en la etapa de crecimiento, en la que, a la vista de nuestros resultados,

los niveles plasmáticos de IOF-l parecen ser díficilmente modificables por OHRH. *
«4

Pastoureau y cols (1989), tras administrar GHRH de forma pulsátil solo consiguieron Té

elevar la IOF-l plasmática en aquellos corderos cuyo peso al nacer fue inferior al Té

normal, y en los que tal vez el eje somatotropo no funcione tan bien como el del Té
Té

animal normal durante esa etapa, confirmando la ineficacia de la OHRH en cuanto a té

alterar la concentración plasmática de IOF-l en corderos normales durante la etapa «4
mp

de crecimiento.

Té
«4
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• Bass y cols (1991) y Hua y cols (1995) si aumentaron los niveles circulantes

• de IOF-l tras la administración pulsátil de OH en corderos de la misma edad que los

antenormente citados. Esto indicaría la posibilidad de incrementar la activad del eje

• somatotropo administrando OH en el cordero, en contraposición a lo visto en la rata
• macho normal, en la que ni siquiera es posible modificar los niveles de IOF-l en

• plasma tras infusión de OH.

• Las inyecciones de SS en combinación con OHRH tampoco variaron los

niveles plasmáticos de IOF-l respecto a los de los corderos control.

e
• 3.5. PESO CORPORAL.

El peso corporal no se vió aumentado tras el tratamiento con OHRH de forma

• pulsátil durante 3 semanas. Byrem y cols (1989) y Beermann y cols (1990)
administrando una dosis de OHRH similar a la nuestra en forma de inyecciones, pero

durante más tiempo que nosotros (5 y 7 semanas respectivamente) si lograron un

• incremento significativo del peso corporal, por lo que parece que la duración de

nuestro tratamiento con inyecciones de OHRH fue demasiado corto como para

• aumentar el peso del animal.
• Los animales utilizados por Byrem y Beermann se encontraban en período de

crecimiento, al igual que los nuestros, y en sus trabajos si aumentó el peso

• empleando OHRH, lo que sugiere que el aumento del peso corporal si es potenciable

en dicha etapa del desarrollo administrando GHRH pero durante un periodo superiore
• a 4 semanas.

• Por otro lado, en el citado trabajo de Beermann y en los de Wolfrom y cols
e

(1985) y Johnson y cols (1985), la administración de OH en corderos de la misma
• edad que los anteriormente citados, produjo una ganancia de peso significativa. Así,

• todo parece indicar que el cordero es un modelo animal mejor que la rata para el

estudio del eje somatotropo durante el período de crecimiento.
• En lo que se refiere a la administración continua de GHRH en los corderos,

tampoco se produjo un incremento del peso corporal tras 3-4 semanas de

• tratamiento, al igual que vieron Oodfredson y cols (1990) infundiendo en corderos un

• análogo de OHRH de forma continua durante 28 días. Tampoco Byrem y cols (1989)
observaron ninguna alteración del peso corporal en corderos tratados con OHRH de

• forma continua durante E semanas, pero sí cuando la administración de OHRH se

• realizó mediante inyecciones. Esto podría indicar una mayor efectividad de la infusión
e
• pulsátil respecto a la administración continua de OHRH en cuanto a incremento el

e
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peso corporal, corroborando lo anteriormente expuesto en relación con la activación «4
de la liberación hipofisaria de OH. Esta circunstancia también ha sido descrita tras Té

Té
infusión de OHRH a largo plazo en ratas hembras normales y en ratas machos y «4
hembras OMS (Clark y cols 1985, Robinson y Clark 1987, Kovacs y cols 1995). «4

Tampoco la SS administrada junto con la OHRH modificó el incremento de Té
té

peso corporal respecto al del animal control, de forma similar a lo expuesto en cuanto *

a la repercusión de SS sobre los componentes del eje somatotropo. «4
«4
té

4. REGULACIÓN DE LA SÍNTESIS DE GH POR GHRH EN Té
TEJIDOS EXTRAHIPOFISARIOS. té

«4
Té

Trabajos previos de nuestro grupo tanto in vivo como in vitro han mostrado
que la glándula parótida puede asumir funciones hipofisarias, como son la síntesis y «4

la secreción de OH, LH, FSH y TSH, cuando es estimulada convenientemente con «4
ti

hormonas hipotalámicas (Alvarez-Vega y cols 1991, Oranados y cols 1993). Té

Basándonos en esto, nuestro siguiente abordaje experimental fue conocer si Té
Téla OHRH podía actuar en un tejido no hipofisario de forma similar a como lo hace

sobre las células somatotropas. Se eligió la glándula submaxilar en vista del «4

comportamiento del tejido salival ante los péptidos hipotalámicos, colocándose un té
Té

pellet de liberación lenta de OHRH en el interior de uno de los lóbulos de la glándula

submaxilar de ratones normales. Té
«4

Las altas concentraciones locales que alcanzó la OHRH en la glándula
submaxilar durante los dos meses de tratamiento indujeron la síntesis de OH en dicho «4

tejido, como lo demuestran el aumento significativo del contenido de OH por mg de Té
«4

proteína y la estimulación de la expresión de OH en las glándulas tratadas con «4

GHRH. La producción de OH en la glándula submaxilar bajo la acción de la GHRH «4

estaría en relación con la existencia de tumores en los que se detecta OH y actividad «4
Té

de GHRH, y en los que posiblemente dicho péptido fuera el desencadenante de la «4

síntesis y secreción de OH mediante una acción autocrina y/o paracrina (Frohman y Té

cols 1980, Leveston y cols 1981). Té
Té

El fragmento amplificado en la reacción de la PCR en el tejido hipofisario y en

el salival, utilizando cebadores específicos para la amplificación del gen de la OH Té

hipofisaria, fue del tamaño que se esperaba. Esto indicaría que la GH hipofisaria y la «4Té
producida en la glándula submaxilar comparten gran homología en cuanto a la

secuencia génica que les codifica. ti
Té
Té
Té

152 Té
té
«4
«4



Discusión

• En los ratones tratados con OHRH, la producción de OH fue mayor en el

• lóbulo portador del pellet, debido a que los niveles de OHRH alcanzados en éste

fueron más altos que en el contralateral. Parece por tanto que el efecto de la OHRH

• sobre la síntesis extrahipofisaria de OH es dosis dependiente, de forma similar a

como ocurre en la hipófisis (Wehrenberg y cols 1984a). Esta circunstancia indicaría

• que la OHRH alcanzó el lóbulo contralateral, mediante simple difusión o por vía

• sanguínea.
La pequeña cantidad de OH determinada mediante RíA en el animal tratado

• con placebo podría ser el resultado de reacciones inespecíficas de dicha técnica. No

• obstante, diferentes autores han descrito la producción de OH en tejidos diferentes

de las células somatotropas, como los linfocitos (Weigent y cols 1987), la glándula

• mamaria (Selman y cols 1994)0 el cerebro (Lobie y cols 1991).
• En relación también con esta posible síntesis basal de OHobservada en la

• glándula submaxilar esta el concepto de “transcripción ilegítimat introducido por

• Chelly y cols (1989), según el cual un gen puede estar expresándose en niveles
basales en células en las que no lo hace normalmente y que carecen de los factores

• de transcripción específicos de tejido de ese gen. Esta transcripción ilegítima podría

• ser consecuencia de la unión al promotor del gen en cuestión de factores

transcripcionales ubicuos. Además, si aceptamos esto, en los animales con pellet de
• OHRH éste péptido podría estar aumentando la actividad basal del promotor de OH

• mediante la generación de factores de transcripción como el Pit-1 que se unieran al

• ADN, tal y como ocurre en la hipófisis (Ruvkun 1992).

• La producción de OH en la glándula submaxilar no alteró los niveles

circulantes de OH, lo que sugiere que dicha hormona podría esta actuando de forma
• autocrina o paracrina en el tejido salival.

• Por otro lado, la OHRH no modificó el peso del lóbulo portador del pellet ni del

contralateral, por lo que aunque ha sido descrita una acción estimulante de la OHRH

• sobre la actividad proliferativa de células somatropas en cultivo (Billestrup y cois
• 1986), la dinámica normal de crecimiento de la células glandulares in vivo no se

modificó tras el tratamiento con OHRH, al menos durante el tiempo estudiado.

• Los presentes resultados, aparte de indicar que la OHRH puede actuar en la

glándula submaxilar de forma similar a como lo hace en la hipófisis en cuanto a

• controlar la síntesis de OH, también demuestran la capacidad del tejido salival de

• diferenciarse hacia el fenotipo somatotropo cuando es sometido a un estímulo

hipotalámico adecuado, corroborando los resultados in vitro e in vivo que citábamos
• al inicio de este apartado.
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• Conolusiones

• *ENLARATA

:

O El tratamiento con OHRH durante una semana en la rata macho puberal no

• modifica el funcionamiento del eje somatotropo (OHRH/SS - OH - IOF-l).

• ® La administración pulsátil de OHRH durante 19 días en la rata hembra puberal

• es capaz de disminuir el contenido hipotalámico de SS, aunque no, de modificar la

• tasa de síntesis y secreción de OH de las células somatotropas ni los niveles
e
• plasmáticos de IOF-l.

® Asimismo, el tratamiento con GHRH de forma continua en la rata hembra

• puberal durante 3 semanas estimula la síntesis y secreción de OH hipofisaria, sin
e

modificar ni la actividad de las neuronas somatostatinérgicas ni los niveles

• circulantes de IGF-l. En ningún caso se producen cambios en el patrón de

crecimiento.

e
• Los efectos del tratamiento con GHRH anteriormente citados a nivele
• hipotalámico e hipofisario en la rata hembra son revertidos por las inyecciones de

SS cuando ambos péptidos se administran conjúntamente.

• ~ La rata OMS conserva la capacidad de respuesta hipofisaria de OH al estímulo
e
• con OHRH. No obstante, el déficit hipotalámico de OHRH no se restituye

• completamente mediante el tratamiento con OHRH al menos en las dosis y pautas

ensayadas en este trabajo, pues ni los niveles plasmáticos de GH e IGF-l ni la

• longitud tibial llegan a normalizarse.
e
• * EN EL CORDERO

:

• © El tratamiento con OHRH de forma pulsátil durante 3 semanas es capaz dee
• activar la síntesis y secreción de OH, efecto que no se consigue mediante la

administración continua del péptido. Ambas pautas de administración aumentan

• ligeramente el contenido hipotalámico de GHRH de forma semejante, mientras que

• su acción sobre las neuronas productoras de SS es mayor cuando el tratamiento
e

con GHRH es de forma continua. De ninguna de las maneras se consiguen
• modificar los niveles plasmáticos de IOF-l ni incrementar el peso corporal.
e
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Conclusiones
4*
tu

O Al igual que en la rata hembra, cuando se administran conjuntamente OHRH y Té
ti

SS, ésta contrarresta los efectos de la OHRH a nivel hipotalámico, pero no en la «4
hipófisis, en la que prevalece la acción estimuladora de la OHRH sobre la síntesis y Té

secreción de OH. «4
Té
Té

* EN AMBOS MODELOS EXPERIMENTALES: Té
e

® La administración a largo plazo de OHRH no llega a producir desensibilización Té
Té

de la respuesta de OH. En el cordero este tratamiento incluso aumenta la Té
sensibilidad de las células somatotropas frente a la accion de la GHRH. Té

Té
Té

* EN EL RATÓN

:

Té
La OHRH administrada localmente en dosis elevadas en tejidos extrahipofisarios «4

como la glándula submaxilar induce síntesis de OH. té
ej
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