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Introduccién

El crecimiento es un proceso multifactorial muy complejo que depende de la
interaccion de factores genéticos, nutricionales, ambientales y hormonales {Goodman 1994).
No consiste Gnicamente en un aumento de tamafio, sino que incluye procesos de
morfogénesis, diferenciacion y adquisicion de capacidad fincional, que hacen que el aumento
de tamafio se realice de una forma arménica, de acuerdo con un plan preestablecido y que

permite que a partir de una célula inicial se desarrolie un organismo completo.
1. AUXOLOGIA

Para comprender y valorar el crecimiento, se ha desarrollado la auxologia (auxe:
crecimiento, logos: tratado), que es la ciencia del desarrollo de los organismos, y la
auxometria (metron: medida), que es la ciencia de la medida del crecimiento (Moreno y
cols. 1996).

En el nifio existen distintos indicadores del desarrollo soméatico como son el peso
corporal, la talla, el perimetro craneal, o medidas de los segmentos superior ¢ inferior del
cuerpo para valorar crecimientos disarmonicos.

La edad 6sea del individuo es un indice muy importante. El examen radiologico
de los huesos, principalmente de la mufieca y de la mano (Tanner y cols. 1988), permite
asignar a cada estadio de maduracion esquelética una edad 6sea. Existen curvas estindar
de edad Gsea, que representan la edad a la cual el 50% de los nifios presentan ese mismo
estadio de maduracion (Tanner y cols. 1988). Su importancia radica en que no solo
interesa saber lo alto que pueda llegar a ser un nifio, sino lo avanzado que se encuentre
en su objetivo (Tanner y cols. 1988). Por ejemplo, un adelantamiento de la pubertad
compromete la talla final del nifio por una actuaciéon anticipada de los esteroides
sexuales, ya que la maduracion osea es superior al incremento de talla, de tal forma que
la relacion normal entre edad dsea y cronolégica, que normalmente es 1 se incrementa
(Tresguerres 1996a); el nifio crece rapidamente pero le queda menos tiempo para
hacerlo.

La estatura corporal, sin embargo, sigue siendo el parametro principal para
determinar el crecimiento, y la precision de dicha medida es un factor limitante tanto en

el contro! de la terapéutica como en la investigacion sobre el crecimiento. Las medidas
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de la estatura en intervalos inferiores a 12 meses, no se consideran habitualmente
adecuadas para cuantificar tasas de crecimiento (Hermanussen y Burmeister 1993).

El intervalo de tiempo aconsejable entre las medidas de estatura depende de la
precision de la técnica' (Hermanussen 1989, 1995), por lo que hasta ahora y debido a los
métodos de medida estatural, los intervalos de tiempo eran muy amplios y daban lugar a
la idea de que el crecimiento-era un proceso lineal.

Sin embargo, se sabe que en el nifio existen periodos a lo largo de su vida con
distintas velocidades de crecimiento: una elevada tasa de crecimiento durante el primer
afio de vida, una tasa mas o menos estable desde los 4 afios de unos 6 cm al afio, y un
aumento puberal tras el que la tasa disminuye progresivamente hasta ser cero, por la
osificacion total de los cartilagos de conjuncion (Tresguerres 1996a).

La aparicion de nuevas tecnologias como la knemometria (Valk y cols. 1983a),
con un error técnico muy bajo, han permitido un seguimiento del crecimiento a mas corto
plazo con medidas incluso diarias. Este aparato, tal y como se ilustra en la figura 1,
permite una medicidn de la tibia desde el exterior. En la medicion se incluyen la rotula, la
anchura de la epifisis distal del fémur, los tejidos blandos que cubren la rodilla y el talén,

asi como el astragalo y el calcaneo.

A: Silla mévil

B: Reposapies ,
C: Placa movil de medida
D: Contrapeso’

Figura 1. Esquema del Knemometro. Modificado de Arizmavarreta (1996a).
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Procedimiento de medida: El nifio se sitia en una silla mdvil, buscando una posicion que sea comoda,
una vez lograda se ¢standariza para siguientes Ias medidas. El pie se apoyai en un reposapiés. La altura
de la silla se regula de tal forma que la pierna se flexiona 90°. Un contrapeso sujeto por una polea
garantiza que la presion ejercida sobre los tejidos sea siempre 12 misma.A La pierna del nifio s¢ mueve por
el observador, de tal forma que la distancia entre la base donde descansa el pie y la placa sobre 1z rodilla
aparece continuamente en una pantalla electronica. La longitud médxima obtenida se considera como la

longitud de la pierna (Hermanussen y cols. 1985). Su error técnico es de unos 100 pm (Wolthers 1996).

Las medidas individuales obtenidas por‘ knemometria pusieron de manifiesto. la
api;ricién de miniestirones (Hermanussen y cols. 1988a), es decir incrementos no
constantes en la velocidad de crecimiento, como también vieron otros autores (Wit y
cols. 1987, Hermanussen y cols. 1988a, i988b, Hermanussen y Burmeister 1993, Gibson
y cols. 1993, Michaelsen 1994, Lampl y cols. 1995, Wolthers 1996).

En contra de lo que se esperaba, se encontré que las velocidades de crecimiento
obtenidas en periodos -de tiempo cortos, con esta técnica, no permitian predecir la
velocidad del crecimiento 0sec a mas largo plazo. Una explicacion posible es la propia
no-linearidad del crecimiento tibial (Hermanussen y cols. 1987, Wales y Milner 1987,
Wit y cols. 1987, Wolthers 1996).

' La knemonetria ha servido de punto de partida para el desarrollo de otras
técnicas’ que se basan, igualmente en la medida de la longitud tibial. Asi aparecio el
‘miniknemometro (Michaelsen y cols. 1991), que permite la medida de la pierna de nifios
recién nacidos mientras estan tumbados, o el Kyniklometro {Hermanussen y cols. 1992),
que fue concebido para su utilizacion en la medida de longitud tibial en el conejo. La
_ microknemometria (Hermanussen y cols. 1995), es la técnica empleada en esta tesis y se
desarrolld especialmente para la medicion de la longitud tibial en la rata. De forma
similar a lo descrito en la técnica empleada con humanos, en la microknemometria ademas
de la longitud de la tibia, se incluye la medida del teji&o blando que recubre el hueso (Wit y.
cols. 1987) y las articulaciones adyacentes, la rotula, el grosor de la epifisis distal del fémur, y
parte de la pezuiia, astragalo y calcaneo, (Hermanussen y cols. 1995, 1996), tal y como puede

apreciarse en la figura 2.

Debido a su precision, la microknemometria permite un seguimiento diario del
crecimiento longitudinal de 1a tibia de la rata, y por tanto estudiar no sélo su patrén de
crecimiento a corto y largo plazo, sino también su evolucion bajo distintos regimenes

experimentales y sin ningun tipo de efecto nocivo sobre el animal.
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Rétula L — ) 2
w8 = Fémur l
|'

i Distancia medida por el

} : microknemometro

Tibia ——> - ¢—Peroné :
|
Astragal I
4—- Calcaneo l
< -

Figura 2. Esquema de la extremidad posterior de la rata.
2. FACTORES QUE CONDICIONAN Y REGULAN EL CRECIMIENTO

Podriamos subdividir los factores que afectan al crecimiento en determinantes
(genéticos), permisivos (nutricionales y ambientales), y reguladores (control neuroendocrino),
también debemos considerar la respuesta de los organos diana (Rodriguez-Hierro y Torres
1996), |

< Factores genéticos

La talla del organismo adulto es uno de los rasgos genéticos que se heredan de forma
multifactorial, estando implicados varios genes. No obstante, algunas patologias del
crecimiento se corresponden con anomalias cromosomicas concretas, como por ejemplo la
trisomia del cromosoma Y que lleva a una talla muy elevada, o la ausencia de brazos cortos
en el cromosoma X que ocasiona una talla final baja (Orera 1996).

En humanos, el fondo genético que contribuye a la talla se conoce como “potencial
genético de crecimiento” y se valora teniendo en cuenta la talla de los padres (Orera 1996).
‘Que se logre o no ese potencial dependera de los factores ambientales (Hernandez-Rodriguez
1992), que actuaran de forma aditiva o negativa (Orera 1996). Todos estos factores son los
responsables de la distinta talla existente entre las distintas poblziciones (Rodriguez~Hierro y
Torres 1996, Orera 1996). Por otra parte, no sdlo se hereda la talla final sino la velocidad de
desarrolio y maduracion (Hernandez-Rodriguez 1992, Rodriguez-Hierro y Torres 1996).
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s Factores ambientales

El clima, el nivel socioecondmico, o la urbanizacion, pueden afectar al crecimiento. Se
sabe por ejemplo, que la velocidad de crecimiento se acelera en primavera y verano, y los
nifios de las ciudades crecen mas deprisa (Hernandez-Rodriguez 1992, Rodriguez-Hierro y
Torres 1996). Sin ehbmgo, resulta dificil disociar los factores enumerados de otros como los
nutricionales, o las condiciones higiénico-sanitarias, que parecen ir en paralelo con la calidad
de vida sobre todo én los paises en vias de desarrollo, donde las diferencias sociales son mas
acentuadas. Por otra parte tampoco podemos separar la influencia del clima sobre una
determinada poblacién, que posee una carga genética espeéiﬁca.

» Factores nutricionales

La nutricion actia sobre €l crecimiento directamente al aportar los substratos que han
de servir para la formacion de los nuevos tejidos, ¢ indirectamente modulando la secrecién de
GH e IGF I (Hemandez-Rodriguez 1992).

La paralizacion del crecimiento por el aporte de un nivel bajo de proteinas o energia
es una respuesta adaptativa a la supervivencia del individuo (Straus 1994), ya que el
crecimiento se convierte en un lujo para el organismo, por lo menos a corto plazo.

Una nutricion incorrecta tiene mayores repercusiones en nifios que en adultos, ya que
los primeros se encuentran en pleno proceso de maduracion y desarrollo, vy la cantidad de
nutrientes que necesitan dependen del ritmo de crecimiento que estén atravesando

(Ariznavarreta 1996b).

v+ Factores hormonales
Estos factores son los que especificamente van a coordinar el proceso del crecimiento
en funcion del potencial genético y de los factores ambientales. En la regulacion del

crecimiento intervienen numerosas hormonas y factores de crecimiento;

- Hormonas Tiroideas: El crecimiento se inhibe marcadaménte en el hipotiroidismo
(Devesa y Tresguerres 1996, Scanlon y cols. 1996) o en ratas jovenes tiroidectomizadas -
(Goodman 1994). En ratas tiroidectomizadas la GH puede reiniciar el crecimiento pero no se
consigue una tasa normal a menos que se administren también hormonas tiroideas (Goodman

1994). Por otra parte tarnbién intervienen en la regulacion de GH, ya qlie la disminucién de -
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hormonas tiroideas en la rata disminuye la transcripcion de GH, el ARNm de GH, su sintesis

y secrecion {Scanlon y cols. 1996).

-Glucocorticoides: Se sabe que unos niveles cronicamente elevados de
glucocorticoides (GC) bloquean el crecimiento somético y la liberacién de GH (Argente y
cols. 1996a, Scanlon y cols. 1996)

Los estudios in vitro han mostrado que los glucocorticoides estimulan la secrecion de
GH, su expresion y la del receptor para GHRH (Ohyama y cols. 1996). A nivel hipofisario la
administracion aguda de GC estimula la secrecion de GH (Scanlon y cols. 1996, Goodman
1994), y a largo plazo aumentan la SS hipotalamica por activacion de los receptores f
adrenérgicos (Carrascosa y Audi 1996, Devesa y Tresguerres 1996). Otros autores (Ohyama
y cols. 1996) sostienen que podrian actuar inhibiendo la expresion de GHRH. Ademas la

dexametasona inhibe la expresion génica de IGF I (Rodriguez-Amao y Gomez-Pan 1996).

-Insulina; Es necesaria para mantener el crecimiento normal. En ratas
pancreoctemizadas el tratamiento con GH estimula el crecimiento mientras se mantiene la
dosis adecuada de insulina (Goodman 1994, Leung y cols. 1996). Ademas es un regulador
positivo en la sintesis de IGF [ (Straus 1994).

También es necesaria como mediadora de los efectos anabdlicos de la GH, al
aumentar el nimero de receptores para GH e IGF I (Goodman 1994, Ariznavarreta 1996a)
con lo que regula la unién de GH en los tejidos periféricos (Harel y Tannenbaum 1995).

-Hormonas gonadales: En humanos, durante el desarrollo puberal y coincidiendo con
un aumento en su secrecién gonadal, se produce en ambos sexos una aceleracion del
crecimiento (estiron puberal). Tras este pico en la velocidad de crecimiento, comienza un
proceso decelerativo a medida que los niveles plasmaticos de las hormonas gonadales son
mas elevados, y acaba con la osificacion de los cartilagos de conjuncion (Carrascosa y Audi
1996, Tresguerres 1996a). Los esteroides gonadales intervienen en la regulacion del
crecimiento tanto a nivel hipotaldmico, modulando la secrecién de GH, como a nivel del
propio cartilago de crecimiento (Goodman 1994, Carrascosa y Audi 1996). Existe
dimorfismo sexual en la secreciéon de GH, y el condicionamiento masculino o femenino del
tipo de secrecion espontanea de GH parece establecerse en el periodo fetal (Tresguerres
19963). '
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Por otra parte la testosterona tiene una marcada accion anabolizante aumentando la
sintesis de proteinas y manteniendo un balance nitrogenado positivo, fundamentalmente en el
musculo {Guyton y Hall 1996), con lo que aumenta Ia masa muscular (Woodward 1993). Los
estrogenos también producen un ligero aumento en las proteinas totales del organismo, pero
menos marcado, y provocan un aumento del deposito de grasa en los tejidos subcutineos

(Guyton y Hall 1996).

Sin embargo de todas las hormonas que intervienen se considera que la GH es
uno de los agentes primordiales en la regulacion del crecimiento, por lo que dada su

importancia desarrollamos con mas detalle el eje somatotropo a continuacion.

3. EJE SOMATOTROPO.
3.1 Hormona de crecimiento (GH)

Es una hormona adenohipofisaria que se produce y se almacena en las células

somatotropas (Cutler 1996).
& Estructura:

El 90% de la GH secretada por las células somatotropas es .un péptido de 191
aminoacidos con un peso molecular de 22 Kd. El 10% restante es un peptido de 20 Kd
{Goodman 1994).

Actualmente se sabe que la GH en realidad, son un conjunto de péptidos generados
por un conjunto de genes de GH, localizados en el cromosoma 17 en el caso de los humanos.
De ese conjunto, el gen GH-N o GH 1 parece ser el que se expresa en la hipofisis, aunque
otro gen (el GH-V) podria también expresarse (Devesa y cols. 1996). Existe un factor de
transcripcion Pit-1 (Pituitary-1), que se expresa de forma excluéiva en la células productoras
de GH, y Que es el principal factor implicado en el control transcripcional del gen GH-N
(Bertherat y cbl_s. 1995)-. A partir del gen GH-N se genera‘ un pre-ARNm cuyo
procesamiento alternativo genera dos ARNm que dan lugar a la sintesis de las formas de 20 y
22 Kd (Barrios y Argente 1994, Devesa y cols. 1996). Clasicamente se considera que la

forma fisiologicamente activa es la de 22 Kd.
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% Proteina ligante (GHBP) y Receptor (GHR):

Existen dos proteinas transportadoras de GH, una de alta afinidad y baja capacidad y
otra de baja afinidad y alta capacidad. La primera, es una glucoproteina que se une
fundamentaimente a la GH de 22 Kd y transporta el 45-50% de la hormona circulante. La
proteina ligante de baja afinidad no parece estar implicada en la fisiologia del crecimiento
(Barrios y Argente 1994, Devesa y cols. 1996), por lo que nos referiremos a la de alta
afinidad.

El receptor de GH es una unica cadena de amino4cidos con un Gnico dominio
transmembrana (Nyberg y Burman 1996). En la rata la secuencia de aminoacidos del dominio
extracelular del receptor hepéitico de GH, es practicamente idéntica a la proteina ligante de
alta afinidad (Maes y cols. 1991). Los datos bibliograficos describen que en ratas y ratones la
GHBP y el receptor de GH parecen producirse por el procesamiento alternativo de un mismo
ARNm, mientras que en humanos la GHBP se produce a partir del receptor de GH por rotura
proteolitica de su dominio extracelular (Barrios y Argente 1994, Ketelslegers y cols. 1996,
Clark y cols. 1996b, ‘Oster y cols. 1996). Por tanto, en humanos, los niveles del receptor
hepatico se correlacionan bien con los niveles circulantes de la GHBP (Gevers y cols. 1996b,
Ketelslegers y cols. 1996, Oster y cols. 1996), mientras que en roedores podrian regularse
independientemente a nivel transcripcional (Clark y cols. 1996b).

Parece ser que también existen diversos tipos de receptores para GH con distintas
afinidades. Cada molécula de GH se une a dos moléculas del receptor, tras la cual, los
dominios extracetulares forman un dimero. Esta dimerizacién es necesaria para activar una
proteina asociada al receptor, la Janus Cinasa 2 (JAK-2), con actividad tirosina cinasa, que se
fosforila a si misma y al receptor, desencadenindose una cascada de fosforilaciones en
proteinas intracitoplasméticas (Roupas y Herington 1994, Nyberg y Burman 1996). Parece
| que las acciones lipoliticas de la GH se Hevarian a cabo por la via de una proteina cinasa C,
(Roupas y Herington 1994, Devesa y cols. 1996). También parece que puede existir otro
mecanismo de transduccién de sefial a través del aumento del calcio intracelular. Por otra
parte, existe una internalizacion del complejo hormona-receptor en un endosoma, que podria
ser entonces traslocado al nucleo (Devesa y cols. 1996, Garcia Barros 1996).

Los niveles de GHBP en plasma no se encuentran modificados en la acromegalia o en
el déficit de GH en humanos (Barrios y Argente 1994), aunque datos mas recientes apuntan

que los niveles de GHBP se encuentran disminuidos en nifios con talla baja idiopatica (Clark y
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cols. 1996b). En la rata no se encuentran cambios en el receptor de GH o el ARNm de la
GHBP por el tratamiento intermitente con GH o con IGF I (Domené y cols. 1993). Sin
embargo, tanto el receptor como los niveles de la proteina ligante aumentan con la exposicion
continua a GH, por lo que parece regulados, mas que por los picos de secrecion de GH, por
sus niveles basales (Clark y Robinson 1996, Gevers y cols. 1996b). Estos mismos autores
proponen que la modulacion sobre la GHBP y el GHR podria incidir en la generacién de
distintos tipos de mecanismos de transduccion de sefial, y que los niveles basales de GH
tendrian mas relacion con las acciones metabolicas de la GH, mientras que el crecimiento lo
estaria con los picos. '

En la rata tanto el receptor hepatico como la proteina ligante disminuyen en las
situaciones de ayuno, por lo que se regulaﬁ por la nutricion (Ketelslegers y cols. 1996). En
humanos, también parecen regularse negativamente por la testosterona (Barrios y Argente
1994); en la rata tanto la GHBP como la cantidad del receptor de GH es mas alta en la
herﬁbra que en el macho (Gevers y cols. 1996b, Ketelslegers y cols. 1996).

La GHBP puede aumentar la vida media de la GH y disminuir su degradacion, siendo
un reservorio de la hormona. Puede competir con el receptor por la unidn con la GH (Counts
y cols. 1992, Clark y cols. 1996b, Oster y cols. 1996), pero la afinidad del receptor de GH
por la‘ hormona es algo superior, ast la GH puede ser cedida al receptor (Barrios y Argente
1994), ' |

~ En general, el papel de la GHBP seria fundamentalmente estimulador de las acciones
de la GH (Clark y cols. 1996b, Ketelslegers y cols. 1996). Podria estar modulando la
concentracion de GH que accede a las células diana durante los episodios secretores de GH

(Barrios y Argente 1994, Gevers y cols. 1996b).
% Acciones biologicas:

La GH a nivel metabdlico actia como una hormona anabolizante, lipolitica y
diabetogena (Isaksson y cols. 1987).

Activa practicamente todos los procesos implicados en la sintesis proteica, desde la
captacién de aminoécidos, y la transcripcion de ARNm, hasta la actividad enzimatica, lo cual
es clave para el crecimiento. Las acciones anabolizantes se dan en casi todos los tejidos pero
es en el higado y el misculo donde alcanza su mayor expresion (Barrios y Argente 1994,

Devesa y cols. 1996). También ejerce un efecto sobre los triglicéridos de reserva,
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desdoblandolos en glicerol y acidos grasos, con posterior oxidacion de éstos (Goodman y
cols. 1990), consiguiendo la energia necesaria para la sintesis proteica (Devesa y cols. 1996),

La administracién de GH a animales hipofisectomizados, induce una rapida caida de
la glucemia y de los niveles de acidos grasos libres, es decir presenta acciones similares a la
msulina. Sin embargo un tratamiento prolongado se asocia con hiperghicemia y aumento del
catabolismo de las grasas, acciones opuestas a las de la insulina (Isaksson y cols. 1987,
Barrios y Argente 1994).

La GH parece tener acciones organo dependientes, ya que en ratones transgénicos
para GH, hay un aumento no proporcional al peso corporal del tamafio del h1gado del bazo y
en menor medida del rifion (Spagnoli y Rosenfeld 1996).

Pero su accion mas importante es a nivel del crecimiento, sobre todo a nivel del
cartilago (Ver apartado 4.2). La GH interviene en la formacioén del hueso, aumentando su
metabolismo directa o indirectamente, estimulando su resorcion (Palmer y cols. 1994, Gevers

y cols. 1996a) y estimulando la aposicién peridstica (Martinez y cols. 1996).

3.1.1 Regulacion de la secrecion de GH

La secrecion de GH es pulsatil, declina gradualmente con la edad (Edén 1979,
Handelsman y cols. 1987), y depende de la accion de dos péptidos hipotaiémicos, que por la
circulacion portal alcanzan la glandula hipofisaria estimulando (GHRH) o inhibiendo (SS) su
secrecion (Pefialva y cols. 1994, Argente y cols. 1996a, Chan y cols. 1996a).

3.1.1.1 GHRH

La GHRH promueve la transcripcion del gen de GH (Jansson y cols. 1985b, Hu y
cols. 1993, Pefialva y cols. 1994, Clark y Robinson 1996) e induce su secrecion. También
tiene efectos mitogénicos sobre las célu]aé somatotropas (Hu y cols. 1993, Pefialva y cols.
1994), promoviendo su diferénciacién y crecimiento.

Se presenta en humanos bajo dos formas, de 40 y 44 aminoécidos, con actividad
biologica similar (Devesa y Tresguerres 1996), en la rata tiene 43 amino4cidos (Pefialva y
cols. 1994). Tras unirse al receptor, que esta acoplado a proteinas G estimuladoras, (Gs), la

GHRH desencadena un aumento en el AMPc, el cual estimula la expresion y la secrecion de
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GH, y la activacion de la proteina cinasa A (PKA), (Bertherat y cols. 1995). También
promueve la movilizacion de calcio causando la exocitosis de la GH (Cutler 1996).

Ya que la actividad biologica de la GHRH reside en los primeros 29 aminoécidos
(Pefialva y cols. 1994), se han desarrollado péptidos sintéticos, como el que nosotros
utilizamos, que poseen l2 misma potencia que las formas naturales (Devesa y Tresguerres
1996). | ) '

La localizacion maés abundante de los cuerpos neuronales de la neuronas
GHRHérgicas se encuentran en los micleos arcuato y ventromedial del hipotalamo. Las

neuronas del niicleo arcuato proyectan sus axones a la eminencia media donde descargan en

el sistema porta-hipotalamo-hipofisario (Devesa y cols. 1992, Cutler 1596).

3.1.1.2 Somatostatina (SS)

La SS inhibe la liberacion de GH (Pefialva y cols. 1994), tanto basal como tras
 estimulacion con GHRH (Cutler 1996), y antagoniza el efecto mitogénico de la GHRH (Hu y
cols. 1993, Devesa y Tresguerres 1996). Se presenta bajo dos formas de 14 o 28
aminoacidos. Su efecto sobre la sintesis de GH no esta claro: se ha descrito tanto que inhibe
el aumento de transcripcién gendmica dependiente de GHRH (Devesa y Tresguerres 1996)
como lo contrario (Clark y cols. 1988, Sugihara y cols. 1993, Clark y Robinson 1996, Cutler
1996). Tiene multiples acciones como neurohormona, neurotransmisor y modulador
paracrino.

La mayor concentracion de cuerpos neuronales se encuentra en el nicleo
periventricular (Devesa y cols. 1992), que proyectan sus axones a la eminencia media y hacia
el nicleo arcuato. También existen neuronas somatostatinérgicas en el niicleo arcuato, donde
la SS parece actuar como neurotransmisor.

Su mecanismo de accion se basa en una disminucion de la entrada de calcio en la.
célula y en un aumento de la conductancia al potasio, el cual ocasiona una hiperpolarizacion
de la membrana (Devesa y Tresguerres 1996). Por otro lado la unioén de la SS a su receptor
activa una proteiné G inhibidora, (Gi), que causa una disminucién en la actividad adenilato
ciclasa, por lo que descienden los niveles dé AMPc (Cutler 1996) e inhibe la regule_lcién
positiva de la actividad PKA ejercida por 1a GHRH (Bertherat y cols. 1995).
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3.1.1.3 INTERACCION GHRH/SS

Ambos péptidos se secretan de forma periddica desde la eminencia media a la
circulacion portal, con un desfase de 180 °, y en la rata macho se liberan en ciclos cada 3-4
~ horas (Plotsky y Vale 1985, Painson y Tannenbaum 1991, Zettler y cols. 1991). De su accidon
coordinada resulta la secrecion pulsatil de GH (Plotsky y Vale 1985, Painson y Tannenbaum
1991, Huy cols. 1993, Turner y Tannenbaum 1995)(figura 3).

Se postula que el pico secretor de GH se debe a la coincidencia de un pico de GHRH
y un valle de SS, mientras que lo contrario suprime la secrecion de GH (Pldtsky y Vale 1985,
Painson y cols. 1992, Turner y Tannenbaum 1995, Argente y cols. 1996a, 1996b, Scanlon y
cols. 1996). Asi los picos de GH se deberian a la GHRH, mientras que los niveles basales
estarian regulados por la SS (Jansson y cols. 1985b, Zeitler y cols. 1991, Turner y
Tannenbaum 1995, Gevers y cols. 1996b). Sin embargo, basta con la existencia de secrecion
pulsatil de la SS para que haya picos de secrecion de GH, ya que la infusion continua exdgena

de GHRH mantiene un patron de secrecion de GH pulsatil (Devesa y cols. 1992,‘Devesa y
Tresguerres 1996).
-.—--GHRH

-~ l‘
P l‘
r . L *
. - . . B
* L
’ e R SS

A A / ;\\ / I
/f \.,._m.j/\w./ \\m/f N/ \ GH

Figura 3. Esquema de la posible secrecién de GHRH y SS . Modificada de Devesa y Tresguerres
(1996).

Se ha visto mediante estudios in vitro que una de las funciones de la SS seria bloquear
temporalmente la liberacion de GH, permitiendo que se acumule en 1a hipofisis. De esta forma
existe una mayor cantidad de GH para ser liberada en respuesta a la GHRH (Clark y
Robinson 1988, Lima y cols. 1993, Turner y Tannenbaum 1995, Clark y Robinson 1996). |

No obstante, la naturaleza de la interaccion entre la GHRH y la SS no ha sido

-desvelada, aunque se postula una comunicacién intrahipotalamica estrechamente regulada
(Zeitler y cols. 1991, Scanlon y cols. 1996), y se sugiere que la SS regula negativamente la
secrecion de GHRH (Lima y cols. 1993). Esta afirmacion se basa en que los axones de las
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neuronas somatostatinérgicas, que se proyectan al micleo arcuato, establecen conexion con
las dendritas y somas de las neuronas GHRHérgicas. De hecho hay receptores para SS en la
neuronas GHRHérgicas (Zeitler y cols. 1991, Bertherat y cols. 1995, Slama y cols. 1996)
(figura 4).

Ademas la SS parece tener una retroalimentacion negativa ultracorta, ya que su
administracion icv se interpreta como una sefial para el bloqueo de secrecion de SS endogena,
lo que lleva a un aumento en la secrecién de GH (Clark y cols. 1988, Devesa y Tresguerres
1996).

Por otra parte existe un control por la propia GH de tal forma que ésta estimula la
sintesis y secrecion de SS e inhibe la sintesis y secrecion de GHRH (Becker y cols. 1995,
Chan y cols. 1996a). No esta claro si la accion de la GH es directa o medida por la IGF I
(Bertherat y cols. 1995, Becker y cols. 1995). '

Algunos- autores (Sato y Frohman 1993), encontraron que la administracion icv de
GH disminuia el ARNm de GHRH, sin modificar la cantidad de ARNm de SS. Por otro lado
la IGF I si disminuia e ARNm de GHRH y aumentaba el de SS. Cabe la posibilidad de que
este efecto sea especifico del modelo utilizado (Becker y cols. 1995) y no excluye otros
efectos sobre la liberacion.

Sin embargo y aunque el receptor de GH se encuentra expresado en el nucleo
periventricular y en el nicleo arcuato (Chan y cols. 1996a, Pellegrini y cols. 1996), son pocas
las neuronas de GHRH y SS en el micleo arcuato que expresan el receptor de GH, por lo que
los efectos de 1a GH en el niicleo arcuato podrian ser transducidos a través de otras neuronas,
como por ejemplo las productoras del NPY (Chan y cols. 1996a). Saber si el NPY esta
implicado en la regulacion de GH, y como llega la sefial a las neuronas GHRHérgicas y
somatostatinérgicas necesita estudios posteriores.

El ARNm del receptor de GH se colocaliza en un 69% de las neuronas con ARNm de
SS del micleo periventricular, y la inyeccion icv de un oligonucledtido antisentido del GHR,
disminuye el ARNm de SS en el nucleo periventricular, sin afectar el ARNm de GHRH,
aumentando la secrecion de GH (Pellegrini y cols. 1996). Esto parece indicar que los
receptores de GH se encuentran directamente envueltos en la regulacion de las neuronas
somatostatinérgicas del niicleo periventricular, aunque no esta claramente establecida la
capacidad de la GH para atravesar la barrera hematoéncefélica (Pellegrini y cois_ 1996). Otros
autores (Chan y cols. 1996a, 1996b, Clark y Robinson 1996, Scanlon y cols. 1996) aﬁrman
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que la GH ejerce un efecto directo sobre las neuronas somatostatinérgicas estimulando su
sintesis y/o secrecion (figura 4).

Por otra parte, la IGF 1 estd implicada en la retroalimentacion negativa de la GH
(Berelowitz y cols. 1981), ya que inhibe la secrecion de la GH actuando a nivel hipofisario e
hipotalamico (Berelowitz y cols. 1981, Hu y cols. 1993, Becker y cols. 1995, Scanlon y cols.
1996). A nivel hipofisario inhibe la expresion de GH (Cutler 1996), .tanto basal. como
estimulada por GHRH (Bertherat v cols. 1995) y por el Pit 1, reduciendo ademas la
exocitosis de GH (Scanlon y cols. 1996). A nivel hipotalamico aumenta el ARNm de SS, y
disminuye el de GHRH, afectando de igual forma su liberacion (Becker y cols. 1995). De
hecho se han descrito receptores para la IGF I tanto en hipdfisis como en hipotalamo
(Tresguerres 1996b).

Figura 4. Modelo hipotético de control negativo de la GH sobre su propia secrecidn. Modificado de
Chan y cols. 1996a.

Sin embargo, Ia fuente de IGF I es un aspecto sujeto a controversia. Sé detecta
ARNm de IGF I en el hipotélamo que ademas responde a la administracion exogena de GH
lo que se apoyaria su origen local (Becker y cols. 1995). La falta de éfecto a nivel
hipotalamico de la administracion sistémica de IGF I corroboran su origen local (Sato y
Frohman 1993). |
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3.1.1.4 NEUROTRANSMISORES Y OTROS PEPTIDOS IMPLICADOS EN LA
REGULACION DE GH.

r

s Vias adrenérgicas

Su estimulo parece que actia inhibiendo la secrecion de SS, a través de receptores de
tipo o, (Devesa y cols. 1992, Becker y cols. 1995, Devesa y Tresguerres 1996). La
disminucién de la secrecion de la SS podria acompafiarse, secundariamente, de un aumento
en la Jiberacion de GHRH (Lima y cols. 1993, Bertherat y cols. 1995). Sin embargo, otros
autores mantienen que el estimulo de los receptores de tipo o, aumenta directamente la
liberacion de GHRH (Maszak y cols. 1995, Argente y cols. 1996a) (figura 5).

Figura 5. Esquema de la regulacion de la secrecion de SS y GHRH. Modificada de Devesa y
Tresguerres 1996.
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Cuando los niveles de NA son bajos se estimularian receptores de tipo P, en las
neuronas somatostatinérgicas, llevando a un aumento de la liberacion de SS (Devesa y cols.

1992, Argente y cols. 1996a, Devesa y Tresguerres 1996)

¢ Vias colinérgicas

ActGan a través de receptores muscarinicos inhibiendo la secrecion de la SS
(Bertherat y cols. 1995, Scanlon y cols. 1996). Segiin otros autores (Devesa y cols. 1992,
Lima y cols. 1993, Devesa y Tresguerres 1996) existiria una jerarquia donde la primacia se
deberia a las vias adrenérgicas con lo que el efecto de las vias colinérgicas seria modulador o

estimulante presindptico de las vias adrenérgicas.

s Vias dopaminérgicas

Se han descrito efectos tanto estimulantes como inhibitorios sobre la secrecion de
GH. La dopamina estimula la secrecion tanto de SS como de GHRH (Bertherat y cols.
1995), pero su accion sobre la GHRH necesita que los niveles de SS sean bajos. Existe
biosintesis de DA en la neuronas GHRHérgicas, de tal forma que se podria liberar
conjuntamente con esta hormona y estimular Iz SS directamente o bien modular
negativamente la disponibilidad de noradrenalina (Devesa y cols. 1992, Lima y cols. 1993,
Devesa y Tresguerres 1996). Podria entonces contribuir a establecer una interaccion entre las

neuronas GHRHérgicas y somatostatinérgicas {(Devesa y Tresguerres 1996).

% La Serotonina podria estimular la GHRH, aunque su papel no estd muy claro, y el GABA
parece actuar bloqueando la liberacion de SS (Devesa y Tresguerres 1996).

S Péptidos opidides: estimulan la secrecion de GH mediante el estimulo de la GHRH
(Pefialva y cols. 1994, Bertherat y cols. 1995). Por otra parte las neuronas

somatostatinérgicas estan inervadas por neuronas que contienen péptidos derivados de la
POMC (Bertherat y cols. 1995).

»Galanina: estimula la secrecion de GH, disminuyendo el tono somatostatinérgico (Argente
y cols. 1996a), que se acompaiia de una estimulacion de la secrecion de GHRH (Bertherat y
cols. 1995). Se colocaliza con las neuronas GHRHérgicas y presenta dimorfismo sexual,
siendo su ARNm mas abundante en los machos (Maszak y cols 1995). Su expresion aumenta
por efecto de la SS (Chan y cols. 1996b).
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“*Neuropéptido Y (NPY): inhibe la secrecion de GH (Gruenewald y cols. 1996).

“sActivina: disminuye la unién de Pit-1 al promotor de GH e inhibe el aumento de AMPc
inducido por GHRH (Bertherat y cols. 1995, Lago y cols. 1996).

»PACAP (péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria): Es similar a la GHRH ya
que también estimula la secrecion de GH, pero no se conoce con claridad su papel en dicha

regulacion (Argente y cols. 1996a, Devesa y. Tresguerres 1996).

*GHRPs: son hexapéptidos sintéticos que estimulan la liberacion de GH (Clark y Robinson
1996). No son homélogos a la GHRH, y son mas potentes que este péptido hipotalamico. De
hecho no se unen al receptor de GHRH. Podrian actuar directamente sobre la neuronas
GHRHérgicas o neuronas somatostatinérgicas o modular otros factores hipotalamicos que

influencian indirectamente la secrecion de GH (Argente y cols. 1996b).

3.1.1.5 FACTORES METABOLICOS Y REGULACION DE GH.

Ya que la GH es un importante regulador metabolico, su secrecion se modula por
algunos metabolitos: se inhibe por el aumento de la glicosa, y por el aumento de acidos
grasos libres, probablemente por estimulo de la secrecion de SS, aunque en este ultimo caso
también podria tener un efecto directo a nivel hipofisario (Devesa y Tresguerres 1996,
Scanlon y cols. 1996). También la arginina y la ornitina, aminoacidos esenciales, son potentes

estimuladores de la GH (Devesa y cols. 1992, Lima y cols. 1993).

3.2 IGF I o0 somatomedina C

La IGF I es una hormona que se sintetiza preferentemente en el higado, también se
produce localmente en muchos tejidos (Daughaday y Rotwein 1989), como en el cartilago de
crecimiento de los huesos largos. La transcripcién del gen de IGF 1 se estimula por GH
(Daughaday y Rotwein 1989, Straus 1994). Su similitud estructural con la insulina y su papel

en el crecimiento dieron origen a su nombre Insulin Like Growth Factor.
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o Estructura:

La IGF I es un péptido basico de 70 aminoacidos, con una estructura muy conservada
va que la IGF I de rata y la de humanos solo difieren en 3 aminoacidos (Daughaday y
Rotwein 1989).

La IGF II es un péptido ligeramente &cido de 67 aminoacidos que en la rata difiere en
5 aminoacidos de la secuencia en humanos (Daughaday y Rotwein 1989). En la rata
practicamente no se expresa en el periodo postnatal (Nilsson y cols. 1994), salvo en los
plexos coroideos y las meninges, por lo que sus niveles en plasma son practicamente
indetectables (Daughaday y Rotwein 1989, Straus 1994). Por el contrario, en humanos
adultos, los niveles plasmaticos de IGF II son 2 6 3 veces superiores a los de IGF I
(Tresguerres 1996b). |

Ambos péptidos presentan un 70% de homologia con la insulina, y presentan acciones
insulin-like, por lo que son hipoglucemiantes y antilipoliticos (Froesch y cols. 1990). Se
sintetizan en multiples tejidos y se secretan inmediatamente después de su sintesis (Thissen y

cols. 1994).

En vista de que la IGF II no parece jugar ningun papel importante en el desarrollo
somatico postnatal de roedores (Stewart y Rotwein 1996), nos centraremos principalmente
en describir la IGF 1.

Los niveles de la IGF I disminuyen con la edad, tanto en humanos como en animales
(Tresguerres 1996a). Existe un aumento puberal en los niveles de IGF I tanto en humanos
como en la rata (Handelsman y cols. 1987, Daughaday y Rotwein 1989). En la rata los
niveles de IGF I aumentan a partir de los 42 dias de vida, alcanzando unos valores méximos
hacia los 56 dias (Handelsman y cols. 1987, Gabriel y cols. 1992).

¢ Proteinas ligantes:

Hasta el momento se han caracterizado 6 IGFBPs (Stewart y Rotwein 1996).

Menos del 5% de la IGF I en plasma circula libre y mas de un 90% esta unida a un
complejo ternario de 150 Kd , formado por la IGF 1 o 1a II, la IGFBP3 y una subunidad acido
Iabil, 1a ALS (Thissen y cols. 1994).

La IGFBP 3 se considera la mayor reserva de IGF I (Gargosky y cols. 1994), y actia

como. un sistema de tampon, (Tresguerres 1996b), no atraviesa el endotelio, y prolonga la
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vida media de la IGF en plasma (Thissen 1994). Se regula fundamentalmente por la GH, que
induce su expresion en el higado (Stewart y Rotwein.l996), aunque también por la IGF I
(Domené y cols. 1993, Gargosky y cols. 1994) y es dependiente de la edad (Gargosky vy cols.
1994), |

En el caso de humanos aumenta con el desarrollo puberal pero de forma menos
marcada que la IGF I con lo que aumenta la proporcion de IGF 1 libre (Treéguerres 1996a).
En general tiene un papel estimulador de las acciones biologicas de la IGF I. Sin embargo, la
IGF I presenta mayor afinidad de unién con la IGFBP3 que con su receptor, por lo que si
existe un exceso de esta proteina ligante se inhibe la accién de la IGF I al impedir la union a
su receptor (Jones y Clemmons 1995),

La ALS es una glicoproteina cuya expresion y secrecion se estimula por la GH y no
por la IGF I, siendo el higado Ia fuente principal de produccion. Sus niveles séricos van
aumentando hasta que se alcanza la edad adulta tanto en la rata como en humanos (Dai y
Baxter 1994, Stewart y Rotwein 1996). 7

La unién para la formacion del complejo ternario es secuencial, primero se foﬁna el A
complejo IGF-IGFBP 3 y luego se une la ALS; como la ALS depende de la GH yno de la
IGF I, es la GH la que estimula l1a formacion del complejo terario en la rata (Gargosky y
cols. 1994, Fielder y cols. 1996). De esta forma la GH tendria un control preciso sobre este
almacén de IGF-I (Jones y Clemmons 1995).

La IGFBP 1 se inhibe por la insulina y la glucosa (Nogamiry cols. 1994) y une los dos
tipos de IGFs c¢;n igual afinidad (Tresguerres 1996b). La IGFBP 2 tiene preferencia por la
IGF I y ambas parecen inhibirse por la GH (Tresguerres 1996b). La IGFBP 4 parece tener
un papel protector de la posible sobrestimulacidn por la IGF I, ya que inhibe todas las
acctones de la IGF I (Jones y Clemmons 1995). Recientemente, se ha descrito la existencia en’
el ovario de las IGFBP 5 y 6, que unen ﬁjndamentaimente IGF II y tienen menos relacién con
la GH (Tresguerres 1996b).

Las proteinas ligantes (BPs) de pequefio peso molecular, (como la 1, 1a 2 y la 4),
pueden atravesar la barrera endotelial y transportar las IGFs de la circulacion a los tejidos,
mientras que la IGFBP 3 seria principalmente responsable de mantener los niveles de IGF en
la circulacion. De esta forma se podria modular la interaccion de la IGF con su receptor,

regulando su disponibilidad y por tanto sus acciones biologicas (Ketelslegers y'cols. 1996,
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Stewart y Rotwein 1996). Parece que la funciones locales de las BPs se modulan por
interacciones con la matriz extracelular y con la superficie celular (Jones y Clemmons 1995).
Por ejemplo: en el déficit de GH, la restriccion de proteinas o en el ayund, disminuye
la proporcion de IGF unida a la IGFBP 3 con respecto a la unida a las proteinas de bajo peso
molecular, lo que llevaria a acortar su vida media (Jones y Clemmoﬁs 1995). No se sabe
como afectan estas redistribuciones al crecimiento, pero si pal;ece claro que cuanta mas IGF [

esta unida al complejo ternario el animal crece mejor (Fielder y cols. 1996).

** Receptores:

Estan presentes en practicamente todos los tipos celulares (Thissen y cols. 1994).
Existen dos tipos de receptores: el tipo I que une sobre todo IGF I, aunque también insulina e
IGF II, y el tipo II que tiene mas afinidad por la IGF II y muy débil por la insulina (Thissen y
cols. 1994, Tresguerres 1996b).

El receptor de IGF I (IGF-IR) es una proteina heterotetramérica, con dos
subunidades de union () y dos subunidades transmembrana (B) (Stewart y Rotwein 1996), y
es estructuralmente homologo al receptor para insulina (Straus 1994). Tiene actividad tirosina
cinasa (Tresguerres 1996b), y desencadena una cascada de sefiales similar a la que ocurre tras
la fosforilacion del receptor de insulina (Jones y Clemmons 1995). Se encuentra
principalmente en células de origen mesenquimatico como fibroblastos, condrocitos y
osteoblastos (Straus 1994). Este receptor es el que media las acciones biologicas de las IGFs
(Jones y Clemmons 1995). | | ‘

El receptor tipo II es una sola cadena transmembrana, que ademas de unir IGF II,
presenta 2 fegiones que unen proteinas con residuos de manosa-6 fosfato; parece implicado
en el aclaramiento de IGF II (Stewart y Rotwein 1996) y no une insulina (Jones y Clemmons
1995). .

Dada su similitud existen receptores hibridos del IGF-IR y el de insulina, estan
formados por la union de dos mitades a8 de cada receptor, y se encuentran en nUMerosos
tejidos. Estos receptores hibridos tienen aita afinidad por la IGF I y menos por la insilina, y
probablemente presenten propiedades de transduccién de sefial intermedias (Stewart y

Rotwein 1996), aunque todavia no se sabe su funcion fisiologica (Jones y Clemmons 1995).
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¢ Acciones biologicas:

"~ Se sabe que la IGF I in vifro s un mitdgeno en un amplio abanico de tipos celulares,
y promueve la diferenciacion de mioblastos, osteoclastos, osteoblastos, condrocitos, células
neurales, y adipocitos. También estimula [a sintesis de las proteinas de la matriz extracelular,
sobre todo colageno y proteoglicanos, en condrocitos y osteoblastos. Por otra parte, estimula
la secrecion de las células de Leydig, de las células tecales y de las células de la granulosa
ovarica, asi como de las células foliculares tiroideas (Jones y Clemmons 1995).

Tiene acciones agudas similares a la insulina ya que promueve la captacion de glucosa
y la sintesis de glicogeno en el misculo esquelético, estimula en general, la sintesis proteica
(Jones y Clemmons 1995). Los estudios in vivo también han demostrado que se pfoduce una
disminucion en la glucemia por infusion con IGF I (Tresguerres 1996b).

La IGF T promueve tanto la ganancia de peso como el crecimiento, y produce un
efecto mayor.que la GH sobre el tamafio del higado, el timo y el rifion cuando se administra
exOgenamente (Jonés y Clemmons 1995).

La sintesis local de IGF I en muchos tejidos (cartilago de crecimiento, ovario, rifion)
" estaria en parte regulada por la GH, pero no en todos los casos, como por ejemplo en el Utero

(Jones y Clemmons 1995).

4. ORGANO DIANA: ESTRUCTURA Y FUNCION DEL CARTILAGO DE
CRECIMIENTO.

El 6rgano diana del crecimiento e§ el cartilago de crecimiento o de conjuncién, que
mediante el proceso de osificacion endocondral permite la elongacion de los huesos largos. El
cartilago de crecimiento se divide longitudinalmente en varias zonas (ﬁgufa 6), cada una de
las cuales presenta condrocitos en distintos estadios (Poirier 1985, Burk_itt y cols. 1993,
~ Ariznavarreta 1996a, Rodriguez-Hierro y Torres 1996): |

*Zona germinal, o de reserva: En esta zona se encuentran las ¢élulas progenitoras o

* precursoras. Los condrocitos estan dispuestos en pequefios racimos, rodeados de una gran
cantidad de matriz y se dividen con poca frecuencia (Nilsson y cols. 1994), El colageno es de

tipo II, que tiene la propiedad de no permitir la calcificacion (Ohlsson y cols. 1993).
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*Zong proliferativa: Los racimos de células experimentan continuas divisiones
mitoticas para formar columnas de condrocitos, paralelas al eje longitudinal del hueso,
separadas por una matriz rica en proteogliéanos. En esta capa ocurre la  mayoria de la
replicacion celular.

*Zona de madyracion: cesa la division celular y los condrocitos aumentan de

tamartio.

*Zona de hiperfrofia y_calcificacion: Los condrocitos son muy grandes y

vacuolados, su citoplasma acumula glucégeno y la matriz extracelular se calcifica. El
colageno tipo II es reemplazado por colageno tipo X, Gnico en el cartilago precalcificado y
calcificado.

Zona germinal o de reserva ——Jp

Zgna de proliferativa

Zona de hipertrofia

Zona de calcificacion

—
Zona de maduracién _’
—
—

Metafisis

Diafisis —

Epifisis ——

Figura 6. Esquema de las regiones anatémicas en un hueso largo y zonas del cartilago de crecimiento.
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*Zona de degeneracion del cartilago: Los condrocitos degeneran v las lagunas en la matriz

calcificada son invadidas por capilares y células osteogénicas desde la cavidad medular de la

diafisis. Unas células se diferencian a células hematopoyéticas y otras a osteoblastos.

*Zona osteogénica: Los osteoblastos se acumulan en la superficie de los restos calcificados
de la matriz cartilaginosa y comienza la formacion del tejido osteoide. Esta zona transicional

se conoce como metafisis.

4.1 Osificacién endocondral

La osificacion endocondral es el resultado de los procesos que tienen lugar a nivel del
cartilago y que comportan la maduracion del mismo, hasta la formacion del hueso.

Las células de la zona de reserva son reclutadas a la zona proliferativa, donde después
de un numero de divisiones, entran en una zona de diferenciacion donde se hipertrofian, y
producen una abundante matriz extracelular que se mineraliza (Gevers y cols. 1996a). El
proceso acaba con la degeneracion y lisis celular, mineralizacion e invasién vascular de la
matriz del cartilago, transformandola asi en nuevo tejido dseo.

'En la cara diafisaria de cada placa de crecimiento los condrocitos maduran y mueren,
v la zona de degeneracion del cartilago es reemplazada por hueso. Asi la diafisis Osea se
alarga y las placas de crecimiento son empujadas externamente, es decir se desplazan del
centro del hueso. También es importante en el crecimiento el aumento en grosor del hueso
por osificacion peridstica o aposicional y una adecuada mineralizacion (Carrascosa y cols.
1994, Reina y cols. 1995). _

El crecimiento del cartilago depende de la adecuada combinacion de todos los
procesos que ocurren en la maduracion del cartilago (Carrascosa y Audi 1996) y que estan
estrictamente regulados (Ohlsson y cols. 1993). Tanto el grosor de la zona proliferativa
(Kember y cols. 1993), como el volumen final de los condrocitos hipertroficos (Breur y cols.
1991, 1994) se utilizan como indices de crecimiento.

Por otra parte, cada hueso largo posee dos cartilagos de crecimiento, que crecen de
distinta forma pero alin asi de manera sincronica con la otra extremidad, _és decir, cada

cartilago functona de forma independiente atin dentro del mismo organismo, a pesar de estar
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sujetos a los mismos estimulos hormonales generales, y al mismo aporte de nutrientes
(Ariznavarreta 1996a).

Las fuerzas mecénicas que actiian sobre el hueso también son importantes. Se ha visto
en la rata macho, que el peroné actia mediante fuerzas de compresion sobre el cartilago de
crecimiento tibial, por lo que ejerce un efecto inhit;idor sobre la tibia para evitar un
crecimiento excesivo. Ese control depende de las diferentes tasas de crecimiento de ambos
huesos. Por ello la rotura parcial del peroné produce un aumento del crecimiento tibial (Al y
Dickson. 1994),

Si se ahonda alin mas en la fisiologia condral, se ha visto que los cartilagos con tasas
de crecimiento mas altas presentan ciclos celulares de los condrocitos proliferativos,‘ mas
cortos (Wilsman y cols. 1996). Por otra parte parece que la sintesis de DNA estd mas
sincronizada entre los condrocitos de una misma columna que con los Vde otras columnas
(Farnum y Wilsman 1993), y que hay picos de sintesis de DNA en los periodos de transicién
de luz-oscuridad (Simmons y cols. 1988). Aunque se ha especulado sobre la posibilidad de
que existiera una relacion entre la cinética celular y oscilaciones en el crecimiento
(Hermanussen 1989), hasta ahora, los resultados sobre si existe un ritmo circadiano en la tasa
de crecimiento no han sido muy concluyentes (Wilsman y cols. 1996). Nosotros
presentaremos datos que si apoyan una oscilacién en el crecimiento en periodos inferiores a
24 horas.

Se asume que todos los cartilagos de crecimiento experimentan la misma activacion y
represion de genes, dando lugar a un patrén de expresion fenotipica caracteristico y
secuencial Mﬂsmn y cols. 1996). Sin embargo el resultado en crecimiento no es el mismo.
Estos mismos autores proponen que un cartilago concreto, en un momento dado, presenta un
estado estable en el mimero y el desarrollo de sus condrocitos. Estos estadios irian variando
en el tiempo originando las distintas tasas de crecimiento.

Todo esto sugiere una regulacion dinmica y compleja del proceso de crecimiento,
que comprende herencia genética, secrecién hormonal, y mecanismos de-regulacién paracrino
y autocrino. De todas formas, y a pesar de que se conocen muchos elementos que estan
involucrados en el crecimiento, no se conoce con certeza su control (Ariznavarreta 1996a), ni
que mecanismo origina las distintas tasas de crecimiento en la elongacion de los huesos
(Wilsman y cols. 1996). |
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4.2 Efecto de la GH y de la IGF I en el cartilago de crecimiento

En, un principio se pensaba que la actividad estimulante del crecimiento de la GH
estaba mediada ﬁlﬁcafnente a través de la produccion hepatica de IGF I, que una vez liberado
a la circulacion actiia como un factor endocrino a nivel del cartilago. |

Por otra parte, se vio que la infusion de GH directamente en el caniiago era capaz de
estimular el crecimiento tibial (Isaksson y cols. 1982). También la administracion directa de
IGF 1 en el cartilago promueve el crecimiento, por lo que se propuso que la accion de la GH
debia estar mediada por la produccion local de IGF I (Schiechter y cols. 1986, Isgaard y cols.
1986). Ademas en ratas hipofisectomizadas puede haber crecimiento en respuesta al
tratamiento con pequefias dosis de GH, sin que aparezcan cambios en los niveles plasmaticos
de IGF I (Daughaday y Rotwein 1989). \ |

Sin embargo, la GH parecia ser mas eficaz promoviendo el creéimiento' que la IGF [
(Isgaard y cols. 1986, Domené y cols. 1993, Gosteli-Peter y cols. 1994, Spagnoli y (Rosenfeld
1996) lo que sugiere que la existencia de un efecto directo de la‘GH independiente de la IGF
L o o |

De hecho, la GH tiene efectos directos en el cartilago (Daughaday y Rotwein 1989).
Se ha visto en estudios in vitro que la GH, y no la IGF I, estimula la multiplicacion de las
células de prolife:racién lenta de la capa germinativa (Ohlsson y cols. 1992b), mientras que la
IGF I estimula la expansion clonal de células con fenotipo diferenciado (Ohlsson y cols.
1994).

Con estos datos se propone una accion dual de la GH, por la que actuaria por un lado
directamente sobre las células progenitoras, iniciando la expansion clonal subsecuente
(Ohlsson y cols. 1992b, 1993, 1994, Gevers y cols. 1996a) y por otro estimulando la sintesis
local de IGF I por estas células mas diferenciadas (Isaksson y cols. 1982, 1987, Goodman
1994). Esta producéién local de IGF 1, de forma paracrina y/o autocrina, actda estimulando

los condrocitos proliferativos ya diferenciados (Isaksson y cols. 1982, 1987"), no solo la

- multiplicacién celular sino también la sintesis de matriz extracelular (Ohlsson y cols. 1993,
Carrascosa y Audi 1996) (figura 7). ' |

Esta teoria esta de acuerdo con la respectivas concentraciones de receptores, que son

mas elevadas en precondrocitos y condrocitos jovenes para GH, y en condrocitos
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proliferativos para IGF I (Loveridge y cols. 1995, Carrascosa y Audi 1996, Spagnoli y
Rosenfeld 1996) y parece ser la mas aceptada (Carrascosa y Audi 1996, Tresguerres 1996b).
Sin embargo, algunos autores (Hunziker y cols. 1994) proponen que la IGF I también
influiria en la diferenciacion de los condrocitos por actuacion sobre las céhulas progenitoras, y
que tanto la GH como la IGF I actuarian en cada nivel de diferenciacion, puesto que existen

receptores para ambas en todos los estadios de diferenciacion en el cartilago (Hunziker y cols.
1994).

5 Hipéfisis

M Camplejo ternario
Y / CirculaCién

IGF |
-64‘.
~%%  Proteasa
Y
GH ~ i
- X _ ~ Laviiinen g
\& J“‘\._«‘A\ f . /’@Qfﬂ\ @ £ w i e &i PR
N \e,: : L\ \r"*" Lrecinuenio
}m% | S et /I‘“'“-n...
4 Y ey e’ 2 —=C=)
| - Autocrino Pa'a""“"‘ o ,
Precondrocitos Condrocitos proliferativos ‘Condrocitos Hipertréficos

Figura 7. Esquema de las acciones de GH ¢ IGF I a nivel del cartilago de crecimiento. Modificada de
Spagnoli y Rosenfeld (1996).
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De todas formas, sea por el efecto directo de la GH, o bien modulando esta actuacion
autocrina/paracrina de la IGF I no se excluye el papel estimulador de la IGF [ circulante, ya
que la estimulacion del crecimiento tibial por dosis relativamente altas de GH, administrada
directamente en el cartilago, no es tan potente como la alcanzada por la GH administrada de
forma sistémica (Daughaday y Rotwein 1989), y en ratas hipofisectomizadas tanto la infirsion
local de IGF I (Isgaard y cols. 1986) como la sistémica (Gosteli-Peter y cols. 1994)
promueven el crecimiento longitudinal de la tibia, con lo que la IGF I sistémica aléanzaré
también estas células estimulando la division celular (Gobdman 1994). |

Por todo esto actualmente se acepta que la IGF I podria promover el crecimiento
tanto a traveés de un mecanismo de accion clasico tipo endocﬁno, como por un mecanismo
autocrino/ paracrino, sin que esté delimitada exactamente la responsabilidad de cada uno de
ambos mecanismos en la promocion del crecimiento (Loveridge y cols. 1995, Carrascosa y

Audi 1996).

Las proteinas ligantes han cobrado importancia como reguladoras de los niveles
locales de IGF 1, ya que la GH podria potenciar la accidn de la IGF I mediante la estimulacion
de la produccién de IGFBP3 y ALS; por otro lado existen proteasas que degradan la
IGFBP3, aumentando la liberacion de la IGF en el cartilago. Incluso puede que la GH
induzca la produccion local de IGFBP3 en el lugar de accién (Spagnoli y Rosenfeld 1996),
como se ha visto en condrocitos humanos (Carrascosa y Audi 1996), lo que complicaria ain

mas el sistema.

4.3 Efecto de otras hormonas y substancias en el cartilago de

crecimiento

Ademas de los efectos de la GH y de la IGF I, existen otra serie de hormonas y

factores que intervienen en la regulacién de la elongacion de los huesos.

“» Hormonas gonadales
Existen receptores para estrogenos y andrégenos en el cartilago (Ohlsson 1993), y la
test'osterong actuando directamente en el cartilago, aumenta su grosor (Ohlsson 1993) y

estimula tanto la proliferacion celular como la sintesis de matriz del cartilago (Carrascosa y
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Audi 1996). Los estrogenos favorecen la sintesis de matriz y la mineralizacion e inhiben la

profiferacién celular (Carrascosa y Audi 1996).

¢ Hormonas tiroideas
Las hormonas tiroideas regulan la proliferacion y la maduracion condral in vitro
(Ohisson y cols. 1993), son necesarias en la hipertrofia condral (Nilsson y cols. 1994), y

favorecen los procesos de mineralizacion (Carrascosa y Audi 1996).

»Insulina

También tiene efectos proliferativos sobre células de tipo osteobléstif:o (Leung y cols.
1996) y regula de forma negativa los receptores de GH en osteoblastos, al revés que en el
higado (Leung y cols. 1996), con lo que podria participar limitando la capacidad de GH de
estimular el crecimiento en el hueso, y sin embargo potenciar su accién endocrina, segun

Leung y cols. (1996).

< Glucocorticoides
En el cartilago de crecimiento los GC inhiben la proliferacion (Baron y cols. 1994,

Yahya y cols. 1994) y reducen la maduracion de los condrocitos (Yahya y cols. 1994),

» Hormona Paratiroidea:

Aumenta Ia produccion de IGF I en células osteoblasticas (Saggese y cols. 1993).
Por un lado estimula la resorcion 6sea y por otro, favorece la formacion hueso nuevo
(Hock y cols. 1988). Su accién sobre la resorcién se debe tanto a un auménto de la
diferenciacion celular a osteoclastos como de su actividad, se favorece por IL-1 y

necesita de niveles adecuados de vitamina D (Prieto 1996).

s Factores de crecimiento:
El EGF estimula la proliferacién celular en el cartilago (Ohlsson 1993) y el TGF B
parece estar implicado en los mecanismos moleculares asociados con la diferenciacion de los

condrocitos (Loveridge y Farquharson 1993, Ohlsson y cols. 1993).

s Vitamina D
La proliferacion de los condrocitos aumenta con dosis bajas y se inhibe con dosis

altas de vitamina D (Ohlsson 1993, Nilsson y cols. 1994). Esta implicada en la diferenciacion
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de los condrocitos (Gevers y cols. 1996a), y estimula la mineralizacién (Ohlsson 1993,
Carrascosa y Audi 1996), probablemente por su efecto estimulador de la absorcion intestinal
de calcio y fosfato, con lo que aportaria los elementos necesarios para la mineralizacién.

También estimula la reabsorcion 6sea al favorecer la formacion de osteoclastos (Prieto 1996).

“sInterleucinas (IL):

La IL-6 parece ser critica para la formacion de osteoclastos a partir de células
menos diferenciadas, y la IL~-8 parece causar degradacion del cartilago (Saggese y cols.
1993). |

5. MODIFICACIONES DEL PATRON NORMAL DE CRECIMIENTO

5.1 Dimorfismo sexual y manipulacion neonatal del ambiente

esteroideo

5.1.1 Dimorfismo en el crecimiento y en la secrecion de GH

El patron secretor de GH difiere marcadamente entre machos y hembras (Edén 1979)
y se acepta que tiene relacion con la diferente tasa de crecimiento entré machos y hembras
(Clark y Robinson 19853, Jansson y cols. 1985a, 1985b, Clark y Robinson 1988, Painson y
Tannenbaum 1991), siendo superior en los primeros (Jansson y cols. 1983, 1984).

Los machos presentan niveles basales de GH bajos o indetectables, y pulsos de
amplitud elevada cada 3-4 horas. Las hembras tienen valores plasmaticos més constantes con
valles mas altos, picos de menor amplitud, mas frecuentes y mas irregulares (Edén 1979,
Jansson y cols. 1985a, Zeitler y cols, 1991, Painson y Tannenbaum 19‘91., Painson y cols.
1992, Hasegawa y cols. 1992, Pefialva y cols. 1994). '

Las diferencias en el patrén secretor de GH aparecen paulatinamente. El aumento en
la amplitud de los pulsos de GH en las ratas machos comienza entre los 33 v los 40 dias de
vida y la disminucién de los valores basales entre los 41 y los 54 dias (Gabriel y cols. 1992),
aunque algunos autores sittan las diferencias en el patron secretor entre los 25 y 30 dias

(Edén 1979).
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Asi pues las diferencias en el patrén secretor de GH comienzan con la aparicion de la
pubertad y coinciden con el momento en el que se establecen las tasas de crecimiento
diferentes entre machos y hembras, hacia los 40-45 dias de vida (Edén 1979, Jansson y cols.
1984, 1985b, Shulman y cols. 1987).

Por otra parte los niveles circulantes de IGF I son superiores en los machos que en las
hembras a partir de los 56 dias de vida (Gabriel y cols. 1992).

También se ha visto que ambos sexos presentan distinta sensibilidad a la
administracion exdgena de GHRH (Clark y Robinson 1985b), de tal forma que las hembras
responden a cada pulso de GHRH con un pico secretor de GH, mientras que los machos
presentaﬁ periodos “refractarios” (Carlsson y cols. 1990, Painson y Tannenbaum 1991).

Entre machos y hembras existe distinta retroalimentacion negativa sobre el
hipotalamo ejercida por la GH (Becker y cols. 1995); siendo en la hembra la
retroalimentacion menos drastica sobre SS (Carlsson y cols. 1990) o sobre SS y GHRH
segun otros autores (Maiter y cols. 1990, 1991a, Sato y Frohman 1993) lo que llevaria a un’
patron secretor de GH mas continuo. También se ha visto que los machos son mas sensibles a
la estimulacion o adrenérgica (Maszak y cols. 1995).

Se propone que en las hembras serfa preponderante la inhibicion de la GHRH
mientras que en machos seria dominante la estimulacién de Ia SS (Carlsson y cols. 1990).
Carlsson y cols. (1990) postulan que en el macho el pico de GH aumentaria la liberacion de
SS, e inhibiria la de GHRH (Maiter y cols. 1990), limitando la longitud del pulso. La caida en
los niveles de GH implicaria el cese Qel estimulo sobre SS. |

Eﬁ la rata macho como hemos comentado, lé GHRH y la SS se secretarian de forma
ritmica y desfasadas 180°.

En la hembra la secrecion de SS podria ser mas constante (figura 8), situandose a un
nivel intermedio entre los picos y los valles de los machos (Clark y Robinson 1985b,
Robinson y Clark 1987, Carlsson y cols. 1990, Painson y Tannenbaum 1991). La secrecion
de GHRH se mantendria pulsatil aunque en un nivel mas elevado (Painson y Tannenbaum
1991), lo que podria ser especifico de especie (Painson y cols. 1992). La GHRH seria
importante para mantener elevados los niveles basales de la hembras (Painson y cols. 1992).

Una de las funciones de la somatostatina seria bloquear temporalmente la liberacion
de GH, lo que permitiria que la GH se acumulara, con lo que Iz GHRH tendria un afecto

acentuado al liberar una mayor cantidad de GH (Turner y Tannenbaum 1995). Ese momento
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de altos niveles de GHRH con bajos niveles de SS, es lo que parece suceder en el caéo de los
machos en los picos de secrecion de GH. Otra posibilidad es que la disminucion de la
liberacion de GHRH, inducida por somatostatina, lleve a una estimulacién del receptor de
GHRH (up-regulation), lo que contribuiria, en parte, al aumento de la respuesta de GH a
GHRH (Tzanela y cols. 1996), | ’

Macho ‘ Hembra

Figura 8. Patron secretor de GH en la rata macho y en la rata hembra. Modificado de Pefialva y cols.
1994, '

Por otra parte el distinto patron secretor de GH en la rata se acompaiia a nivel
hipoﬂsaﬁo e hipotalamico, de caracteristicas propias de cada sexo, que se modifican por la
eliminacion de la respectiva fuente de esteroides sexuales:

Se sabe que el contenido hipofisario de GH y su sintesis en ratas adultas es mayor en
machos que en hembras (Wehrenberg y Giustina 1992, Scanlon y cols. 1996), que ademas los
machos tienen mayor contenido y presentan mayor expresion de GHRH y SS (Zeitler y cols.
1990, Hasegawa y cols. 1992, Painson y cols. 1992, Scanlon y cols. 1996).

En el macho la castracion disminuye ambos ARNS, efecto que se revierte por la
testosterona (Argente y cols. 1990, Zeitler y cols. 1990, Chowen y cols. 1996b, Scanlon y
cols. 1996) y por la DHT (Argente y cols. 1990, Lago y cols. 1996), que es un_ andrdgeno no
aromatizable. En la hembra la castracién disminuye el ARNm de SS (Painson y cols. 1992,
Bennet y cols. 1996), reviertiéndose este efecto por la administracién de estradiol
(Wehrenberg y Giustina 1992). Sin embargo, en el caso de las hembras los efectos de la

castracion sobre el ARNm de GHRH no son tan claros, ya que se ha descrito que no se
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modifica (Matter y cols. 1991a, Hasegawa y cols. 1992) o que aumenta (Bennet y cols.
1996).

Se postula que la accion ejercida por los estrogenos no serta directa, ya que no existen
receptores para ellos en las neuronas somatostatinérgicas del niicleo periventricular o del
nucleo arcuato de hipotidlamo (Bennet y cols. 1996). Los androgenos si actuarian
directamente (Argente y cols. 1990, Hasegawa y cols. 1992, Lago v cols. 1996). No obstante
si parece haber union de estrégenos, en ciertas poblaciones de neuronas GHRHérgicas
(Wehrenberg y Giustina 1992).

La manipulacion del ambiente esteroideo en la rata adulta también produce cambios
en la velocidad de crecimiento: La castracion de animales machos disminuye la tasa de
crecimiento y en animales hembras la aumenta (Jansson y cols. 1983, 1985b, Shulman y cols.
1987). Ademas, los estrogenos administrados en dosis terapéuticas inhiben el crecimiento

tanto en nifios como en animales de experimentacion (Goodman 1994).
5.1.2 Diferenciacion sexual del cerebro: manipulacion neonatal.

Por otra parte, en la rata de laboratorio hay toda una serie de flinciones que presentan

dimorfismo sexual como consecuencia del ambiente hormonal perinatal. En la rata el periodo
‘en el que ese ambiente actila se extiende a los primeros 10 dias de vida postnatal, lo que

permite una facil manipulacion postnatal. Por ello, se sabe que los androgenos tanto fetales
como neonatales inducen masculinizacién (Jansson y cols. 1985b). Parece un paso obligado
que la testosterona se aromatice a estradiol en el cerebro para llevar a acabo su efecto
masculinizante, lo cual no deja de ser sorprendente.

Frente a la idea inicial de que ¢l cerebro era inherentemente femenino, a no ser que
hubiera una induccién hormonal derivada de la testosterona que lo masculinizara, parece que
la diferenciacion femenina pudiera ser un procéso activo que requiriese niveles moderados de
estrogenos (figura 9). |

El feto hembra se halla expuesto a elevados niveles de estrogenos, formados por la
unidad feto placentaria; existe un proteina con elevada afinidad para el estradiol, la o-feto
proteina («FP), presente en cantidades importantes en los animales hembra. En un principio
se pensaba que esa oFP, retenia los estrogenos protegiendo al feto femenino de la

masculinizacion, pero actualmente se sabe, que la oFP es endocitada en las neuronas del
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sisterna nervioso central. De esa forma constituye una fuente y un reservorio de esteroides,
extendiendo el ambiente estrogénico a los primeros dias de vida posnatal y modulando la

cantidad de estrogenos que interaccionan con el receptor.

Placenta Génada Adrenal Placenta Testiculo Adrenal
Estrégenos m Testosterona
oFP R
!
+ .
E-«FP Aromatizacién
b 4

\ . E
R — RE{ Neuronas \R'L’ RE

D e
<+ | 3

Hembra Macho

Figura 9, Modelo secuencial 0 cuantitativo en la diferenciacion sexual. Modificado de Vaticén 1996.
(R= receptor, RE= complejo estrogenos-receptor, T= testosterona) La disociacion del complejo oFP-
estrogeno dentro de la neurona libera el esteroide, que se vme a su receptor citosélico (Tresguerres
1992). ‘ '

En (ltima instancia la diferenciacion sexual dél cerebro depende de los estrogenos,
tanto en machos como en hembras, y parece tratarse mas bien de un proceso cuantitativo.

Por otra parte se han detectado receptores para androgenos en el hipotalamo lo que
abre la posibilidad de que la testosterona per se tenga alguna funcién en la diferenciacion
neuronal. De hecho estimula el sistema enzimitico aromatizante por interaccién con
receptores androgénicos potenciando su propio metabolismo (Tresguerres 1992, Vaticon y
Alvaréz‘ 1996, Garcia Segura 1996, Vaticon 1996).

5.1.3 Manipulacién del ambiente esteroideo neonatal y secrecion de GH.

Hemos visto que existe un dimorfismo marcado en el patrén secretor de GH, en el
contenido y la expresion de los péptidos hipotalamicos, y en las tasas de crecimiento en el
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animal adulto; teniendo en cuenta que en la rata se puede alterar el desarrollo dimérfico det
cerebro se comenzaron a hacer estudios en los que se manipulaba el ambiente esteroideo en la
etapa neonatal o en el animal adulto, tratando de modificar con elio el phtrén secretor de GH
propio de cada sexo y sus tasas de crecimiento. |

La manipulacion neonatal produce marcados efectos sobre el eje somatotropo: el

numero de neuronas que expresan GHRH disminuye en los machos por la caétmcién
neonatal, y aumenta en las hembras tratadas con testosterona neonatalmente. Sin embargd, el
ARNm de GHRH parece regularse preferentemente, y de forma positiva, por los niveles de
testosterona en el animal aduito. En el caso de las neuronas quelexpresan SS, no existen
cambios en su mumero por ninguna de estas manipulaciones, mientras que su capacidad
sintética ests influida fundamentalmente por el ambiente esteroideo neonatal, aunque es
importante también el ambiente esteroideo en el animal adulto, siendo Ia testosterona la que
aumenta su ARNm (Chowen y cols. 1993, 1996b). Para una revision de datos mas amplia
puede consultarse los trabajos de Wehrenberg y Giustina (1992).

El tratamiento neonatal con niveles elevados de androgenos o estrogenos parece
condicionar la respuesta en adultos al ambiente esteroideo postpuberal (Chowen y cols. 1993,
1996b). Asi. segiin Devesa y cols. (1996), en.el periodo neonatal se determinaria el
establecimiento del patron dimérfico sexual en la secrecion de GH y los esteroides gonadales
liberados a partir de la pubertad modularian ese patron prefijado. |

Péro el sistema parece ser ain mas complejo, ya que podrian existir cambios en las
sinapsis modulados por esteroides sexuales (Painson y cols. 1992, Chowen y cols. 1996a,
1996b). Ademas la testosterona tiene efectos organizadores y activadores en la astroglia
(Chowen y cols. 1996a).

Por otra parte, adexﬁés_ de la testosterona, hay factores testiculares no andmgéﬁicos
secretados por células distintas de las de Leydig que también influyen en la expresion de SS y
GHRH (Lago y cols. 1996, Scanlon y cols. 1996), disminuyendo el contenido de ARNm de
SS en el micleo periventricular, y evitando el aumento del ARNm de GHRH inducido por
DHT, con lo que parecen estar implicados en la neurorregulacion y en el mantenimiento del
patron dimérfico de la secrecion de GH (Lago y cols. 1996). 7
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5.2 Alteraciones de la nutricién en la rata

En la rata tanto el ayuno como el déficit proteico llevan a una disminucién en los
niveles de IGF I, y de los niveles plasmaticos de GH (Maes v cols. -1991, Nogami y cols.
1994, Oster y cols. 1996). Estos niveles de IGF I no se recuperan. si se administra GH
(Thissen y cols. 1991, Asakawa y cols. 1992), y en humanos en las mismas condiciones la
disminucién de IGF I ocurre en presencia de niveles plasmaticos elevados de GH (Maes y
cols. 1991, Straus 1994, Thissen y cols. 1994, Ogawa y cols. 1996); asi se habla de un estado
de resistencia a la GH. Esta misma idea se apoya en los resultados obtenidos por la
administracion de GH e IGF I a ratas sometidas a ayuno, en los que Unicamente la IGF I era
capaz de prevenir parcialmente la perdida de peso ocasionada por el ayuno (Asakawa y cols.
1992).

Se han llevado a cabo numerosos estudios tratando de dilucidar los mecanismos por
los que se producen estas alteraciones det eje somatotropo. ‘

Se ha visto que en la rata el ayuno, lleva a una disrrﬁnuéién del nimero de receptores
de GH en el higado (Maes y cols. 1991, Thissen 1994, Ketelslegers y cols. 1996), y de los
niveles de la GHBP (Ketelslegers y cols. 1996, Oster y cols. 1996). Disminuyen los niveles
séricos de la IGFBP3 (Oster y cols. 1996), y de la ALS (Dai y Baxter 1994, Oster y cols.
1996), mientras que aumentan lo‘s niveles de IGFBP 1 y 2 (Straus 1994), y aumenta la
expresion del receptor de IGF I en muchos tejidos (Straus 1994).

La restriccién de proteinas acelera el aclaramiento de IGF I (Ketelslegers y cols.
1996), y puesto qﬁe lé ALS se induce directamente por la GH y no por la IGF I (Gargosky v
cols. 1994), se ha propuesto que el déficit de GH ocasionado por la restriccién de proteinas,
levaria a una reduccién en la formacion del complejo ternario, IGF I-IGFBP3-ALS,
contribuyendo a la reduccién de los niveles plasmaticos de IGF I (Harel y Tannenbaum
1993). _

Por otra parte los cambios producidos en las proteinas ligantes de IGF I influirian en
su dispdnibilidad a nivel tisular (Straus 1994, Ogawa y cols. 1996). Esta seria una forma de
limitar el crecimiento y de que los nutrientes fueran principalmente utilizados para el
metabolismo (Zhao y cols. 1995). |

Los mecanismos que influyen en la secrecion de GH no estan completamente

aclarados. Parece que la disminucion en la secrecion de GH, se deberia a un aumento en el
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tono somatostatinérgico (Tannenbaum y cols. 1989), junto con una disminucion tanto en la
éxpresién como en la liberacton de GHRH (Okada y cols. 1994, Thissen 1994). Se sabe que
los niveles SS en la circulacion periférica aumentan, sin que se modifique el contenido
hipotalamico (Tannenbaum y cols. 1979), ni su ARNm (Okada y cols. 1994, Thissen 1994),
-por lo que su origen pafece ser periférico (Thissen 1994), aﬁnque no esta muy claro como se
altera el sistema somatostatinérgico (Tumer y Tannenbaum 1995). También se ha propuesto
que la falta de aminoacidos esenciales en la dieta alteraria otros sistemas de neurotransmisores
o neuropéptidos que modularian la secrecion de GH a través de la GHRH y/o la SS (Harel y
Tannenbaum 1993, 1995, Okada y cols. 1994). Por ejemplo, el NPY, que es un potente
orexigénico en animales de experimentacion e inhibe la secrecién de GH al ser administrado
centralmente, aumenta su sintesis y liberacion en respuesta al ayuno (Gruenewald v cols.
* 1996), con lo que podria participar en la inhibicién de la secrecion de GH.

Es impdnante afiadir que otras hormonas como la insulina o las hormonas tiroideas,
que disminuyen en el ayuno (Thissen 1994), pueden estar contribuyendo a los efectos de la
falta de nutrientes sobre el eje somatotropo. Se ha propuesto que la insulina interviene junto
con la GH y la nutricién en la regulacion de los niveles de IGF I (Froesch y cols. 1990) y en la
regulacion de la expresion génica o en la estabilidad del ARNm de la ALS (Dai y Baxter
1994). Ademas disminuye la transcripcion de la IGFBP 1 (Straus 1994, Ketelslegers y cols.
1996), y promueve la traslocacion esta proteina ligante fuera del compartimento vascular
(Jones y Clemmons 1995), sin modificar los niveles de la IGFBP2 6 de la IGFBP3
(Tresguerres 1996b). Por otro lado el tratamiento con T; en ratas sometidas a ayuno previene
parcialmente la disminucion en la concentracion de IGF I en suero y del ARNm de GH en

"hipofisis (Thissen 1994).

Debido a que, como hemos descrito, se puede alterar el patron de crecimiento por
malnutricion quisimos utilizar este hecho para estudiar el proceso de crecimiento

compensatorio (catch up) tras al ayuno.

5.3 Crecimiento compensatorio

El crecimiento compensatorio es un fenémeno fisiologico normal por el que tras un

periodo de no crecimiento o crecimiento disminuido, se tiende a recuperar la linea de
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incremento estatural que se esperaria en ausencia de alteraciones, lo que en algunos casos
lleva a producir un crecimiento suprafisiologico (Baron y cols. 1994, Hermanussen y cols.
1996). Estos periodos de no crecimiento pueden producirse por deficiencia de GH, exceso de
glucocorticoides, malnutricidn, o enfermedad (Baron y cols. 1994). '

Los mecanismos que controlan la recuperacion del tamafio corporai tras un periodo
de no crecimiento no parecen estar claros. ‘

Mosier (1§86, 1990) propone que €l crecimiento compensatorio estaria controlado,
por un regulador central que recibiria informacion del tamaiio del cuérpo y lo contrastaria con
una referencia aumentando o disminuyendo la tasa de crecimiento. Los organismos siguen un
patron predecible de crecimiento proporcionado. En las interrupciones del crecimiento
aparecen desproporciones entre la longitud del esqueleto y el peso, pero siempre se tiende a
recuperar las proporciones normales, lo que sugiere un control activo.

No obstante, estudios de crecimiento compensatorio en la tibia de conejo (Baron y
cols. 1994) sugieren que esta capacidad seria intrinseca def propio cartilago de crecimiento ya
que era especifico del cartilago en el que se habia producido la inhibicion, descartando que se
debiera a un fendomeno exclusivamente neuroldgico o a las diferentes fuerzas mecanicas.
Proponen que la tasa proliferativa de los condrocitos del cartilago disminuye con cada
division contribuyendo a la senescencia del cartilago, y que una paralizaciéﬂ de e_sas'divisiones
retrasaria el envejecimiento permitiendo el crecimiento compensatorio al cesar la inhibicion.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que las diferencias en presion pueden modificar la
forma y tamafio de los huesos (Prieto 1996). '

En cabras, corderos y cerdos, se ha intentado utilizar la rapida ganancia de peso que
se produce tras periodos de malnutricion para aumentar la produccion de came
(Hermanussen y cols. 1996).

| Los factores que contribuyen a la rapida ganancié de peso durante la realimentacion y
a su pérdida con la malnutricién parecen ser multiples y deﬁendientes del tipo de malnutricion
al que son sometidos los animales. ' ‘

Con una restriccion de dieta del 30% Phillips (1981) encuentran que la eficacia en la
utilizacion de nutrientés aumentaba en el hueso, disminuia en el tejido adiposo y no se
modificaba en el musculo. También se ha descrito que el organismo pierde agua (Azain y
cols. 1995, Zhao y cols. 1995), con lo que existe una rehidratacién del mismo al comenzar la

realimentacion (Zhéo y cols. 1995).
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Algunos autores estudiando la malnutricion cronica neonatal (Zhao y cols. 1995)
observaron que la realimentacion estimula preferentemente el deposito de grasa, al igual que
la restriccion lo disminuye y que un soporte nutricional adecuado permite la replecion de la
masa magra. Tambien se ha postulado (Tawa y Golberg 1992), que la realimentacién produce
una rapida estimulacién de la sintesis de proteinas en el muisculo, acompafiada de una
degradacion de-proteinas que permanece baja durante 2 dias, lo que podria explicar el rapido
crecimiento del miisculo y el aumento de peso, ya que el misculo supone un 30-40% del Ia
masa corporal,

En la rata normalmente el fenomeno del crecimiento compensatorio se ha estimado
por cambios en peso (Phillips y Young 1975, Tannenbaum y cols. 1979, Lanz y cols. 1992,
Azam y cols. 1995). Nosotros quisimos estudiar en la rata que evolucion presentaba su
longitud tibial tras una restriccion en el acceso de nutrientes y si el tratamiento con GH era

beneficioso en promover la recuperacién,

5.4 Tratamiento neonatal con glutamato monosédico (GMS)

Ademas del estudio del crecimiento en la rata normal, utilizamos un modelo
deficitario en GH, cuyas caracteristicas detallamos a continuacion.

El tratamiento neonatal con glutamato monosodico (GMS) produce una
destruccion selectiva de las neuronas secretoras de GHRH del nucleo arcuato del
hipotalamo, sin afectar aparentemente, a las neuronas secretoras de LHRH, SS o CRH.
Esto permite la obtencion de un modelo con deficiencia selectiva de GH de origen
hipotaldmico (Bloch y cols. 1984) que es ampliamente utilizado en estudios de
crecimiento, en muchos casos como alternativa a una manipulacion mas drastica como es
la hipofisectomia. |

Se sabe que este tratamiento conlleva otras modlﬁcacmnes neuroendocrinas y
metabohcas En general son animales obesos (Bakke y cols. 1978, Greely y cols. 1980,
Nemeroft y cols. 1981, Maiter y cols. 1991b, Kubota y cols. 1994)aunque no sufren
hiperfagia (Redding y cols. 1971), presentan disminucion del peso de ia hip6fisis, por la
falta de efecto trofico de la GHRH sobre la hipofisis (Maiter y cols. 1991b) y de los
testiculos (Bakke y cols. 1978, Terry y cols. 1981, Wakabayashi y cols. 1986, Villanta y

cols. 1992). También presentan una disminucién en el contenido de proteinas tanto
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hipofisarias (Maiter y cols. 1991b) como en la eminencia media (DePaolo y Negro-Vilar
1982). El contenido hipotalamico de TRH parece no estar modificado (Millard y cols.
1982), y tampocb se ha encontrado disminucion en el contenido hipofisario de TSH
(Jennes y cols. 41 984), aunque si se ha descrito un descenso en los niveles plasrﬁéticos de
TSH (Bakke y cols. 1978). Respecto al peso del tiroides, algunos autores lo encuentran
disminuido (Bakke y cols. 1978), mientras otros no detectan modificaciones del mismo
(Redding y cols. 1971). Tampoco se detectan cambios en los niveles de prolactina
(Nemeroff y cols. 1981, Millard y cols. 1982). En ratas hembras, este tratamiento se
acompaiia de la aparicion de ciclos estrales irregulares (Greely y cols. 1981, Nemeroff y
cols. 1981, Dada y cols. 1984). Los niveles de estrogenos se han descrito tanto
reducidos (Nemeroff y cols. 1981, Dada y cols. 1984) como no modificados (Yillanﬁa y
cols. 1992). También se ha descrito que el tratamiento con GMS adelanta la(apertura
vaginal (MacDonald y Wilkinson 1990) aunque en este caso seria porque se elimina parte
del contro-l ﬁegativo dé la secrecion de gonadotropinas, o que se retrasa (Badger y cols.
1982, Dada y cols. 1984).

Es importante resaltar que de todas las hormonas hipofisarias, es probablemente
la GH la hormona mas dramaticamente afectada por este tratamiento (Dada y cols. 1984,
Corder y cols. 1990), debido a la falta de produccion de GHRH (Kubota y cols. 1994).

Estos animales presentan una disminucién en la amplitud de los picos de secrecion de
GH (Clark y Robinson 1985a), y en sus niveles plasmaticos (Terry y cols. 1981, Katakami y
cols. 1984), asi como en el contenido hipofisario de esta hormona (Dada y cols. 1984, Maiter
y cols. 1991b, Hu y cols. 1993, Arce y cols. 1995).

Por ello, presentan una marcada disminucion en su tasa de crecimiento (Greely y cols.
1980, Nemeroff y cols. 1981, Badger y cols. 1982, DePaolo y Negro-Vilar 1982 Millard y
cols. 1982, Kubota y cols. 1994), evaluada tanto en peso corporal, como en longitud tibial o
de la cola (Katakami y cols. 1984, Maiter y cols. 1991b, Kovics y cols. 1996). |
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Objetivos

@ Validar la microknemometria como téenica para el seguimiento del crecimiento diario
de los huesos largos de la rata. Tratar de poner de manifiesto las similitudes o
discrepancias existentes entre la evolucion diaria del peso y de la longitud tibial como
estimaciones del crecimiento del animal.

@ Estudiar el patron normal de crecimiento de la rata:

a. Constatar la existencia de dimorfismo sexual en el patron de crecimiento de los
huesos largos en la rata.

b. Evaluar la posibilidad de oscilaciones en la velocidad de crecimiento en cortos
periodos de tiempo.

c. Estudiar en la rata macho la existencia de cambios ultradianos de la longitud
tibial mediante medidas realizadas cada 3 horas a lo largo de 24 horas cada 7
dias, para detectar las horas del dia en las que el crecimiento es mayor,

@ Estudiar en la rata macho normal;
a. Si es posible potenciar su crecimiento mediante distintas pautas de
administracion de hormona de crecimiento a dosis altas.
b. Dada la interrelacion existente entre crecimiento y hormonas sexuales, se
investigara el efecto sobre el crecimiento de la castracion quimica inducida
mediante la administracion de un analogo de LHRH.

@ Estudiar el proceso de crecimiento en ratas macho tratadas con GMS neonatalmente,
que destruye la mayoria de las neuronas GHRHérgicas, y que constituye un modelo
experimental de enanismo hipotalamico. Se comprobara en este modelo, el efecto de
la castracion, asi como la repercusion de la administracion de GH, PT o ambas en
animales intactos o castrados.

® Estudiar del patron de crecimiento en la rata hembra.

a. Comprobar la posible potenciacion del crecimiento mediante el tratamiento con
GH exdgena a dosis elevadas.

b. Al igual que en machos estudiar el proceso de crecimiento tras el tratamiento
neonatal con GMS, asi como el efecto de la administracion de GH de la misma
forma que en la rata normal. '
c. Estudiar el papel de la GHRH en el crecimiento mediante su administracién en
inyecciones o de forma continua, combinada o no con SS, tanto en la hembra _
normal como en la deficitaria en GH.

® Evaluar la repercusion sobre el crecimiento de las aiteraciones del proceso de
diferenciacion sexual del hipotilamo en la rata, por medio de la administracién
neonatal de PT a los animales hembras o castracion neonatal a los animales machos.

@ Analizar en la rata macho la dinamica del proceso de crecimiento compensatorio
producido tras periodos de inhibicion del mismo, como el ayuno. Explorar la posible
potenciacion de este fendmeno por la administracion exdgena de GH, ya sea en el
animal normal o deficitario en GH.
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1. ANIMALES

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, cuyos progenitores procedian de Interfauna-
Harlan, criados por el animalario de la Universidad Complutense de Madrid. N° de

Registro del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion 28079-15 ABC.
1.2 Régimen de mantenimiento

Las ratas se mantuvieron en el animalario de la Universidad Complutense de
Madrid, con un régimen luminoso de 12 horas luz-12 oscuridad (encendido a las 8.00
horas). Températura y humedad de 22 + 2°C-y 50 Mectivamente. E] destete se
llevo a cabo a los 21/22 dias de vida. Los animales adultos fueron homogeneizados por
peso previamente a cada experimento;, en los casos de tratamientos neonatales las
camadas fueron homogeneizadas a 8-10 animales por madre. “

- Los animales se mantuvieron en grupos de 7-8 animales/jaula desde los 21 dias
hasta los 30 dias, pasando entonces a 4-5 animales/jaula. Las jaulas utilizadas fueron de
policarbonato (Macrolon®, Panlab) de 46,5 + 21,5 » 14,5 cm, lo que supone una
superficie basal de 1000 cm’. Las hembras prefiadas o con crias recién nacidas, asi como
las ratas aisladas para reduccion de su ingesta, se mantuvieron en jaulas del mismo
material pero superficie basal de 500 cm’ (22 « 20 » 14,5 c¢m). Las madres durante el
periodo de cria y las crias hasta los 30 dias de vida fueron alimentadas con pienso de cria
A-03 (Panlab), pasando a pienso de mantemimiento A-04 (Panlab) a partir de ese
momento. Tanto el agua como la dieta se suministro “ad libitum”, salvo esta tltima en

los protocolos de ingesta reducida o ayuno total.

2. SEGUIMIENTO DE LOS ANIMALES

2.1 _EStudio del ciclo estral y comienzo de la pubertad

En los experimentos disefiados con ratas hembras se observo .la aparicion de

apertura vaginal y se monitorizd el ciclo estral, mediante el estudio por microscopia del

49



Materiales v Métodos

tipo de células presentes en el frotis vaginal, a partir del dia siguiente a dicha apertura y
hasta el final del experimento.

Para prevenir infecciones al realizar dichos frotis, se utilizo una pipeta Pasteur
por jaula, lavandola en solucién salina después de cada frotis. Cada dia las pipetas se
lavaron al terminar en una solucion de Hibitane® diluido en agua destilada.

En el caso del disefio experimental 6.4 se observé la aparicion de separacion

balano-prepucial.

2.2 Peso de los animales

Los animales se pasaron a diario con una balanza Soehnle, cuyo error es de 1 g

para pesos inferiores a 320 g, a partir de este peso y hasta 1 Kg el error asciende a 2 g.

2.3 Microknemome‘tn’ a

La microknemometria es una nueva técnica no invasiva que permite una medida
muy exacta de la longitud tibial de ia rata, estando el animal despierto, y cuyo error
técnico medio, tras entrenamiento, es inferior a 100 um (Heﬁnanussen y cols. 1995).
Este error es muy infertor al incremento de longitud diario, o tasa de crecimiento, de la
rata que esta en torno a los 500 pm/dia en animales peripuberales, lo que permite no solo
un seguimiento del crecimiento diario sino incluso en periodos inferiores a 24 horas.

El microknemometro fue disefiado por Dr. Fahrentholz en Kiel. Alemania.
< Microknemdmetro

El microknemometro es un goniémetro digital conectado a una pantalla
electronica y estd compuesto por dos brazos articulados, que acaban en dos enganches
metalicos (figura 10). Los enganches son dos anillos huecos disefiados de tal manera que
el superior “encaja” la rodilla del animal y el inferior su talén, permitiendo una fijacion
temporal de la tibia del animal (Hermanussen y cols. 1995, 1996). Un muelle entre ambos
brazos garantiza que la presion ejercida sobre los tejidos blandos sea constante y de

aproximadamente 2,5 Newtones.
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La pantalla electronica muestra nimeros enteros (unidades arbitrarias) en funcioén
del angulo de abertura entre los brazos (a), correspondiendo cada unidad (U) a 0,0033°,
que representan aproximadamente 12 pum para angulos de apertura pequefios. La previa
calibracion del aparato permite establecer esta equivalencia la cual, facilita la lectura de
los datos en micras en lugar de en unidades arbitrarias. La calibraci()p consiste en la
medida de una tablilla marcada en puntos concretos, esos mismos puntos se miden a
continuacion con un calibre, para transformar esas distancias en grados de apertura

(Distancia = longitud brazo = 2 [sen /2] ). Asi, se deduce que un aumento en 302

unidades supone un aumento en la apertura de 1° (o sustituyendo ahora a. por su valor

por unidad, la distancia en pm).

MUELLE Dedos
Observador

Figura 10: Esquema del microknemémetro

En la medida estan incluidos los tejidos blandos y el grosor de la articulaciones

que rodean el hueso por lo que la longitud tibial expresada en micras es una
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aproximacion de la distancia real, aunque son detectados muy sensiblemente cambios en
este parametro.

Sin apertura alguna de los brazos aparece en la pantalla un valor inicial de 10193
U (angulo 0), estando los brazos separados entre si 2,3 cm. Al valor obtenido para cada
medida hay que restarle el valor inicial, multiplicarlo por 12 para expresarlo en um y

sumarle la distancia entre los enganches en um.

s Procedimiento de medida

La rata se sitia frente al observador con la cabeza hacia la derecha. Antes de
comenzar la medida es importante que el animal se encuentre relajado, y permanezca en
una posicién mas o menos fija. Previamente a realizarse las medidas, los animales fueron
acostumbrados a su manejo (figura 11).

Los brazos del aparato, abiertos por el observador, abrazan la extremidad
postertor derecha de la rata, dejando que sea el muelle el que ejerza sobre ésta una
presion constante. Debido a que la medida de esta distancia puede verse influenciada por
la posicion del animal y el angulo que formen taldn, tibia y fémur, se estandarizaron las
condiciones de medida, tal y como se ha recomendado con anterioridad en la
knemometria (Gibson y cols. 1993). Una luz vertical proyecta, sobre una cuadricula
milimetrada, la sombra de una estructura longitudinal, colocada en el brazo superior del
aparato, (en nuestro caso un lapicero) buscando con cada medida una sombra de
longitud e inclinacion constante (en nuestro caso de 43°, calculado a partir de la inversa
del coseno de la division: mm en la gradilla/ longitud del lapiz).

La longitud tibial se determina a través de 4 estimaciones subsecuentes e
independientes de esta distancia, dejando que el animal se mueva entre cada una de ellas,
una vez descartada la primera medida (suele ser el valor mas alejado del resto, al igual
que se observa en la knemometria, Wit y cols. 1987, Hermanussen y cols. 1988a) se
calcula la mediana de las otras 3 estimaciones. El tiempo total empleado varia en funcién

del animal, pero puede llegar a ser inferior a 2 minutos. .
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OR FAHRENTHOLZ - KIEL

Figura 11: Medida de un rata por microknemometria

3. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y PROCESAMIENTO DE LAS
MUESTRAS

3.1 Sacrificio y recogida de sangre

El sacrificio de todos los animales se realizo mediante decapitacion con guillotina,
recogiéndose sangre del tronco. Se utiliz6 como anticoagulante EDTA al 2% disuelto en
suero salino. La sangre era rapidamente centrifugada a 3000 r.p.m. durante 15 minutos,
decantando el plasma que fue congelado a -20°C, hasta la realizacion de los
radioinmunoanalisis (RIA).

Los 6rganos se pesaron en seco en una balanza de precision, previa limpieza de

los mismos de grasa. Las vesiculas seminales eran vaciadas de semen.

3.2 Procesamiento de la hipdfisis

Las hipofisis se recogieron en 500 pl de suero salino y se congelaron a -20°C
hasta su posterior procesamiento. Las hipofisis se homogeneizaron en 1 ml de suero

salino (previa adicion de otros 500 ul) al 9 %o por ultrasonidos. Se sonicaron 10 ciclos,
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siempre bajo las mismas condiciones de sonicacion (Frecuencia 50%, Intensidad 3), a
continuacion se centrifugaron a 3000 r.pm. durante 15 minutos, decantando el

sobrenadante que era de nuevo congelado a -20°C.

3.3 Procesamiento de los hipotalamos

Los hipotalamos se recogieron en seco y fueron inmediatamente congelados en
nieve carbdnica, manteniéndose a continuacion a -80°C hasta su procesamiento.

Los hipotalamos se procesaron en 500 pl de acético 2 M, sonicando 10 ciclos, a
continuacion se afiadieron otros 500 pl y se hirvieron durante 5 minutos, se centﬁﬁJgaron
(30 minutos a 17000 r.p.m.), se decantaron los sobrenadantes y se liofilizaron. El

liofilizado se guardo a -20°C hasta su posterior cuantificacion por RIA. |

4. DROGAS EMPLEADAS
4.1 Tratamiento neonatal con glutamato monosdédico

El glutamato monosddico (GMS) se preparé a una concentracion de 100 mg/200
ul en solucion salina al 9%e. Los animales fueron inyectados subcutaneamente en el lomo
en dias alternos durante los diez primeros dias de vida (2, 4, 6, 8 v 10), con 4 mg/g peso
corporal del animal. Sus correspondientes controles recibieron un volumen equivalente
de solucion salina. El orificio de la piel se selldé con colodion. Antes de devolver las crias
a la madre y para evitar su rechazo, por el olor del colodidn, éstas se “envolvian” en el

serrin de la jaula.
4.2 Hormona de crecimiento

La hormona de crecimiento utilizada procedia de Laboratorios Serono S.A.

(thGH Saizen®) y fue reconstituida en suero salino para su inyeccion subcutanea.

4.3 Hormona liberadora de hormona de crecimiento

La GHRH utilizada procedia de Laboratorios Serono S.A. (Geref®, analogo 1-
29 NH;) y fue en todos los casos utilizada previa reconstitucion del liofilizado en

solucién salina para su inyeccidn intraperitoneal.
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| 4.4 Somatostatina

La somatostatina utilizada fue Sandostatin®, (octreétida, DCI) de Laboratorios
Sandoz, presentada en envase de 1 mg /5 ml;, para su inyeccion subcutinea fue

previamente diluida 1:10 en solucidn salina estéril.
5. ESTUDIOS ANALITICOS

5.1 Radioinmunoanalisis

Se basa en una reaccion competitiva, entre la hormona presente en la muestra
(hormona fifa) y una cantidad constante de esa misma hormona marcada con I' (hormona
radiactiva) para unirse a un anticuerpo especifico. :

La afinidad del anticuerpo, que se afiade en una cantidad constante a todos los tubos,
es la misma por ambas hormonas, por lo que la cantidad de hormona radiactiva ligada al
anticuerpo dependera de la cantidad de hormona fiia presente en la muestra. Es decir, a
mayor concentraciéon de hormona fria menor oportunidad tendra la hormona radiactiva de
unirse al anticuerpo.

Una curva patrén con cantidades crecientes conocidas de hormona fiia se utiliza para
calcular las concentraciones de la hormona presentes en las muestras problema. En esta curva
$e representan en una escala semilogaritmica las cantidades conocidas de hormona fiia frente

al % de unién de la hormona radiactiva al anticuerpo (%B). Cada punto de la curva se valora

por triplicado. La unién se calcula mediante siguiente formula :

punto - N
Bo-N

Donde By representa la hormona radiactiva ligada por el anticuerpo en ausencia de
hormona fria (union especifica) y N representa uniones inespecificas, como es logico estos
" tubos no llevan ni anticuerpo ni hormona fria. La precipitacion de la hormona unida al
anticuerpo se logra de diversas maneras: 2° anticuerpo (anticuerpo-anti anticuerpo), carbon
dextrano o Staphilococcus, por tanto este reactivo serd afiadido tanto a los tubos Bo, como a
los N. Ademés-ha de existir un At como control de actividad radiactiva total, que permite

ademas calcular la union especifica [(B0- N)/ At] e inespecifica (N/At) de la hormona
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marcada. Con cada hormona ha de buscarse trabajar con un % de unién constante (% Bo).

Como trazador para las hormonas hemos utilizado el ['*

, Ya que, este isOtopo ofrece
las ventajas de obtener una mayor actividad especifica que el H® y ademis el contaje de su
emision es mas sencillo que el de un emisor beta que requiere liquido de centelleo. En todos

los casos las muestras se pipetean por duplicado.

| 3. 1.1 Radioinmunocandlisis de GH

A. Inmunorreactivos y soluciones tampon:

Se utiliz6 como hormona patrén la NIDDK-rGH-RP-2. Para la yodacién se utilizd
NIDDXK-rGH-I-6. El anticuerpo utilizado fue el NIDDK-anti-rGH-S-35.

Tanto estos reactivos, como los utilizados en el radicinmunoanalisis para LH, asi
como el anticuerpo para IGF [ fueron ainablemente cedidos por el National Hormone and
Pinwitary Program (NHPP) del National Institute for Diabetes and Digestive and Kidney
(NIDDK) y en todos los casos fueron reconstituidos siguiendo las instrucciones que los
acompaiian.

Las soluciones tampon utilizadas para la realizacion del radioinmunoanalisis fizeron:

«» Tampon fosfato 0,5 M: Se prepara mezclando una solucién 0,5 M de Na,HPQO, 2
H,O y otra solucion 0,5 M de KH,PQ,. pH= 7,6.

< Tampon fosfato 0,01M: Se prepara por dilucion 1:50 del tampén anterior y
afiadiendo NaCl 0,15M. pH= 7.6. |

*» Tampén BSA: Se prepara a partir de un tampéon fosfato 0,01 M, NaCl 0,15 M, BSA
(albimina sériqa bovina) 1%. pH=7,6.

*» Tampon EDTA: Es un tamp6n fosfato 0,01 M, EDTA 0,025 M, NaCl 0,15 M,
Tritiplex 0,025 M. pH=7,6.

B. Radiovodacion de la hormona;

El marcaje, o radioyodacién de la hormona, consiste en incorporar el I'* en la
hormona por medio de alguna reaccion enzimitica. Se pueden utilizar varios métodos,
nosotros hemos utilizado el de ia lactoperoxidasa. |

S-obre la alicuota de la hormona (2,5 pg en 25 pl de tampén fosfato 0,5 M) se afiaden

sucesivamente los siguientes reactivos:
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. 10 ul de tampén fosfato 0,5 M.

. 5u(0,5mCi)deI'”.

. 10 pl de dilucion de lactoperoxidasa (0,5 pg).
« 1 pldedilucion 1:10000 de H>O,.

Después de 4 minutos de reaccion se afiaden 100 pl de tampon BSA para detener la
reaccion. -

La oxidacién por HO,, en presencia de laxtoperoxidasa, consigue que el yoduro
radiactivo pase a yodo atomico, asi éste Gltimo, sustituye a los atomos de hidrdgeno que
forman parte de la estructura molecular de las proteinas, fundamentalmente en el nicleo
fendlico de la tirosina.

Con el fin de separar la hormona yodada del yodo libre y los reactivos afiadidos, una
vez finalizada la reaccion, el producto de reaccion se purifica por cromatografia en una
columna de 16 » 0,8 cm reliena con Sephadex G-50 Fine, equilibrado en tampon fosfato 0,01
M, y previamente saturada con tampdn BSA, lo que previene la adsorcion de la hormona al
Sephadex o su fijacion a las paredes de la columna.

La hormona marcada y almacenada debe ser purificada el mismo dia en que se realiza
el analisis. Esta purificacion se realiza por cromatografia en una columna de 24 » 1,5 cm
rellena con Sephadex G-100 equilibrado en tampoén fosfato 0,01 M, y previamente saturada
con BSA. Las fracciones tanto del marcaje como de la purificacién se recogen en tampén
BSA.

El rendimiento v la actividad especifica de la hormona se determina por el método del
acido tricloro-acético (TCA), que es un método inespecifico de precipitacion de proteinas.
Una vez diluida una pequefia parte del producto del marcaje, se toman alicuotas de 50 pl,
afiadiendo a la mitad de eflos 500 pl de tampon BSA, para aumentar el precipitado, y 2 ml de
TCA al 10 %, se agitan, se incuban 15 minutos a 4°C, y se centrifugan otros 15 minutos a
3000 r.p.m., aspirando el sobrenadante, a continuacién se cuenta tanto el precipitado como la
otra mitad de las alicuotas 1 minuto en un contador de radiactividad.

La actividad especifica y el rendimiento se calculan con las siguientes formulas:
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En el caso de la GH la actividad especifica media fue de 68,7 pCi/uig y el rendimiento
medio de un 34%.

C. Realizacién y Cinética del RIA:

Las muestras de plasmas se pipetean directamente y las hipofisis, una vez procesadas,
se diluyen en tampén BSA en una relacion de 1:100000. La curva patron de GH abarca un
rango de concentraciones desde 5 hasta 2500 pg/tubo (figura 12).

GH

100 ..
so |

60 +

%BiBo

40 £

20 |

1 10 100 1000 10000

Media + SEM Pg ftubo

Figura 12: Curva patrén media del RIA de GH.

Para control interno en todos los RIA valoramos los niveles de GH en un péol de
Suero. ’
También por triplicado se pipetean:
- At o controles de radiactividad que solo contendran GH yodada.
- N o controles de actividad inespecifica, que contienen 200 pi de tampon EDTA, la
hormoena yodada y Staphilococcus aureus. En nuestro caso su valor medio es del 2.7
%.
- Bo o controles de actividad especifica, que contienen ademas el anticuerpo eépéciﬁco. Su
valor medio fue del 27.7 %.
Todos los tubos antes de la adicion del anticuerpo se completan a un volumen final de
300 pl con tampon BSA.
Un vez pipeteadas las muestras:
- Se afiade, excepto a los N y At, un volumen de 200 ul por tubo del anticuerpo a una
dilucion final de 1:75000 disuelto en tampén EDTA .
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- Se preincuba durante 24 horas a 4°C con objeto de aumentar la sensibilidad del ensayo.
- Se afiade a todos los tubos 20.000 ¢.p.m. aproximadamente de GH marcada, en un volumen
de 100 pl disuelta en tampon BSA..
- Se incuba durante 3 dias a 4°C. Al final de este periodo de incubacidn se separa la GH unida,
al anticuerpo de la GH libre mediante la adicion de 50 pl de una suspensién de
Staphilococcus aureus en tampén fosfato EDTA con Triton al 1%. Se incuban durante 20
minutos a 4°C. Después se centrifugan los tubos a 4 °C y 3000 r.p.m., durante 15 minutos. Se
aspira el sobrenadante y se cuenta el precipitado, que contiene la hormona yodada ligada al
anticuerpo especifico, durante 1 minuto en un espectrofotometro de centelleo solido.

La sensibilidad del RIA es de 5 pg/tubo con un coeficiente de variacion interensayo e

intraensayo del 7,5 % y del 9 %, respectivamente.

5. 1.2 Radicinmunoandlisis de LH

Se utiliz6 como hormona patrén la NIDDK-rLH-RP-3. Para la yodacion se utilizo
NIDDK-tLH-I-9. El anticuerpo utilizado fue el NIDDK-anti-rLH-S-10. Las soluciones
tampén utilizadas para la realizacion del radioinmunoanalisis fueron las mismas que las

utilizadas en el caso de la GH, comunes para las hormonas hipofisarias.

B. Radioyodacién de la hormona:

Tanto el marcaje, como la purificacién por cromatografia del producto de reacciéon y
la hormona marcada y almacenada se realizan de la misma forma que para la GH. La
actividad especifica media fue de 116,5 uCi/ pg y el rendimiento medio de un 46,6 %.

C. Realizacion y Cinética del RIA:

Las muestras de plasma se pipetean directamente y las hipofisis, una vez procesadas,
se diluyen en una relacion de 1:5000. La curva patron de LH abarca un rango de

concentraciones desde 1 hasta 2500 pg/tubo (figura 13).
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Figura 13: Curva patrén media del RIA de LH.

En este caso los controles de actividad inespecifica (N} contienen 200 pl de la mezcla
de tampon EDTA con triton al 1% y suero de conejo al 0,25%, la hormona yodada y el
segundo anticuerpo, y cuyo valor medio fue del 1,4 %. El valor medio de los controles de
actividad especifica (Bo), fue del 13,1 %.

Todos los tubos antes de la adicion del anticuerpo se completan a un volumen finat de
200 pl con tampon BSA.-Un vez pipeteadas las muestras:

- Se afiaden 50 pl por tubo del anticuerpo, excepto a los N y At, a una dilucion final de
1:80000 disuelto en tampén EDTA con 0,25 % de suero de conejo.

- Se preincuba durante 3 dias a 4°C con objeto de aumeﬁtar la sensibilidad del ensayo.

- Se afiade a todos los tubos 10.000 ¢ p.m. aproximadamente de LH marcada, en un volumen
de 50 pl disuelta en BSA. ) _

- Se incuba durante 2 dias a 4°C. Al final de este periodo de incubacion se separa la LH unida
al anticuerpo de la LH libre mediante la adicion de 500 ul de una mezcla que contiene el 2°
anticuerpo (tampon fosfato 0,01 M con 10 % Polietilénglicol, 10 ultubo de
antigammaglobulina de conejo obtemda medlante la 1 mmunlzacmn de ovejas en nuestro
propio laboratorio por los doctores C. Anmavaxreta yJAF. Tresguerres) Procediendo a la
separacién de la misma forma que en el RLA de GH. )

ILa sensibilidad del RIA es de 5 pg/tubo con un coeﬁ(nente de variacion interensayo e

intraensayo del 5 % y del 8 %, respectivamente.
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5. 1.3 Radioinmunoandlisis de IGF [

Este radioinmunoanélisis fue puesto a punto por nuestro grupo basandonos en el
. método descrito por Daughaday y cols. (1980), asi como en la mefodologia utilizada en
nuestro laboratorio para la realizaciéon de otros radioinmunoanalisis. Se utilizé un RIA de no-
equilibrio, con preincubacion de la muestra con el anticuerpo previamente a la adicién de

hormona marcada, aumentando la sensibilidad del ensayo (Furlanetto y cols. 1977).

] : i .

Se utiliz6 como hormona patron y para yodacion la A 52-EPD 186, amablemente
cedida por Eli Lilly and Company. El anticuerpo utilizado fue el NIDDK UB2- 495, el cual
presenta una reactividad cruzada con IGF II del 1,5-1,9 %, reconstituido siguiendo las
instrucciones que acompafian a los reactivos. La adicién de protamina sulfato al tampén de
RIA disminuye la union inespecifica y la variabilidad interensaﬁ (Copeland y cols. 1980,
Chatelain y cols. 1983). La composicién del tampon utilizada salvo ligeras variaciones fue
amablemente facilitada juﬁto con el anticuerpo por L E. Underwood.

Las soluciones tampoén utilizadas para la realizacion del radioinmunoanalisis fueron:

<+ Tampon fosfato 0,5 M. pH=7.6.

< Tampon fosfato 0,01M, NaCl 0,15M. pH=7,6.

+ Tampon BSA: tampén fosfato 0,01 M, NaCl 0,15, BSA (albumina sérica bovina)
1%, pH="7.6.

¢ Tampon IGF 1 : tampén fosfato 0,04M, azida sddica 0,02%, Tween 20 0,05%,
EDTA 0,01M, protamina sulfato 20 % (protamina Rovi ®). pH=7,5.

* Tampon Trizma base (hidroximetil amino metano) 1 M. |

+ Tampén Trizma base 0, 855 M: obtenido por dilucién 1:1,17 del anterior.

%+ Tampédn etanol acido : 87,5 % etanol, 12,5 % HCI2 N, .
B. Radioyodacion de la hormona;

- El marcaje, se realiza en este caso, por el método de la cloramina T, (Daughaday y

cols. 1980, Chatelain y cols. 1983) con un efecto oxidante mas general, no especifico en el
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aminoacido tirosina. Sobre una alicuota de | nug de IGF I disuelto en 100 pl de tampon IGF 1
aftadimos los siguientes radiactivos:

e 25 pl de tampdn fosfato 0,5 M.
0,5 mCide I (5 pl) .

»

2,5 g de cloramina T (2,5 pl una vez disuelta en tampon fosfato 0,05 M).-

Incubar 30 segundos
Afiadir 1 ml de 0,025 tris HCI para detener la reaccion.

El rendimiento y la actividad especifica de la hormona se determina por el método del
acido tricloro-acético (TCA), al igual que se realiza para la GH. La actividad especifica media
fue de 162 uCi/ug y el rendimiento medio de un 33%. '

El producto de reaccion se purifica por cromatografia en una columna de 56 = 1 cm
rellena con Sephadex G-50 Fine, equilibrado en tampoén Tris HCl (Tampoén trizma base
0,025M tris HC1 0,25 % BSA. pH= 7,4) (Daughaday 1980, Daughaday y cols. 1982) y

previamente saturada con tampon BSA. Obteniéndose 3 picos de radiactividad, el 1° con

agregados de la hormona, el 2° con la hormona marcada y el 3° con el yddo libre.
C. Realizacion y Cinética del RIA:

Las muestras de plasma se pipetean diluidos [:100. Para separar la IGF I de sus

proteinas ligantes se utiliza la extraccion con etanol acido (Daughaday 1980).
* PROTOCOLO DE EXTRACCION:

Las muestras (50 pl) se incuban 30 minutos a temperatura ambiente con 450 pl de
etanol acido, se centrifigan 30 minutos a 3000 r.p.m., se decantan 250 pl de sobrenadante
que se neutralizan afiadiendo 100 ul de trizma base 0,855 M., se agitan y se diluyen para en
tampon de RIA. ‘

La recuperacién de hormona marcada en plasma fue de 83,2 % v de hormona fria del
102% (Una recuperacion por encima del 100%, es debido al error analitico intrinseco segin
Daughaday 1980).

Este método de extraccion libera el 98% de la IGFBP-3, y del 25-40 % de la
proteinas ligantes de bajo peso molecular, aunque éstas muestran muy poca interferencia en el

RIA probablemente debido a una competicion directa con el anticuerpo utilizado en el RIA,
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sin embargo la IGFBP-3 parece mostrar una afinidad similar a fa del anticuerpo, por lo tanto
un efectiva séparaci(}n de esta proteina permite al anticuerpo ser el lugar preferente de union

para la IGF I (Crawford y cols. 1992).
* VALIDACION DEL RIA:

Se comprobo por separacion del extracto con carbon dextrano que éste estaba libre
de proteinas ligantes en un 98%, frente al 43% en el caso de plasma sin extraer. También se
comprobd que las diluciones del plasma extraide fueran paralelas a la curva patrén
(Recommendations from the 3rd International Symposium on Insulin-Like Growth Factors.
1995), (figura 14).

IGF |

-

%B/Bo
oo B888883888

—e— turva patron
—E-- plasma extraido 1
—A— plasma extraido 2

1 10 100 1000
Media + SEM pg/tubo

Figura 14: Curva patron media del RIA de IGF 1.

La curva patron se pipetea en un volumen 200 pil, en un rango de concentraciones
que abarca desde 2 hasta 800 pg/tubo. Para control intermo en todos los RIA valoramos los
niveles de IGF 1 en un pool de suero.

También por triplicado se pipetean: At, N, cuyo valor medio fue del 2,2 % y Bo, cuyo valor
medio fue del 21,5 %. Todos los tubos antes de la adicion del anticuerpo se completan a un
volumen final de 400 ul (450 pl en el caso del N) con tampon IGF L

Un vez pipeteadas las muestras:
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-.Se afiaden 50 pl por tubo del anticuerpo a una dilucion final de 1:20000 disuelto en tampon
IGFL

- Se preincuba durante 24 horas a 4°C.

- Se afiade a todos los tubos 15.000 c.p.m., de hormona marcada, en un volumen de 50 pl
disuelta en tampén IGF 1.

- Se incuba durante 24 horas a 4°C. Al final de este periodo de incubacion se separa la IGF 1
unida al anticuerpo de la hormona libre mediante la adicion de 500 pl de la mezcla que
contiene el 2° anticuerpo, tal y como se describe para la LH, procediendo a continuacion de la
misma forma. La sensibilidad del RIA es de 10 pgftubo con un coeficiente de variacion

interensayo € intraensayo del 7.2 % y del 5 %, respectivamente.
3. 1.4 Radioinmunoandlisis de LHRH

Este método fue puesto a punto en nuestro laboratonio por la Dra. C. Alvarez (Tesis
doctoral 1989).

A. Inmunorreactivos y soluciones tampén:

Se utilizo como hormona patrén y para yodar la NR564 adquirida a UB.L.
(Universal Biological Limited). El anficuerpo utilizado file el anti-LHRH (Ferring).
Reconstituidos siguiendo las instrucciones que acompatian a los reactivos.

La solucién tamp6n (Tampon LHRH) utilizada para la realizacion del radioinmunoanalisis
es una mezcla al 50% de los tampones BSA y EDTA, pH= 7.6.

B. Radioyodacion de la hormona;

~ Marcamos con lactoperoxidasa 2,5 ug en 25 ul de acido trifluoracético (TFA) de
hormona con 0,5 mCi de I'”, tal y como se ha descrito anteriormente, salvo que en este caso
se utiliza para detener la reaccion 1 ml de TFA al 0,1 %. En el caso de este péptido no se
puede utilizar el método inespecifico de precipitacion de proteinas con TCA para conocer el
rendimiento. | - o
El producto de reaccién s purifica por “cromatografia ‘en una columna de
carboximetilcelulosa CM-52, recohstiﬁﬁda_ en acetato aménico 0.2 mM. La purificacion se

hace de acuerdo con un gradiente ionico desde 0,2 mM hasta 0.2 M a pH= 7.4, utilizando
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; paré ello una bomba peristaltica que mezcla ambas diluciones a una velocidad de 1 ml/minuto.

Las fracciones se recogen en 50 pl de albumina humana.

C. Realizacion v Cinética del RIA-

Los hipotalamos una vez procesados se diluyen 1:100 en tampon LHRH. La curva
patron de LHRH abarca un rango de concentraciones desde 0,25 hasta 50 pg/tubo.
En este caso los controles de actividad inespecifica (N), contienen 250 pl de tampén LHRH,
la hormona yodada y 1,5 ml de etanol absoluto. En nuestro caso su valor fie del 3 %, v dél
32 % para los controles de actividad especifica (Bo). Todos los tubos antes de adicionar del
anticuerpo se comﬁletan a un volumen final de 200 pl con tampén LHRH.

Un vez pipeteadas las muestras:
- Se afiaden 50 pl por tubo del anticuerpo a una dilucién final de 1:90000 disuelto en tampén
LHRH. |
- Se preincuba durante 24 horas a 4°C.
- Se afiade a todos los tubos 10.000 c.p.m. aproximadamente de LHRH marcada en un
volumen de 50 uly disuelta en tampdn de RIA. _
- Se incuba 24 horas a 4°C. Al final de este periodo de incubacion se separa la LHRH unida al
anticuerpo de la LHRH libre mediante la adicion de 1,5 ml de etanol absoluto a 4°C.
Procediendo, a partif de ese momento, de la misma forma que en los RIAs anteriores. La
sensibilidad del RIA es de 0,25 pg/tubo con un coeficiente de variacion interensayo e

intraensayo del 18 % y del 4 %, respectivamente.
3. 1.3 Radioinmumoandlisis de somatostatina

El RIA de SS ha sido ampliamente validado por la Dra. Elena Vara, del departaniento

de Bioquimica de esta facultad.

A, Jomunorreactivos y seluciones tampon:

La hormona patrén utilizada fue somatostatina ciclica y para la yodacion la Tyr-SS. El
anticuerpo utilizado fiie obtenido por la Dra. Elena Vara por inmunizacion de conejos con SS
ciclica.

Las soluctones tampodn usadas para la realizacion del RIA fueron:
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% Tampon SS: Na,HPO; 0,04M, NaCl 0,14 M y EDTA 0,025 M, albumina bovina
0,25%, pt=74.

< Acetato amonio 0,2 M, pH=4 4.

%+ Acetato amonio 0,002 M, dilucion 1:100 del antertor, pH=4 4.

B. Radioyodacion de la hormona;

El marcaje, se realiza por el método de la lactoperoxidasa. Se marcan 5 pg de

hormona con 0,5 mCi de I'*

. El rendimiento y la actividad especifica de la hormona se
determina por el método del actdo tricloro-acético (TCA).

El producto de reaccion se purifica por cromatografia en una columna de 5 » 0,9 cm
de carboximetil celulosa CM-50, conectada a una bomba peristaltica con un flujo de 1
ml/minuto, a su vez conectada a un reservorio de tampon acetato 0,002 M, conectado a su
vez 4 otro reservorio de tampon acetato 0,2 M, estableciendo un gradiente de

concentraciones fineal.

C. Realizacién y cinética del RIA:

Los hipotalamos deben diluirse del orden de 1/200 en un tampén SS. En tubos de 4
ml se pipetearon 100 pl de anticuerpo especifico para somatostatina diluido (dilucion final del
anticuerpo 1: 77.000), 500 ul de somatostatina marcada con I'*°, con unas 7000 cpm, 100 ul
de muestra o las soluciones estandar de somatostatina. Se incubaron a 4°C durante 48 horas.

La separacion de la somatostatina libre de la ligada al anticuerpo se hizo afiadiendo a
todos los tubos excepto a los que sélo contienen la actividad total 1 ml de una suspension de
carbon-dextrano (0,25 % carbon y 0,025 % dex&ano) en tampon fosfato 0,01 M.

Finalmente se mide la radiactividad del precipitado en un espectrofotometro de
centelleo solido. Este precipitado debido a la separacion con carbon dextrano contiene la
fraccion libre de la hormona, en vez de la unida como ocurre en el caso de la GH.

La sensibilidad del radioinmunoanalisis es de 0,032 pg/tubo y la zona del minimo
error correspondé al rango de concentraciones comprendido entre 10 y 80 pg/tubo (la curva
se define entre 1,25 y 160 pg/tubo).
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5.2 Valoracion de proteinas

Se realiz6 mediante el métode de Bradford, con azul brillante (Bradford 1976).
La curva estandar se prepara partir de un stock de BSA (albimina de suero bovina),
cuya concentracion inicial es de 1 mg/ml en tampén fosfato 0,01 M, abarca un rango de
concentraciones desde 2 hasta 50 pg/ tubo, en solucién salina en el caso de las hipofisis o
HCl 0,1 N en el caso de los hipotalamos. Las muestras se midieron por

espectrofotometria a una longitud de onda de 595 nm.

6. DISENOS EXPERIMENTALES:

DISENO EXPERIMENTAL 6.1: Estudio del patrén de crecimiento por

microknemometria en la rata macho normal

DISENO 6.1.1: Efecto de distintas pautas de administracion de GH sobre el
crecimiento. Estudio de la existencia de variaciones ultradianas en la velocidad de

crecimiento.
El estudio se subdividié en dos disefios experimentales.

*»Dosis ninica v diaria de GH.

Se utilizaron 20 ratas machos de 23 dias de vida divididos en 2 grupos

experimentales:

» Grupo A: Control. N=10.
» Grupo B: Tratadas con GH. N=10.

El grupo B recibid, desde los 28 a los 58 dias de vida, una inyeccion s.c. diaria en el
lomo de 1 U.1 de GH en un volumen de 100 pi de suero salino, a las 10.00 horas, de lunes a
viernes. El grupo control recibi6 el correspondiente volumen de suero salino.

Los animales fueron medidos por microknemometria y pesados a diario desde los 24
dias de vida hasta los 57. Estos mismos animales fueron utilizados para el estudio de las

variaciones ultradianas en la velocidad de crecimiento.
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* Variaciones ultradianas

Con objeto de evaluar el momento del dia de maximo crecimiento, se llevaron a cabo
medidas cada 3 horas durante 24, de la longjtud tibial por microknemometria, realizando las
medidas nocturnas bajo luz roja para no alterar el patron de iluminacién, en los dias

especificados en negro en el siguiente esquema:

“» Administracion intermitente o continua de GH.

41 machos fueron divididos en grupos de 7 animales (salvo el grupo E, con 6) y

sometidos a las siguientes pautas de administracion de GH:

» Grupo A: GH a las 10 horas.

» Grupo B: GHalas 14 h.

» Grupo C: GHalas 19h.

» GrupoD: GHalas 10h, 14h. y 19h,

» Grupo E: Administracion continua de GH.
» Grupo F: Control.

LLa dosis de GH administrada s.c. en 24 horas fue la misma para todos los grupos (1
U.L/ rata). El grupo control recibio s.c. un volumen equivalente al de GH de solu.ciélifsalina, a
las 3 horas descritas. e o o u

El implante subcutaneo de mini bombas osmoticas Alzet 2001 (flujo de 1ul/hora,
capacidad de 250pl) garantiz6 la misma dosis de esta hormona liberada de forma constante,
en ef grupo E. El implante de Ia bomba (3 crn longitud » 0.7 em de difmetro) se llevé a cabo
haciendo un incisién dorsal, bajo anestjg:asia con éter, entre el omoplato y la Imea smedia.
Debido a que la duracion de las bombas era solo de 7 dias; hubo que realizar un segurido

implante de las mismas al grupo E; para evitar dafios tisulares mayores sobre la zona ya
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erosionada por el primer implante, el segundo implante se llevo a cabo sin extraer la primera
bomba, colocando la segunda en el lado simétrico del dorso del animal.

Los animales fueron medidos por microknemometria y pesados a diario desde los 38
dias de vida hasta los 51. Al final del experimento los animales fueron sacrificados por
decapitacion, habiendo recibido los grupos A y D la inyeccién de GH de las 10 horas,
recogiéndose la sangre, la hipofisis y los hipotalamos.

El esquema del disefio fue el siguiente:

34 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 Diasdevida

e e N B BeTi e ats
Rt

QB
o -&.Q‘*t"ﬁ L #.ﬂ

ST TE) A
R R e S G S L 2oy
R

ehetaads b % tolu
A S St R

1* operacion 2? operacion

Se cuantificoé mediante RIA especifico el contenido plasmatico e hipofisario de

GH, el contenido hipotalamico de SS y los niveles plasmaticos de IGF 1.

DISENOQ 6.1.2: Efecto de la castracién quimica sobre el crecimiento en el macho

normal.

20 machos de 24 dias de vida se sometieron a los siguientes tratamientos:
» Grupo A: Control. N=10.
» Grupo B: Tratados con un andlogo de LHRH. N= 10.

El analogo de LHRH inyectado fue Triptoreline® (LASA), cuya diferencia con el
péptido hipotalamico es la sustitucidon del aminoacido triptofano por glicina en la
posicion 6. La primera inyeccion se llevo a cabo a los 27 dias de vida a una dosis de
1,875 ng/ g peso corporal y la segunda a los 48 dias a una dosis de 0,7 ug/g peso
corporal.

Se pesaron y se midio la longitud tibial diariamente, desde los 28 a los 60 dias de
vida. Se sacrificaron a los 62 dias de vida, extrayéndose la sangre y la hipofisis; para la

posterior determinacion mediante RIA de los niveles plasmaticos de GH y LH, y el
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contenido hipofisario de estas hormonas; ademas se pesaron los testiculos y las vesiculas

seminales.

DISENO EXPERIMENTAL 6.2: Estudio del crecimiento en la rata macho
tratada con GMS. Efecto de la castracion, y repercusién de la

administracidon de GH, PT o ambas en animales intactos o castrados.

49 machos fueron divididos en los siguientes grupos experimentales:

é Grupo Control Grupo A. N=8.
GH + aceite Grupo B:N=6

é GH +PT Grupo C. N=6,

Castrados a
los 15 dias
de vida. besee PT' + salino Grupo D. N=5.

Salino + aceite. Grupo E. N= 6.

é Tratamienio

neonatal con GMS
—Salino + accite  Grupo F. N=6.

f . GH + aceite Grupo G. N=6

Intactos

L GH+PT Grupo H. N=6,

‘Estos animales fueron pesados diariamente desde su nacimiento hasta el final del
experimento. Se midieron por microknemometria a diario desde los 22 dias de vida hasta
los 58, coincidiendo con el tratamiento de GH, que fue administrado en dos inyecciones
s.c. de 0,5 U.L cada una a las 10:30 y a las 15.30; sus correspondientes controles
recibieron s.c. un volumgn_' equivalente de suero salino (150-uf).

N
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La castracion se llevd a cabo a los 15 dias de vida, bajo anestesia con éter,
haciendo una incision en el abdomen por encima del pene, cosiendo el musculo con
catgut® vy la piel con seda. Por ultimo, se aplicé colodion sobre la herida para terminar
de sellarla.

El propionato de testosterona fue administrado de la forma siguielite:

* En los dias 31 y 34 de vida se inyect6 s.c. 100 ug de esta droga (Testex Leo®,
laboratorios Leo S.A.) disuelto en 160 pi de aceite de maiz.

* Los dias 37, 44 y 51 dias recibieron una inyeccion s.c. de 0,3 mg de Testoviron
Depot® en un volumen de 150 pl de aceite de maiz; ya que este medicamento debido a
su composicion (25 mg de PT y 110 mg de enantato de testosterona, equivalentes a 100
mg de téstosterona) presenta una accion mas lenta y proiongada.

Los grupos B, E, F y G recibieron subcutaneamente un volumen equivalente del
vehiculo (aceite de maiz), 160 y 150 pul respectivamente.

Para evaluar el efecto de los distintos tratamientos sobre los ejes hipotalamo-
hipofiso-gonadal y somatotropo, al final del experimento los animales se sacrificaron por
decapitacion, conservando la hipéfisis y el hipotalamo para posteriores determinaciones
hormonales de GH, LH, LHRH y SS. Se evaluaron los niveles plasmaticos de IGF 1. Se

peso el higado, los testiculos, y las vesiculas seminales.

DISENO 6.3: Estudio del proceso de crecimiento en la rata hembra.

Subdividido a su vez en dos partes experimentales:

DISENO 6.3.1: Estudio del papel de la GH en la rata hembra normal o deficitaria
en GH.

49 ratas hembras fueron sometidas a los siguiente tratamientos:

» Grupo A: Control. N=10.

» Grupo B: Control + GH. N=9.

» Grupo C: Tratamiento neonatal con GMS + GH. N"=78.

# Grupo D: Tratamiento neonatal con GMS + GHRH. N =8.
» Grupo E: Tratamiento neonatal con GMS + salino i.p. N=7
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» Grupo F: Tratamiento neonatal con GMS + salino s.c. N=7.

Se realizo el seguimiento diario del peso desde el nacimiento y de la longitud tibial
desde el dia 25 de vida hasta el 60, asi como del inicio de la pubertad (apertura vaginal)
realizando frotis vaginales desde ese momento hasta el final del experimento controlando asi,
la regularidad del ciclo estral.

El tratamiento con 1 U.I de GH s.c. (dividida en dos inyecciones de 0,5 U.I cada una
alas 10.00 h. y 16.00 h.) y con GHRH i.p. (igualmente dividida en dos inyecciones de 100 pé
cada una, a las mismas horas) comenzé a los 24 dias de vida manteniéndose hasta el diak del
sacrificio, dia 61, en el que los animales fueron inyectados tnicamente a las 10.00 horas. Ei
grupo control (A) y el grupo GMS (F) no tratados con GH fueron inyectados con 150
ulinyeccion de suero salino s.c; el grupo tratado con GMS (E) fue inyectado
intraperitonealmente con 200 ul/inyeccion de suero salino, volitmenes equivalentes en ambos
casos a los inyectados en cada tratamiento.

Una vez sacrificados se recogié la sangre, la hipofisis y el hipotalamo, tal y como se
ha descnto anteriormente, para la posterior cuantificacion mediante RIA del _céntenido
hipofisario y de los niveles plasmaticos de LH e IGF I, asi como el contenido hipotalamico de

SS. Ademas se procedio a pesar el higado, el Gtero y los ovarios.

El dia del sacrificio se extrajeron ambas tibias de algunas hembras control y algunas
hembras tratadas con GMS, conservandose en formol al 4%, para posteriores estudios
histologicos del cartilago de crecimiento.

Estos estudios fueron llevados a cabo por el Dr. Emilio Delgado Baesa del
Departamento de Histologia de la Universidad Auténoma de Madrid:

Se procedio en primer lugar a retirar el componente femoral y la regién del tarso,
liberando al maximo los componentes de partes blandas, a continuacion las piezas fueron
fijadas en formol al 10%, descalcificadas en acido nitrico al 7%, e incluidas en parafina,
tallando un corte segin el plano frontal (tercio medio) en liminas de 5 um para su posterior

tincidn por hematoxilina y eosina.
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DISENO 6.3.2: Estudio del papel de la GHRH en el proceso de crecimiento

mediante su administracién continua, de forma aislada o combinada con SS.

37 ratas hembras de 33 dias de vida fueron tratadas como sigue:

Pellet Placebo. Grupo A. N=7.

No tratamiento Pellet GHRH. Grupo B. N=6.
neonatal

Pellet GHRH + SS. Grupo C. N=5.

\ . Pellet Placebo. Grupo D. N=38.
Tratamiento

neonatal Pellet GHRH. Grupo E. N=6.
con GMS -
Peilet GHRH + SS. Grupo F. N= 5.

La operacion para el implante s.c. de los pellets se realizd a los 34 dias de vida bajo
anestesia con éter. Se procedid a una incision dorsolateral cortando Unicamente la piel, que
una vez introducido el pellet se cosi6é con se;ia. '

Los pellets fueron fabricados por lnnovative Research of America;, son similares a
una pequeiia pastilla de aproximadamente 0,3 mm, y constan de una matriz biodegradable que
libera de manera continua y eficaz el producto activo. La matriz se disefia en cada caso en
funcion del producto a incluir en la misma. Su duracién fue de 21 dias liberando una dosis
constante de GHRH de 595 pg/dia. A un grupo de ratas normal y a otro deficitario en GH se
les implanté un pellet placebo en las mismas condiciones que los grupos tratados.

La somatostatina utilizada fue Sandostatin®, y la dosis suministrada fite 2 ug/ratka/dia'
s.c. en un volumen de 100 pl/inyeccion a las 17.00 horas. A los grupos B y E se les inyecto el
mismo volumen de solucion salina.

Se comenzé a observar la apertura vaginal y a medir diariamente por
microknemometria a los 36 dias, y fueron pesadas desde el nacimiento. Desde el momento en

que presentaban apertura vaginal se procedié a la observacién al microscopio de los frotis

vaginales.
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- Los animales fueron sacrificados por decapitacion a los 56 dias de vida. Se extrajo la
hipofisis, el hipotalamo y el higado. La hipéfisis, una vez pesada en seco, €l hipotalamo y el
plasma fueron congelados para el posterior andfisis por RIA de las siguientes niveles
hormonales: contenido hipotalamico de SS, contenido hipofisario de GH, y niveles

plasmaticos de IGF I.

DISENO 6. 4: Estudio de la repercusion sobre el crecimiento de la

alteracion en la diferenciacion sexual del hipotélamo.

16 ratas hembras y 16 machos fueron distribuidos en los siguientes grupos

experimentales:

» Grupo A: Hembras normales. N= 8.
»

Grupo B: Hembras tratadas neonatalmente con propionato de testosterona, N= 8.

v

~ Grupo C: Machos normales. N= 8.
» Grupo D: Machos castrados neonatalmente en el 2° dia de vida. N=8.

Las hembras se inyectaron con 1 mg de propionato de testosterona disuelto en 100 pil
de aceiterde maiz (Testex Leo®, Laboratorios Leo) subcutaneamente en el dia quinto de
vida, sellando el orificio de la aguja con colodion (Vaticon y cols. 1985). Sus
correspondientes controles se inyectaron con 100 pl del vehiculo.

Los machos fueron anestesiados por frio, se practicd una incision abdominal que fue
sellada con pegamento quirirgico (Histoacryl®) tras la extirpacion de los testiculos. Las
camadas se reanimaron por calor, con una manta eléctrica a 37° C, y fueron inmediatamente
devueltos a su madre (Chowen y cols. 1993). El grupo C se sometid a operacion simulada.
Debido a la pdsible pérdida de animales, por infeccién u Votras causas, en este caso las
camadas fueron homogeneizadas a 11 crias por madre, manteniendo machos y hembras
juntos hasta el destete.

Los animales se midieron por microknemometria y se pesaron desde el dia 23 af 57 de
vida, comenzando en ese momento a observar la aparicion de pubertad (separacion balano-
prepucial o apertura vaginal), y realizando en el caso de las hembras, frotis vaginales desde el

dia de apertura vaginal Fueron sacrificados por decapitacion a los 58 dias de edad. Se
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procedio a pesar en seco la hipdfisis, los ovarios, las vesiculas seminales, cuando eran

observables, el Gtero y el higado.

DISENO 6.5: Estudio del proceso de crecimiento compensatorio
producido tras ayuno e ingesta reducida, y su posible potenciacion

por administracién exégena de GH.

Este estudio se subdividio en tres disefios experimentales diferentes:
DISENQ 6.5.1: Estudio en la rata macho normal.
31 ratas macho fueron divididas en los siguientes grupos experimentales:

Grupo A: Ayuno (N=7).

Grupo B: Ayuno + GH del dia 35 al 38 de edad (N=6).
Grupo C: Ayuno + GH del dia 37 al 40 de edad (N=6).
Grupo D: Ayuno + GH del dia 39 al 42 de edad (N=0).
Grupo E: No ayuno (N=6).

¥V ¥V V ¥V V¥V

De acuerdo con el siguiente esquema;

2728293031323334353637 383940414243 44 Dias de vida

Ayuno g
Restriccion de ingesta

Tratamientos con 1 UI GH
eft una unica inyeccion s.c.

En el dia 32 de vida los animales fueron separados en jaulas individuales y sometidos
auna privé.cién total de comida, en los dias 33 y 34 se les aliment6 con un pellet de pienso de

4 g que se introducia en cada una de las jaulas, lo que supone una alimentacion del 30% de lo
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habitual, y en el dia 35 volvieron a ser agrupados y alimentados.-“ad libitum ", El aislamiento
permitid asegurar que cada animal comia Unicamente su racion. Cada una de -estas
operaciones se realizaba posteriormente a ser pesados y/o medidos.

Antes de comenzar la restriccion de dieta, los animales se midieron a diario por
microknemometria, como referencia de crecimiento normal. Al comienzo del periodo de
restriccion de dieta los animales pesaban de media 112 g,

La medida de longitud tibial se interrumpi6 momentaneamente en estos dias para
evitar molestar ain mas a los animales y se reanudo en el dia 35. En este mismo dia comenzd
el tratamiento con GH al grupo B. Loa animales se inyectaban una vez habia terminado su
manipulacion para la medida de crecimiento y peso (12.30 h.). Acabado el altimo tratamiento
con GH, al grupo D, se continué midiendo y peséndo a los animales hasta su sacrificio el dia
44. Durante todo el periodo de ayuno el agua estuvo disponible . “ad Jibitum”.

DISENO 6.5.2: Estudio en la rata macho tratada con GMS.

El disefio experimental utilizando 26 ratas macho fue el siguiente:

- Grupo A Tratamiento neonatal con GMS + ayuno N= 6.
Grupo B: Tratamiento neonatal con GMS + ayuno + GH del dia 62 al 65 de vida. N=6.
Grupo C: Tratamiento neonatal con GMS + ayuno + GH del dia 65 al 68 de vida. N=5,
Grupo D: Sin tratamiento neonatal + ayuno. N=4.

¥ V. ¥V VYV VY

Grupo E: Sin tratamiento neonatal ni ayuno. N= 5.
El esquema del desarrollo temporal del experimento se detalla a continuacion

33 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 Dias de vida

Ayuno
Hestriceibn de ingest;

Tratamientos con 1 U.I GH en dos
inyecciones s.c. de 0,5 U.L cadauna
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En el dia 59 de vida los animales se separaron en jaulas individuales con privacién
total de comida; en los dias 60 y 61 se les aliment6 con un pellet de pienso de 6 g, introducido
en las jaulas, lo cual supone una restriccion al 30% de la alimentacion habitual
(aproximadamente 20 g), v en el dia 62 volvieron a ser agrupados y alimentados “ad
libitum”. Todas las manipulaciones se llevaron a cabo después de ser medidos y pesados. En
este caso no hubo interrupcion alguna de la medida de longitud tibial.

Al igual que en el disefio experimental anterior, hubo un periodo de observacion
previo a la restriccion de dieta, midiendo por microknemometria y pesando a diario. Al
comienzo del periodo de ayuno los animales control pesaban de media 330 g y los tratados
con GMS 260 g.

En el dia 62 con la realimentacién, comenzo el tratamiento con GH en dos
inyecciones s.c. de 0,5 U.I cada una, a las 10.00 y a las 16.00 h. Durante todo el periodo de
ayuno el agua estuvo disponible “ad libitum”.

Una vez finalizado el tratamiento con GH en los diversos grupos, se continuaron
midiendo y pesando hasta los 73 dias, en que se sacrificaron.

DISENQ 6.5.3 : Estudio en la rata macho tratada con GMS prolongando el periodo
de ayuno.

El disefio experimental utilizando 48 ratas macho fue llevado a cabo de la siguiente

manera.

Grupo A: Sin tratamiento neonatal con GMS pero con ayuno N=7.

Grupo B: Sin tratamiento neonatal con GMS ni ayuno. N=7.

Grupo C: Tratamiento neonatal con GMS, sin ayuno. N=7.

Grupo D: Tratamiento neonatal con GMS + ayuno. N= 7.

Grupo E: Tratamiento neonatal con GMS + ayuno + GH del dia de vida 83 al 87. N=7.
Grupo F: Tratamiento neonatal con GMS + ayuno + GH del dia de vida 86 al 90. N=7.

¥V V V V VYV V¥
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En el sigutente esquema se detalla el desarrollo temporal de experimento:

Tomas de nmestra

Y

6263646566676869707172737475 76777879 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

Restriceion de diets

VTTratamientos con GH
7 | en dos inyecciones s.c.
-de 1 UL cada una.

En el dia 76 de vida se llev6 a cabo una extraccion de sangre basal a 10 ratas sin
tratamiento con GMS, y a otras 10 con dicho tratamiento. |

En el dia 77 se sépara.ron en jaulas individuales 'con privacion total de comida, que se
mantuvo también en el dia 78. Desde el dia 79 al 82 se les alimenté con un pellet de pienso de
6 g cada dia, introducido en las jaulas, lo que supone una restriccion del 70% de la
alimentacion habitual (aproximadamente 20 g).

En el dia 83 previamente a ser agrupados y realimentados “ad libitum”, se realizd
una nueva extraccion de sangre, bajo anestesia con éter a los grupos A, B, C, y 10 ratas al
azar entre D, E y F, en este mismo dia comenzé el tratamiento‘con GH en dos inyecciones
sc. de 1 UI cada‘f.ma, alas 10.00 y a las 16.00 h, su coxrespondiente grupo control también
sometido a ayuno recibia el mismo volumen inyectado en solucion salina (200 pl). Durante
todo el periodo de ayuno el agua estuvo disponible “ad libitum”. Dos dias después de haber
finalizado cada uno de los tratamientos con GH, es decir, los dias 89 (grupo E) y 92 (grupo
F), se procedio de nuevo a extraer de sangre bajo anestesia con éter, tanto al grupo sometido
al tratammento como a su control “ayunado” (E, D, F y D).

Todas estas manipulaciones se realizaban después de que los animales fueran medidos
y pesados. Estas muestras fueron utilizadas para pritétériores determinaciones del los niveles
plasmaticos de GH e IGF 1.

Los animales fueron medidos por microknemometria y pesados a diario durante todo

el experimento desde el dia 62 de edad hasta el 100, en que fueron sacrificados. Al comienzo
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del periodo de ayuno los animales control pesaban de media 360 g y los tratados con GMS
300 g.

7. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS:

Los valores se expresan como la media + el error estandar de la media, excepto donde
se especifique lo contrario.

Debido a las diferencias existentes entre los disefios experimentales, se éplicaron
distintos analisis estadisticos para su estudio. En general la evolucién ponderal o de longitud
se analiz6 a través de un ANOVA de medidas repetidas, que proporciona informacion sobre
las diferencias existentes entre los grupos y su comportamientb en funcion del tiempo.

La mayoria de los parametros estudiados fueron analizados a través de un ANOVA
factorial de una via, procediendo a establecer comparaciones a posteriori con el test de
Sheffe.

En el caso de los disefios experimentales 6.2, 6.3 y 6.4 se ha utilizado el analisis
ANOVA factorial de dos vias. En este tipo de analisis se plantea la hipotesis nula de no
interaccion entre los efectos principales, pasando a realizar analisis para los efectos principales
én el caso de no interaccion. En el caso de interaccion, las diferencias entre los distintos
factores para cada diferente nivel se contrastaron con los mismos test a posteriori que en el
ANOVA de una via.

En algin caso debido a que las comparaciones a establecer se centraban en dos
grupos se analizaron por una T de Student. |

El paquete estadistico utilizado fue de Appie Inc. Se considera como limite de
significacion el valor de p <0.05. '

Ademis en los disefios experimentales 6.5.* se utilizé el analisis de regresion lineal
para estudiar la velocidad de crecimiento en cada grupo una vez transcurrido el periodo de

ayuﬁo.
MEDIA MOVIL

En los disefios experimentales 6.1.1, 6.3.1 y 6.5.3 con objeto de visualizar las

diferencias en velocidad de crecimiento en cortos intervalos de tiempo, se calcularon las
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“tasas de crecimiento tibial diarias” de forma similar a una media mévil (Hermanusseﬁ y
cols. 1985).

Cada serie individual de datos se dividio en intervalos solapados de 4 dias,
evaluando la pendiente de la regresion lineal para cada intervalo y asignando‘ el valor al
dia central del mismo, comenzando el siguiente intervalo 0,5 dias después. Es decir, el
primer intervalo contiene los dias de observacion 1, 2, 3, 4 y 5 (dia central 3), el
siguiente intervalo comienza en 1,5 y acaba en 5,5 (dia central el 3,5) por lo que queda
excluido el dia 1, y todavia no estaria incluido el 6.

La formula utilizada fue la siguiente, donde la pendiente (b) de la regresion lineal,
se calcula en funcién de los dias (x), la longitud tibial (y) y el niimero de datos incluidos

en el intervalo (n).

Zxy - 1/n (Zx)(Zy)

x’- 1/n (Zx)®

También se calculo el limite superior e inferior de confianza al 95% de la

pendiente (Hermanussen y cols. 1995).
FUNCIONES GOMPERTZ

Para caracterizar el patron de crecimiento y describir los incrementos de
velocidad se desarroll6 una técnica matematica que busca estructuras locales (Burmeister
y cols. 1997, Hermanussen y cols. 1997a, 1997b), representadas por funciones de tipo
doble exponencial, es decir en forma de S. Para cada serie individual de medidas de
longitud, se analizaron intervalos o “ventanas” de 4 o mas dias, definidas por la siguiente

expresion en funcion del tiempo (t):

B+t
g(t)=a +ae "

El programa proporciona una representacion grafica de los datos de longitud con
el ajuste a la doble exponencial y define para cada una de esas dobles exponenciales 5
parametros :

- amplitud/ap,
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- longitud inicial (a,).

- amplitud del ajuste (a,).
- parametro de tiempo (B).
- pendiente (y).

El parametro amplitud/ay nos indica, en forma de proporcion, la similitud que
existe entre la amplitud real del intervalo (en términos de diferencia entre méximo y
minimo) y la calculada mediante el ajuste a la funcidon, a;,. Debido a que solo
trabajaremos con esta amplitud calculada, a partir de este momento la designaremos
como amplitud.

La longitud inicial antes del miniestiron esta definida por a;.

Gamma representa la pendiente y guarda relacion entre la altura y la anchura de la
ventana en la que tenemos definida la funcion, es decir relaciona la amplitud del
miniestirdn con su duracion en el tiempo.

El punto de inflexion, es el punto donde la funcion pasa de ser creciente a
decreciente, por lo que nos indicaria el punto donde la velocidad de crecimiento es
maxima, y viene definido por - B/y, este valor aparece en la grafica marcado sobre el eje
de abscisas (figura 15).

El programa informatico desarroflado a este efecto busca dobles exponenciales
dentro de esos intervalos, es decir, recorre cada serie de medidas de la longitud tibial de
manera individualizada: comienza con 4 puntos (medidas), avanzando y cerrando el
intervalo cuando la dispersion es demasiado alta como para que los nuevos puntos
incluidos correspondan a la misma funcién exponencial. Entonces comienza una nueva
bisqueda a derecha e izquierda. De esta forma algunas medidas se solapan entre dos
intervalos al ajustarse, y por tanto pertenecer, a ambos.

De esta forma, se puede acceder a informacion sobre la existencia o no de
incrementos individuales significativos, asi como la forma de estos estirones.

Se consideraron como funciones significativas, aquellas que :

- presentaban una amplitud superior a dos veces el error de la medida por
microknemometria.

- mostraban al menos un 70% de coincidencia entre la amplitud real y la amplitud de la
respectiva funcidn exponencial (a,), es decir la ventana contiene una funcién completa o

casi completa.
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- tenian una pendiente superior a 10, ya que un valor superior indica una ventana muy

estrecha y de muy rapido incremento (Burmeister y cols. 1997, Hermanussen y cols.
1997a, 1997b).

Figura 15: Represeﬁtacién gréfica de las funciones Gompertz de una rata macho normal.

Este modelo matematico se desarroilo en el departamento de matematicas, catedra de
matematica practica, en la- Universidad Chnstian-Albrechts de Kiel, Alemania, por los
doctores L. Grasedyck y J. Burmeister.
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1. ESTUDIO DEL PATRON DE CRECIMIENTO EN LA RATA NORMAL.

La aplicacion de la microknemometria a la medida diaria de la longitud tibial en la

rata, ha permitido la obtencion de los siguientes resultados:
1.1 Crecimiento espontaneo

La rata macho normal muestra una ganancia de longitud media diaria de
alreded\or de 550 pum, y de 400 um en el caso de la hembra normal, en animales de
aproximadamente 40 dias de vida, siendo el error técnico medio de 100 pm.

En la figura 16a puede observarse el patron de crecimiento en ratas normales
evaluado como longitud tibial, y la correspondiente evolucion ponderal, en la figura 16b,
poniendo de manifiesto las diferencias existentes entre estos parametros, asi como el
diferente comportamiento segun el sexo del animal.

No existe una diferencia inicial ni en peso ni en la longitud tibial, sin embargo las
hembras mantienen un incremento total, tanto ponderal como de longitud tibial
significativamente inferior a los machos, comenzando a separarse a partir de los 35 dias
en peso y de los 40 en longitud, aproximadamente, y llegando a una talla y un peso final

inferior, tal y como se recoge en la tabla 1.

Tabla L. INCREMENTO MEDIO EN LONGITUD TIBIAL (mm) E INCREMENTO PONDERAL MEDIO
{g) DESDE LOS 26 HASTA LOS 57 DiAS DE VIDA.

Inicial (mm) | Final (mm) | Incremento (mm) | Inicial (g) Final (g) Incremento (g)

29,15+0,3 | 48,47£0,25 19,32+0,2 56,44+ 1,4 | 306,87+£59 | 2504+49

28,6 £0,17 |44,17+0,36% | 1559+0,29* |55,37+£0,99( 216,12 +5,8*| 160,75 £ 5,3*

* p<0,0001 vs machos normales. Media + SEM.

Tal y como puede observarse las diferencias entre machos y hembras son mas
marcadas en peso que en longitud tibial: por ejemplo, a los 57 dias, las hembras
presentan una longitud inferior en un 8,8% a la de sus hermanos, mientras que en peso

pasa a ser de casi un 30%.
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Figura 16, Longitud tibial media + SEM de animales machos y hembras normales {(a} y evolucién
ponderal media de animales machos y hembras normales (b), desde los 26 hasta los

57 dias de vida. * p<0,0001 vs machos.
1. 1.1 Variaciones Infradianas

La microknemometria permite, ademas observar la existencia de oscilaciones
periodicas en la velocidad de crecimiento de estos animales.

La representacion de la velocidad de crecimiento, utilizando una modificacién de
la media movil, tal y como se ha descrito en material y métodos, muestra una dinamica
particular con variaciones espontaneas de la velocidad de crecimiento. El rango de
confitanza (al 95%) es muy estrecho lo que -excluye la posibilidad de una tasa de

crecimiento lineal con una cierta variacion debida al azar, sugiriendo la existencta de
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“miniestirones”. Este fenomeno se presenta tanto en animales machos como hembras, tal
y como puede observarse en la figura 17. La amplitud de los miniestirones es maximo en

las edades mas tempranas de los animales, y va disminuyendo segun avanza la edad.

Macho Normal

Tasa de crecimiento

25 30 35 40 45 50 55 60

Dias de vida

Hembra Normal

Tasa de crecimiento
(mm/dia)

25 30 35 40 45 50 55 60

Dias de vida

Figura 17. Media mévil de la tasa de crecimiento media de una rata macho normal (a) y una rata

hembra normal (b). Se incluyen sus limites de confianza al 95 %.
1.1.2 Variaciones Ultradianas

La sensibilidad del microknemometro permite también, la realizacion de medidas

repetidas cada 3 horas en un periodo de 24 horas.
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La figura 18 presenta la variacion media en los incrementos de longitud tibial, en
un grupo de machos normales, medidos cada 3 horas en los dias 29, 37, 43, 50 y 58 de
edad. La longitud de la tibia‘no se incrementa de manera constante y continua de un
periodo al siguiente, sino que entre las 6 y las 9 horas aparece un “estirén®, que supone
el 445 + 37 % del incremento total correspondiente a las 24 horas, y es
significativamente mayor que el resto de los tiempos estudiados (p<0,005), con la
excepcion del incremento entre las 21 y 24 horas que supone un 21 = 4,8 % del

incremento total.

[4)]
(5]

-9
8]
|

[9]
L]
I

—25

(%

15 +

51

Incremento Longitud Tibial

-15

0f3h 3/6h 6/%h 9/12h 12M5h 15/18h 21/18h 21/0h
Horas

Figura 18, Incremento medio + SEM de la longitud tibial expresado en % sobre el crecimiento

correspondiente a 24 horas en animales macho normales. * p<0,005.

1.2 Estudio del efecto de distintas pautas de administracién de

GH sobre el patrén de crecimiento en la rata macho normal.

El tratamiento con 1 U.I/dia/rata de GH a ratas macho normales desde los 28 a
los 58 dias de vida, no modifica la evolucion ponderal ni la medida diaria de'longitud

tibial (figura 19).
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Figura 19. Longitud tibial media de ratas machos normales desde los 24 hasta los 58 dias de

vida.

El incremento medio total a lo largo del periodo de estudio de ambos parametros

se recoge en la tabla II.

Tabla II. INCREMENTO MEDIO DE LA LONGITUD TIBIAL Y PONDERAL DESDE LOS

24 HASTA LOS 58 DIiAS DE VIDA.

Media + SEM Grupo control
APeso (g) 2694145
17,449+ 0,21

ALongitud Tibial {mm)

La administracion de GH a ratas macho normales a la misma dosis que en el caso

anterior, pero siguiendo distintas pautas (inyecciones puntuales a distintas horas del dia,

de manera pulsatil o en infusion continua), no produjo cambios significativos ni en

incremento de longitud tibial o ponderal (tabla III), ni en la evolucién de estos

parametros a lo largo del tiempo.

Tabla IIf. INCREMENTO DE LONGITUD TiBIAL Y PONDERAL MEDIO DESDE LOS 38

HASTA LOS 50 DiAS DE VIDA.

Media + SEM. Control |.10horas

A Peso (g) 111,7142,57 ['1

ALongitud (mm) | 5,7720,055 |i5.96+0;

GH plasma(ng/ml) | 59 +6,6*

*n< 0,01 vs resto de los grupos.
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El estudio endocrinoldgico posterior en estos ultimos animales no ha puesto de
manifiesto diferencias significativas en el contenido hipotalamico de SS, ni en el
contenido hipofisario de GH, o en los niveles plasmaticos de JGF 1. Sin embargo todos
los grupos tratados muestran un descenso significativo (p<0,01) en los niveles

plasmaticos de GI, con respecto al grupo control (tabla III)

1.3. Efecto de las hormonas sexuales sobre el crecimiento en la

rata macho normal: Administracion de un andlogo de LHRH.

El tratamiento con un anilogo de LHRH en ratas machos normales desde los 28
hasta los 60 dias de vida, no produce ningtin cambio ni en la longitud tibial (figura 20) ni
en el peso corporai, va sea calculando la diferencia entre los valores al comienzo de la
observacion y el final de la misma, o la posible modificacion de estos parametros en el

transcurso del tiempo.

55 -

50 -
— o CONTROL

45 7 ——  Analogo LHRH

40 7

35—

‘Longitud Tibial (mm)

- :

T T T T T T T ¥ T

2 25 30 35 40 45 50 55 B0 &5 70
Dias de vida

Figura 20. Longitud tibial media + SEM de ratas macho normales y tratadas con analogo de
LHRH desde los 28 hasta los 60 dias de vida. La flecha marca las inyecciones de
analogo de LHRH (Triptoreline®).1* inyeccion 1,875 pg/g Peso Corporal (P.C)), 2°
inyeccion 0,7 pg/e P.C.

- El estudio de los diferentes pairémetros hormonales para comprobar la correcta
actuacion del andlogo, muestra una disminucion muy marcada del contenido hipofisario
de LH en el grupo tratado frente a su correspondiente control (figura 21a, p<0,0001),

reduccion que no llega a ser significativa en los miveles plasmaticos (figura 21b). El
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incremento en el contenido hipofisario de GH, o la disminucién de sus niveles

plasmaticos (figura 21, ¢ y d) no son significativos.

CONTENIDQ HIPOFIEARIO DE LH NWELES PLAGMATICOS DE LH
12 - 250 -

o T a 1 b

] 200
g - 1 i
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=]
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pg LH! mil plasma
g
1

1| iz

w00 CONTENIDO HIPOF ISARIO DE GH . NIVELES PLASMAT 1608 DE GH

C ) —|— d

N

200

03 -

Lg GHfhipafisis

ng GHimt plasma
N
N\\g

Figura 21. Contenido hipofisario y niveles plasmaticos de GH y LH en ratas macho normales y
tratados con analogo de LHRH. a. Contenido hipofisario de LH. * p<0,0001 vs control.
b. Niveles plasmaticos de LH. ¢. Contenido hipofisario de GH. d. Niveles plasmaticos

de GH. Media + SEM.

2. ESTUDIO DEL PROCESO DE CRECIMIENTO EN RATAS MACHOS
TRATADAS NEONATALMENTE CON GMS: REPERCUSION DE LA
ADMINISTRACION DE GH Y EFECTO DE LOS ESTEROIDES SEXUALES.

2.1 Longitud Tibial

Todos los grupos de animales sometidos a tratamiento neonatal con GMS
muestran una menor longitud tibial, desde el inicio de las medidas a los 22 dias de vida
(figuras 22, 24, 25), que el grupo control no tratado (control 28,3 + 0,25 mm, tratados
con GMS 25,75 £ 0,38 mm, tratados con GMS y castrados 25,8 £ 0,32 mm, p<0,005).
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El incremento de longitud en el periodo de estudio es menor que la de sus

correspondientes controles no tratados con GMS, tal y como se observa en la figura 22.
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Figura 22. Evolucion de la longitud tibial media + SEM desde los 22 hasta los 58 dias de vida en
animales control, tratados neonatalmente con GMS, y tratados con GMS y castrados.

* 1<0,05 vs control.

¢ Lfecto de la castracion asociada al tratamiento neonatal con GMS:

Los animales tratados neonatalmente con GMS y sometidos a castracion a los 15
dias de vida, no presentaron, al comienzo del periodo de observacion, diferencia alguna
en longitud con el grupo tratado unicamente con GMS, tal y como se ha descrito en los
datos incluidos en el parrafo anterior. La castracion, en este modelo [leva a una
reduccion adicional en la velocidad de crecimiento (p<0,05), calculada como incremento
total de longitud durante el periodo de observacion (figura 23), y por tanto a una distinfa
tendencia en la evolucion de la longitud tibial a lo largo del tiempo (figura 22). Sin
embargo, esa disminucion de la velocidad de crecimiento tibial no fue suficiente como
para mostrar diferencias significativas en la talla final con el grupo GMS intacto
(animales tratados con ‘GMS intactos 45,2 £ 0,94 mm, animales tratados con GMS y
castrados 43,6 & 0,52 mm). Prolohgando el tiempo de observacton hasta los 75 dias esas
diferencias en longitud de la tibia si llegan a ser significativas (GMS intactos 48,3 + 0,22
mm, GMS y castracién 46,48 + 0,39 mm, p<0,005).
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Figura 23. Incremento en longitud tibial medio + SEM desde los 31 hasta los 58 dias de vida.

*p<0,001 vs control.  p<0.05 vs intactos + GMS. ° p<0,05 vs castrados + GMS.

» Efecto del tratamiento con GH en la rata macho tratada neonatalmente con GMS

El tratamiento con GH desde el dia 22 hasta el dia 58 de vida, bien sea de manera
aislada o en combinacién con PT desde el dia 31 de vida, incrementa significativamente
la velocidad de crecimiento, independientemente de que se trate de animales castrados o
intactos (A Longitud en los distintos tratamientos: Salino 11,978 + 0,365 mm, GH
15,383 £ 0,38 mm, GH + PT 15,679 £ 0,39 mm, p<0,01, figura 23). De esta forma la
evolucion del crecimiento en el tiempo es paralela para todos los grupos sometidos al
tratamiento con GH, no encontrandose en ningun caso diferencias entre ellos (figura 24).
Los grupos tratados con GH alcanzan la misma talla final, que ademas es superior, tanto
a la del grupo tratado con GMS como a la del grupo tratado con GMS y castrado
(figuras 22 y 24),

El tratamiento con GH no recupera la diferencia inicial de longitud producida por
el tratamiento neonatal con GMS, y por tanto estos animales no llegan a alcanzar la
longitud de los animales control, siendo las diferencias significativas (p<0,05). El

tratamiento con GH no parece ser efectivo hasta los 35 dias de vida, aproximadamente.
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Figura 24. Evolucién de la longitud tibial desde los 22 hasta los 58 dias de vida en animales
intactos o castrados, tratados con GMS y GH, aisladamente o en combinacién con
PT. Se incluyen ademas, tanto el grupo control como el grupo de animales intactos y
tratados con GMS. La GH se administro desde el dia 22 hasta el dia 58 de vida. Las
flechas indican los distintos tratamientos con PT, siendo la flecha clara PT de corta
duracion y la flecha oscura de larga duracion. * p<0,05 vs control. o p<0,05 vs resto de

los grupos. Media + SEM

ssEfecto del tratamiento con testosterona en la rata macho tratada neonatalmente con

GMS

El tratamiento con testosterona en los animales tratados con GMS y castrados,
produce un incremento discreto de longitud tibial con respecto af grupo de animales
castrados no tratados (A Longitud: PT 13,037 £ 0,469 mm, p<0,05, figura !23), pero
suficiente como para conseguir una longitud final diferente entre estos dbs grupos (GMS
y castrados 43,6 £ 0,52 mm, GMS castrados y tratados con PT 45,8 = 0,36 mm, p<0,01,
figura 25), y a.lcanzar al grupo de animales intactos tratados ﬁeonatalmente con GMS
(45,2 £ 0,94 mm, figura 22).

~ Ni el tratamiento con testosterona ni la castracion parecen tener un efecto

estimulante del crecimiento hasta pasados los 40 dias de vida (figuras 22 y 25).
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Figura 25, Evolucion de la longitud tibial media desde los 22 hasta los 58 dias de vida de los
grupos control, animales tratados con GMS vy castrados, y animales tratados con
GMS castrados y tratados con PT. Las flechas indican los distintos tratamientos con
PT, siendo la flecha clara PT de corta duracion y la flecha oscura de larga duracion.

* p<0,05 vs castrados + PT. #p<0,05 vs control.

2.2 Evolucidn Ponderal

El tratamiento con GMS lleva a una disminucién significativa en peso (p< 0,01) a

partir del 4° dia de vida, tal y como recogen los datos de la tabla IV.

Tabla 1V. PESO MEDIO EXPRESADO EN g EN ANIMALES CONTROLES, ANIMALES
DEFICITARIOS EN GH, Y DEFICITARIOS EN GH Y CASTRADOS.

Dia 2 de vida Dia 4 de vida Dia 21 de vida
Control 7,111 £0,101 10,25+ 0,25 49+ 0,779
GMS 7.5+0,267 0,42 +0,124* 38,5+ 1,59
GMS + Castracion = eeeemeem e 39,3+ 1,15

* p<0,05 vs control. ep<0,001 vs control. Media + SEM.

La evolucion ponderal, en cuanto a los efectos producidos por los distintos
tratamientos, es similar a lo observado en longitud tibial, aunque a diferencia de lo que
acabamos de ver, el tratamiento con GH en los distintos grupos permite llegar a alcanzar
el peso de los animales control. No hay diferencias significativas entre estos grupos en el
peso final, aunque si muestran un comportamiento en el tiempo ligeramente diferente del

grupo control (p<0,05), tal y como puede observarse en la figura 26.
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Figura 26. Evolucion ponderal media + SEM desde los 22 hasta los 58 dias de vida, en todos los

grupos. La GH se admimistro desde el dia 22 hasta el dia 58 de vida. Las flechas
indican los distintos tratamientos con PT, stendo la flecha clara PT de corta duracion y

la flecha oscura de larga duracion. * p<0,05 vs resto de los grupos.

2.3 Eje Somatotropo

Los animales tratados neonatalmente con GMS presentan un descenso
significativo del peso hepatico (control 16,33 + 0,61g vs GMS 9,97 £ 0,68 g, p<0,0001).
El tratamiento con GH, de forma aislada o en combinacion con PT, ya sea en animales
castrados o intactos, tratados con GMS, aumenta significativamente el peso del higado
respecto a los no tratados (salino 9,31 + 0,41 g, castrados o intactos tratados con GH

13,48 + 0,44 g, castrados o intactos tratados con GH y PT 14,26 + 0,82 g, p<0,0001).
$ IGF T

El tratamiento con GMS produce un descenso significativo en los niveles
plasmaticos de IGF I (figura 27) comparado con el grupo control (p<0,0001). El
tratamiento con GH, ya sea en animales castrados o intactos, tratados con GMS eleva
estos niveles (tratamiento con salino 636,97 = 101,7 ng/ml plasma, tratamiento con GH
1431,2 + 200,4 ng/m! plasma, tratamiento con GH + PT 14997 + 208,6 ng/ml plasma,
p<0,05), sin llegar a los valores observados en el grupo control. El tratamiento con PT
por si solo en animales castrados, también es capaz de elevar los niveles plasmaticos de

esta hormona (843,95 £ 91,9 ng/ml plasma) con respecto a fos animales castrados no
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sometidos a dicho tratamiento (p<0,01). La castracion solo tiende a disminuir

ligeramente este parametro.
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Figura 27. Niveles plasmaticos de IGF I expresados como media + SEM en todos los grupos.

*p<0,0001 vs control, @ p<0,01 vs GMS + castracion,

Todos los grupos tratados con GMS muestran un menor contenido hipofisario de
GH que el grupo control (p<0,05, figura 28). La castracién tiende a disminuir todavia
mas el contenido aunque no significativamente, mientras que el grupo tratado con PT
muestra un aumento del contenido hipofisario de GH con respecto a todos los demas
grupos de animales castrados. Este hecho no se produce si la PT se administra

conjuntamente con GH (p<0,05).
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Figura 28. Contenido hipofisario de GH, expresado como media + SEM en todos los grupos.

*p<0,05 vs resto de grupos. ep<0,05 vs resto de animales castrados.
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LN

El tratamiento con GMS disminuye el contenido hipotalamico de SS (control
57,915 + 11,46 ng/ hipotalamo vs grupo GMS 15,75 £ 3,96 ng/ hipotdlamo, p<0,01),
(figura 29)
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Figura 29, Contenido hipotalamico de somatostatina, expresado como media = SEM en todos los

grupos. * p<0,01 vs control.

Ninguno de los tratamientos es capaz de modificar este parametro (figura 29),
aunque el grupo castrado y tratado con GH, tiende a niveles inferiores que el resto de los

animales castrados.
2.4 Eje Hipotdlamo-Hipdfiso-Gonadal

El tratamiento neonatal con GMS ocasiona un descenso significativo tanto en el
peso testicular (control 2,84 + 0,09 g vs GMS 1,77 + 0,18 g, p<0,0001), como en el
peso de las vesiculas seminales (control 254 + 22 mg vs GMS 106 * 28 mg, p<0,005).
La castracion independientemente del tratamiento adicional, disminuye el peso de las
vesiculas seminales respecto el de los animales intactos {media de animales intactos 126
+ 17 mg vs media de animales castrados 34 £ 5,8 mg, p<0,0001).

El tratamiento con PT en animales castrados, aumenta significativamente el peso
de las vesiculas seminales (grupo GMS y castracion 21 + 2,7 mg vs grupo GMS +
castracion + PT 68 + 3,5 mg, p<0,01). La administracion adicional de GH no ejerce
ningun efecto sobre el peso de las vesiculas seminales {castrados + GH + PT 53 £ 77

mg), como tampoco lo ejerce su administracion aislada.
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El grupo GMS muestra un descenso significativo (p<0,05) del contenido
hipofisario de LH respecto al grupo control (3,6 = 0,4 ug/hipofisis vs 8,15 £ 0,51
ug/hipéfisis, figura 30). La castracion eleva de manera significativa este pardmetro,
independientemente de los tratamientos posteriores (media de animales intactos 3,5 + 0,4
pg/hipofisis vs media de castrados 11,2 + 1,1 pg/hipofisis, p<0,0001). 1.a administracion
conjunta de PT y GH tiende a disminuir este valor tanto en animales intactos (2,2 £ 0,5

pg/hipéfisis) como castrados (8,6 = 1,8 ng/hipofisis).
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Figura 30. Contenido hipofisario de LH, expresado como media = SEM. * p<0,05 vs control.

<+ LHRH

El grupo GMS presenta un contenido hipotalamico de LHRH menor que el grupo
control (p<0,05). La castracion no modifica este pardmetro de manera significativa

(figura 31).
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Figura 31. Contenido hipotalamico de LHRH, expresado como media + SEM en todos los
grupos. * p<0,05 vs control.
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3. ESTUDIO DEL PATRON DE CRECIMIENTO EN LA RATA HEMBRA

3.1 Efecto de la administracion de GH en hembra normal o
tratada con GMS. Tratamiento con GHRH en inyecciones en ésta

ultima.
3.1.1 Longitud Tibial

No existen diferencias significativas en la longitud tibial a los 25 dias de vida,
entre hembras normales y tratadas con GMS (figura 33a).

Sin embargo, ¢l incremento de longitud total desde los 25 a los 60 dias de vida
(figura 32), que presenta el grupo de hembras tratadas neonatalmente con GMS es
menor que su correspondiente grupo control, lo que lleva a una talla menor (p<0,05) y

distinta evolucion en el tiempo (figura 33a).
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hembras desde los 235 hasta los 60 dias de vida. * p<0,005 vs respectivo normal.

®p<0,05 vs respectivo controt sin GH. °p<0.005 vs tratadas con GMS v no tratadas con
GH.

El tratamiento con GH (1 U.I/rata/dia desde los 24 hasta los 61 dias de vida}
aumenta significativamente la tasa de crecimiento tanto en hembras normales como en
hembras tratadas con GMS, tal y como puede apreciarse en la figura 32. En ambos casos

se llega a una talla final superior a la de sus correspondientes grupos no tratados
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(hembras normales vs normales + GH p<0,05, figura 33a, hembras GMS vs hembras

GMS + GH p<0,001, figura 33b). Las hembras normales tratadas con GH comienzan a

separarse de su grupo control a los 35 dias de vida, aproximadamente, mientras que en

hembras tratadas neonatalmente con GMS ésto no ocurre hasta los 40 dias.
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Figura 33. a. Evolucién de la longitud tibial desde los 25 hasta los 60 dias de las hembras control

no tratadas, controles + GH y hembras tratadas neonatalmente con GMS. *p<0.,05
vs control. °© p<0,001 vs GMS.

b. Evolucion de la longitud tibial desde los 25 hasta los 60 dias de vida de las
hembras tratadas con GH, y los grupos GMS tanto sin tratar como tratados con

GH o GHRH. Expresada como media + SEM. © p<0,001 vs GMS.
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Las hembras tratadas con GMS y GH presentan una talla final intermedia entre
las hembras normales y las normales + GH, no siendo significativamente diferente de
ninguno de estos dos grupos, pero si muestran una interaccion significativa (p<0,0001)
en la evolucion en el tiempo de la longitud con respecto a ambos grupos.

El tratamiento con GHRH (200 pg/rata/dia desde los 24 hasta los 61 dias de
vida) no modifica el patrén de crecimiento normal en estos animales (figura 33b).

En figura 34 puede observarse la diferencia entre ambas tibias de una hembra
normal y una hembra deficitaria en GH por tratamiento neonatal con GMS, asi como la

desestructuracion de placa de crecimiento producida en ésta ultima.

al a2

a3 a4

Figura 34. al. Corte de la placa de crecimiento de una rata control (a un aumento de 40*(al) o

de 4*(a3)), y de una rata tratada con GMS (a un aumento de 40*(a2), o de 4* (a4).

102



Resultados

Figura 34. b. Estudio fotografico de las tibias derecha e izquierda de una hembra normal
(derecha) y una hembra deficitaria en GH (izquierda) acompanada de una escala

milimétrica.

3.1.2 Evolucion ponderal

No se encuentran diferencias significativas a los 25 dias por el tratamiento
neonatal con GMS. El incremento ponderal y la evolucion de este parametro son
semejantes a lo descrito en longitud, aunque en este caso, el tratamiento con GMS no
produce un efecto tan drastico como en longitud, ya que no ilegan a existir diferencias
significativas en el peso final entre hembras control o tratadas con GMS. Existe una
ligera tendencia a un valor inferior en los animales tratados con GMS (figura 35).

El tratamiento con GH en ratas tratadas con GMS provoca una respuesta en
incremento ponderal mas marcada que la observada en longitud tibial, llevando a un peso
final significativamente superior al del grupo control (p<0,01), y quedando por encima

incluso del grupo control con GH.
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Figura 35. Evolucion ponderal desde los 25 hasta los 60 dias de vida de ratas hembras normales
y deficitarias en-GH, tratadas o no con esta hormona y hembras deficitarias en GH y

tratadas con GHRH. Expresada como media + SEM. * p<0,01 vs control y GMS.

3.1.3 Eje Somatotropo

El tratamiento con GMS disminuye el peso del higado, mientras que el

tratamiento con GH lo incrementa, tal y como puede verse en la tabla V.

Tabla V. PESO MEDIO ABSOLUTO DE HIGADO EN-HEMBRAS NORMALES O GMS,
TRATADAS O NO CON GH, Y HEMBRAS GMS TRATADAS CON GHRH.

Control GMS +GH ‘| GMS + GHRH
[Higado () | 7,79+0,28 | 6,6+02e 088 | 76+026
* p<0,01 vs GMS y GMS + GHRH. » p< 0,005 vs control. Media + SEM.

» IGF T

El tratamiento con GMS provoca un descenso. significativo (p<0,01) de los
niveles plasmaticos de IGF I (figura 36). El tratamiento con GH no modifica este
parametro en los animales control, pero aumenta en las tratadas con GMS. El

tratamiento con GHRH no produce ninguna respuesta.

104



Resultados

4200 -

1000 A
[44]
E 800 A
9 1 [C] CONTROL
2 600 A B GH
E ' % GMS
w4907 B GHRH
@ 200 1
C -

0 .

NORMALES GMS

Figura 36. Niveles plasmaticos medios - SEM de IGF I en hembras normales o GMS, tratadas o

no con GH, y hembras GMS tratadas con GHRH. * p<0,05 vs respectivo normal.
op<0,01 vs GMS.

*» GH

Las ratas tratadas con GMS muestran un menor contenido hipofisario de GH
(p<0,0001, figura 37), pero no se observa ninguna modificacion debida al tratamiento
con GH, ni en estos animales ni en las hembras normales. En este caso, el tratamiento
con GHRH lleva a una recuperacion del contenido hipofisario de GH, que no es

significativamente diferente del contenido encontrado en los grupos control.
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Figura 37. Contenido hipofisaric medio de GH, expresado como media + SEM, en hembras
normales o GMS, tratadas o no con GH, y hembras GMS tratadas con GHRH.
*pn<0,001 vs tratadas con GMS.
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No se encuentra ninguna diferencia significativa en ¢l contenido hipotalamico de

SS por ninguno de los tratamientos.

Tabla VI. CONTENIDO MEDIO DE SS EN EL HIPOTALAMO EN HEMBRAS.

GRUPOS Control Sk - GMS | | GMS + GHRH
| SS (ng/hipotalamo) [ 4020 + 35 ; | 38,328 | 41,7463

3.1.4 Eje Hipotalamo-Hipdéfiso-Gonadal

El estudio de los frotis vaginales diarios, desde la aparicion de apertura vaginal,
en estos animales, permite observar una disminucion en el porcentaje de ciclos regulares
en las hembras tratadas con GMS (control 90%, GMS 35%). El tratamiento con GH
lleva a una alteracion en la ciclicidad en hembras normales (44% ciclos regulares, 33%
diestro constante) y a la aparicion en las tratadas con GMS de diestro o estro conétante
en igual proporcion. El tratamiento con GHRH no produce ninguna modificacion
adicional al tratamiento neonatal con GMS.

La disminucion del peso del atero y los ovarios por el tratamiento neonatal con
GMS o GMS y GHRH no es significativa (Tabla VII). El tratamiento con GH
incrementa significativamente el peso del dtero y de los ovarios en hembras GMS,
mientras que en hembras normales solamente se aprecia una ligera tendencia en el mismo

sentido.

Tabla VIL. PESO ABSOLUTO MEDIO + SEM DEL UTERO Y LOS OVARIOS EN
HEMBRAS.

Control GMS GMS + GHRH
Utero (mg) 313,7+£27,18 2749+ 218 2826+ 18
Ovarios {mg) 71,5+39 66 + 2 4% 70,7 + 4,3*
* p<0,05 vs GMS
% LH I

El modelo GMS presenta una disminucion no significativa en los niveles

plasmaticos de LH (figura 38). El tratamiento con GH, incrementa los valores basales

106



Resultados

tanto en ratas normales como en GMS (p<0,0001), mientras que el tratamiento con

GHRH no hace ningun efecto.
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Figura 38. Niveles plasmaticos medios de LH + SEM en hembras normales o normales + GH, y

deficitarias en GH, no tratadas, tratadas con GH o tratadas con GHRH.

No se aprecian diferencias significativas en el contenido hipofisario de LH en

ninguno de los grupos.

3.2 Efecto de la administracién continua de GHRH de forma

aislada, o combinada con SS, en la hembra normal o tratada con

GMS.

3.2.1 Longitud Tibial

La longitud inicial a los 36 dias de vida, es significativamente mayor en las
hembras control que en las hembras GMS (controles 35,98 £ 0,168 mm vs GMS 33,57 +
0,167 mm, p<0,0001). Ademas, las hembras GMS muestran un menor incremento total,
calculado como la diferencia entre el comienzo y el final de la observacion a los 56 dias
de vida, (GMS 6,77 + 0,15 mm vs controles 7,77 + 0,153 mm, p<0,0001), por lo que
existe una clara diferencia en la talla final (figura 39). La administracion de GHRH, ya
sea aislada o en combinacién con SS, no produce ninguna modificacion significativa en el

patrdn de crecimiento, ni en animales control, ni en tratados con GMS.
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Figura 39. Evolucién de la longitud tibial media £ SEM, desde los 36 hasta los 56 dias de vida

en hembras normales o GMS. * P<0.001 vs normales.
3.2.2 Evolucion ponderal
Es semejante a lo observado en longitud.
3.2.3 Eje Somaiotropo

El tratamiento neonatal con GMS, independientemente del tratamiento posterior,
disminuye tanto el peso del higado (p<0,0001) como el peso hipofisario (Tabla VIII).

El tratamiento combinado con GHRH y SS en ratas normales provoca una
disminucion en el peso de la hipofisis (p< 0,05), mientras que en ratas tratadas con GMS
no determina ninguna modificacion significativa, aunque presenta una tendencia a valores

mayores.

Tabla VIII. PESO MEDIO ABSOLUTO DE HIPOFISIS E HIGADO.

Normales GMS
Grupos Placebo GHRH | GHRH+SS | Placebo GHRH [ GHRH+SS
Hipofisis (mg) | 10,5840,13 { 9,75+0,47 | 8,540,45* | 5 1740 25 | 5 1340 37e e°
Higado (g) 8,33+0,22 | 8,68+049 1 8,610,48 | 651023 | 647404 | 7,1840,07

* p<0,05 vs placebo . »p<0,0001 vs correspondicntc normal, °p< 0.005 vs correspondicnte normat.
Media + SEM.
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 JGFT

Aparece una disminucion significativa en los niveles plasmaticos de IGF I debida
al tratamiento neonatal con GMS (p<0,0001). Ninguno de los tratamientos posteriores

modifica estos mveles.
o:o GH

Se observa una disminucion significativa en el contenido hipofisario de GH, como
consecuencia del tratamiento neonatal con GMS. No se encuentran diferencias

significativas por los diferentes tratamientos con GHRH.
WY

Se observa una tendencia a una disminucion en el contenido hipotalamico de SS
provocada por el tratamiento neonatal con GMS. No se encuentran diferencias

significativas por los tratamientos posteriores.

3.2.4 Eje Hipotdlamo-Hipdfiso-Gonadal

Independientemente de los tratamientos adicionales, las hembras normales,
presentaron un 88,9% de ciclos regulares frente a un 47,4% de ciclos regulares de. 5 dias

en las hembras con GMS.

4. EFECTO DE LA ALTERACION EN LA DIFERENCIACION SEXUAL DEL
HIPOTALAMO SOBRE EL CRECIMIENTO.

4.1 Longitud Tibial

Al comienzo del estudio a los 23 dias de edad, los machos normales presentan
una longitud inicial (27,57 £ 0,28 mm) significativamente superior al grupo de machos
castrados neonatalmente (26,15 + 0, 44 mm, p<0,05), aunque no llegan a existir
diferencias significativas de ambos con los grupos de hembras normales (26,64 + 0,24

mm) o de hembras tratadas neonatalmente con PT (26, 98 + 0,28 mm).
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No se encontraron diferencias significativas en el incremento de longitud total en

el tiempo

de observacion de los 23 a los 57 dias de vida (figura 40a) debidas a la

administracion de testosterona neonatal, aunque los machos castrados mostraban valor

ligeramente inferior que sus controles (P<0,05). Si hubo diferencias entre los sexos,

mostrando los machos, castrados 0 no, una velocidad de crecimiento superior a fa de las

hembras (p<0,0001).

1Incremento Longitud Tikial (mm)

50
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25

Longitud Tibial (mm)
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a
INCREMENTO DESDE 23.-HASTA 57 DIAS DE VIDA
25 T
1 I
20
3 MACHOS
15 - MACHOS+Castracion
HEMBRAS
10 - B HEMBRAS+PT
5 -
0 .
b
MACHOS
T MACHOS+Castr.
HEMBRAS
] HEMBRAS +PT

1 1 T T v T l T 1
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Dias de vida

Figura 40. a. Incremento de longitud tibial medio + SEM. desde los 23 hasta los 57 dias de vida.

b. Evolucién de la longitud tibial media £ SEM. desde los 27 a los 57 dias de vida.
*p<0,001 vs resto de los grupos. e p<0,05 vs grupos de hembras.® p<(,(3 vs machos.

Los machos normales presentan una talla final significativamente superior que el

resto de los grupos (p<0,001, figura 40b). Los machos castrados alcanzan una talla final
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superior a la de las hembras y muestran distinta evolucion de la longitud tibial a lo largo
del tiempo (p<0,05). Entre los dos grupos de hembras no existen diferencias
significativas entre si, aunque se detecta una interaccion significativa {(p<0,05) en la
evolucion de la longitud tibial en el tiempo, debido probablemente al cruce de las curvas

en los dias finales de observacion.
4.2 Evolucién ponderal

Es similar a lo observado en longitud, aunque en este caso los machos normales
muestran un incremento ponderal superior (p<0,005) al resto de los grupos incluidos los

machos castrados (figura 41a).

INCREMENTO DESDE 23 HASTA 57 DIAS DE VIDA a
300 -
250 =
C 1 O macCHOS
9 200 - MACHOS+Castracién
-4 150] HEMBRAS
g ] B HEMBRAS+PT
g 100
E -
g2 50
0 —
b
350 -
300
@ 250 MACHOCS
= MACHOS+Castracion
5 200 HEMBRAS
(o8
§ 150 HEMBRAS+PT
S 100
a
50
0 .

23 28 33 38 43 48 53 5B
Dias de vida
Figura 41. a. Incremento ponderal medio + SEM desde los 23 hasta los 57 dias de vida. °p<0,005

vs resto de los grupose p<0,05 vs hembras normates. b. Evolucién ponderal media +
SEM desde los 27 hasta los 57 dias de vida. * p<0,001 vs resto de los grupos. ep<0,035

vs hembras normales,
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4.3 Eje Hipotalamo-Hipdfiso-Gonadal y Somatotropo

Las hembras control presentan ciclos regulares mientras que las hembras tratadas
con PT neonatalmente muestran una fase de estro constante, asi como una disminucion
en el peso del utero y los ovarios (Tabla 1X). Los machos castrados neonatalmente no
presentan separacion balano-prepucial, con una disminucion del peso de las vesiculas
seminales comparados con los machos normales.

No se encuentran diferencias en el peso hipofisario debidas a la castracion
neonatal o a la administracion de PT neonatal, pero si como consecuencia del sexo,
presentando las hembras un peso superior (p<0,05), aunque esta significacion parece
deberse a que los machos normales presentan un valor inferior. En el peso hepético los

machos normales presentaron un peso superior al del resto de los grupos.

Tabla IX. PESO ABSOLUTO DEL UTERO, LOS OVARIOS, LAS VESICULAS
SEMINALES, LA HIPOFISIS, Y EL HIGADO.

GRUPOS Machos Castrados Hembras + PT

Utero(mg |  [F38737+28 301,12 +
NI : 25,5°

Ovarios(mg) 135775492 | 73+£3,89%

Vesiculas Seminales(mg)' 58,5 +£52,5¢%

Hipofisis(mg) 1027+043 | .10,94+0,37 /| 10,65+0,34

Higado (g) 16T 160 | 12,45+038  fI1L02+04-| 12.32+0,68

* p<0,005 vs machos normales. » p<0,0001 vs hembras normales. ° p<0,05 vs hembras normaies

0 p<0,0003 vs resto grupos. Media = SEM.

5. ESTUDIO DEL PROCESO DE CRECIMIENTO COMPENSATORIO
PRODUCIDO TRAS AYUNO E INGESTA REDUCIDA, Y SU POSIBLE
POTENCIACION POR LA ADMINISTRACION EXOGENA DE GH.

5.1 Estudio en la rata machq n_ormal

5.1.1 Longitud Tibial

En el dia 31 de vida, justo antes del comienzo del periodo de ayuno, no existen
diferencias significativas entre los diferentes grupos de machos normales, ni en peso ni en

longitud tibial. Los animales sometidos a 3 dias de ayuno muestran en ese tiempo un
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incremento de longitud significativamente inferior al grupo control (ayunados 1,35 £
0,072 mm, control 3,48 + 0,1, p<0,0005).

No se encuentra diferencia significativa en el incremento de longitud tibial, ni
durante el periodo temprano de realimentacion desde los dias 36 hasta los 40 de vida, ni
en los dias en los que los distintos grupos fueron sometidos a los distintos tratamientos
con GH (detallados en el pie de la figura 42). A los 44 dias de vida los grupos de
animales sometidos a ayuno, tratados con GH o no, muestran una longitud

significativamente menor que el grupo control no ayunado (p<0,005).

44 -
. 42 A CONTROL
E AYUNO
= 407 AY+GH 1
;E 38 - AY+GH 2
— ] AY+GH 3
g 36 -
=
5 34 -
|

32 -

25

Dias de vida

Figura 42. Evolucion de la longitud tibial media + SEM, desde los 27 hasta los 44 dias de vida
en machos normales. Los 3 dias que comprenden el periodo de ayuno aparecen con
fondo moteado en la grafica. @ tratamiento con GH desde los dias 35 hasta los 38
de vida. @ tratamiento con GH desde los 37 hasta los 40 dias. @ tratamiento con
GH desde los 39 hasta los 42 dias. * p<0,005 vs control.

Tampoco se observan diferencias significativas en las pendientes obtenidas del
analisis de regresion lineal de la longitud tibial con respecto a los dias de vida, desde el

final del ayuno hasta el final de la observacion.
5.1.2 Evolucion ponderal

La evolucion ponderal es similar a lo observado en longitud (figura 43). El ayuno
provoca un descenso significativo del peso en todos los grupos ayunados (ayunados -

13,4 £ 0,59 g, control 38,3 £ 1,48, p< 0,001).
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No se encuentran diferencias significativas producidas por los distintos
tratamientos con GH tras el ayuno.

Durante el primer dia de realimentacion, del dia 35 al 36, los grupos sometidos a
ayuno evidencian un incremento de peso superior al del grupo con dieta normal
(ayunados 21,6 + 0,76 g, control 7,5 £ 0,56 g p<0,0001), aunque la recuperacion no es
suficiente como para que alcancen el peso de los animales control, por lo que persiste la

diferencia significativa en su peso final (p<0,005).

250 -
S 200 CONTROL
= AYUNO
5 150 AY+GH 1
g AY+GH 2
O AY+GH 3
2 100 -
1M
a

50 N T T T

25 30 35 40 45

Dias de vida

Figura 43. Evolucion ponderal media + SEM, desde los 27 hasta los 44 dias de vida en machos
normales. Los 3 dias que comprenden el periodo de ayuno aparecen con fondo
moteado en la grafica. @ tratamiento con GH desde los dias 35 hasta los 38 de vida.
@ tratamiento con GH desde los 37 hasta los 40 dias. @ tratamiento con GH desde

los 39 hasta los 42 dias. *p<0,0035 vs control

El analisis de regresion lineal del peso (Tabla X), desde los dias 36 hasta los 44
de vida, es decir, excluyendo el primer dia de realimentacion, pone de manifiesto una
pendiente mayor en los grupos ayunados con respecto al grupo control, ya que éste
queda fuera del limite de confianza al 95 % de las rectas correspondientes a los grupos

ayunados.

Tabla X. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESION LINEAL SIMPLE DEL PESO Y
LOS DIiAS DE VIDA EN MACHOS NORMALES. Desde los 36 hasta los 40 dias de vida.
GRUPOS okGH @

Pendiente
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5.2 Estudio del crecimiento compensatorio en la rata macho

tratada con GMS

5.2.1 Longitud Tibial.

En el dia 59 de vida, justo antes del comienzo del periodo de ayuno, los animales

tratados neonatalmente con GMS presentan una menor longitud tibial y menor peso

corporal que los machos normales (p<0,0001, figura 44).

Los animales normales o tratados con GMS, sometidos a ayuno muestran durante

este periodo, un incremento en longitud tibial significativamente inferior al grupo control

(ayunados normales 0,072 £ 0,071 mm, ayunados y tratados con GMS 0,145 £ 0,11 mm,

vs no ayunados normales 1,38 + 0,23 mm, p<0,005).

56 -

54
52
50
48

46

Longitud Tibial {mm)

42

a4

50 53 56 59 62 65 68 71
Dias de vida

74

CONTROL normai
AYUNO normal
GMS+AYUNO
GMS+AY+GH 1
GMS+AY+GH 2

Figura 44. Evolucién longitud tibial media = SEM, desde los 53 hasta los 73 dias de vida en

machos normales o deficitarios en GH. Los 3 dias que comprenden el periodo de

ayuno aparecen con fondo moteado en la grafica. © tratamiento con GH desde los

dias 62 hasta los 65 de vida @ tratamiento con GH desde los 65 hasta los 68 dias.

*p<(),0001 vs animales normales.

En el dia siguiente a la realimentacion, el grupo de machos normales sometidos a

ayuno presento un incremento en longitud significativamente superior a su control con

dieta normal (normal ayunado 0,816 + 0,142 mm vs normal no ayunado 0,2 £ 0,15 mm,

p<0,05). Este parece un hecho aislado ya que no se detectd nada similar en el
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experimento anterior, y tampoco los grupos de machos tratados con GMS y ayuno
mostraron ese imcremento.

En cuanto al efecto de la administracion de GH, en animales neonatalmente
tratados con GMS, Gnicamente el tratamiento mas tardio (desde los 65 hasta los 68 dias
de vida) eleva de manera significativa la velocidad de crecimiento durante el periodo de
tratamiento {grupo GMS y ayuno 0,82 + 0,15 mm vs GMS y GH® 1,65 % 0,063,
p<0,005). |

Sin embargo el anilisis de regresion lineal desde el dia 63 hasta el final del
experimento (Tabla XI) presenta un pendiente superior en el grupo control no ayunado y
en el grupo de animales tratados con GMS ayuno y tratados con GH @ que el resto de

los grupos.

Tabla XI. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESION LINEAL SIMPLE DE LA
LONGITUD TIBIAL Y LOS DIiAS DE VIDA EN MACHOS NORMALES O DEFICITARIOS
EN GH.

GRUPOS Ayuno { Ayuno+GMS | “Ayuno+GM
(normal) é.:’:;dél"”d 624165 | del diaé
Pendiente 2319 2352

3.2.2 Evolucion ponderal

El ayuno provoca un descenso significativo en el peso en todos los grupos
ayunados (ayunados -43,25 + 2.6 g, tratados con GMS y ayunados -23,7 = 1,07 g, no
ayunados 24,4 + 2,04 g, p< 0,0001, figura 45). Esto supone una perdida ponderal del
9,1% en los animales tratados con GMS, y de un 13,2 % en los normales.

En el dia siguiente a la realimentacion todos los grupos sometidos a ayuno
muestran un incremento ponderal superior al grupo no ayunado (p<0,001), siendo de
mayor magnitud en el grupo de animales ayunados normales, p<0,001, (control ayunado
34+ 2.2 g control no ayunado 4 + 1,3 g, GMS y ayuno 21,9 £ 0,9 g , GMS ayuno y GH
22,33+ 1,3 g).
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En cuanto al efecto de 1a GH en animales tratados con GMS, el resultado es el

mismo que el obtenido en longitud (grupo GMS y ayuno 19+ 1,1 g vs GMS y GH de los
65 alos 68 dias 31,4 £ 2,1, p<0,001).

450 -

Peso corporal (g)

200 - T T T T T

50 53 56 59 62 65 68 71
Dias de vida

—O0— CONTROL normal
——&¢—  AYUNO normal
—&— GMS+AYUNO
——¢—-  GMS+AY+GH 1
ey GMS+AY+GH 2

Figura 45. Evolucion ponderal media £ SEM, desde los 53 hasta los 73 dias de vida en machos

normales o tratados con GMS. Los 3 dias que comprenden el periodo de ayuno

aparecen con fondo moteado en la grafica. @ tratamiento con GH desde los dias 62

hasta los 65 de vida @ tratamiento con GH desde los 65 hasta los 68 dias.

*p<0,0001 vs animales no

rmales.

En el analisis de regresion (Tabla XII), a diferencia de lo descrito en longitud,

donde era el grupo de animales normales y no ayunados el de mayor pendiente, son los

grupos de machos normales ayunados y los 2 grupos ayunados y tratados con GMS y

GH, los que muestran una pendiente superior, aunque es el tratamiento con GH mas

tardio el que parece ser mas efectivo.

Tabla XII. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESION LINEAL SIMPLE DEL PESO Y
LOS DIAS DE VIDA EN ANIMALES MACHOS NORMALES O TRATADOS CON GMS.

GRUPOS | No ayuno’| Ayuno | Ayuno+GMS | Ayuno+GMS+GH @ | Ayuno+GMS+GH @
(normal)
Pendiente 6,9 5,02 5,7 6.6

A pesar de ésto, la pérdida ponderal ocasionada por el ayuno en el grupo de

animales normales, no se llega a recuperar totalmente, ya que el peso final, sin que la
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diferencia sea significativa, es ligeramente inferior al de su correspondiente control

(figura 45).

5.3 Estudio del crecimiento compensatorio en la rata macho
tratada con GMS, sometida a 2 dias de ayuno y 4 de ingesta

reducida.

5.3.1 Longitud Tibial

En el dia 77 de vida, justo antes del comienzo del ayuno, los animales tratados
con GMS presentan una menor longitud tibial y menor peso corporal que los machos
normales (p<0,0001, figura 46a).

El ayuno, en animales normales o tratados con GMS, ocasiona un incremento en
longitud significativamente menor que el observado en animales con dieta normal,
durante el tiempo en que la ingesta esta reducida (control 1,09 £ 0,178 mm, normales y
ayuno -0,054 £ 0,13, GMS 0,812 £ 0,083, GMS y ayuno 0,204+ 0,088, p<0,005).

En animales GMS, el tratamiento con GH tanto en la fase mas temprana (GH®),
como en la mas tardia (GH®) incrementa significativamente la longitud tibial durante
estos periodos (Tabla XIII, figura 46b). En el primer caso este incremento fue 1,6 veces
superior al de su correspondiente grupo GMS y ayuno, y en el segundo caso de 2,9

veCes.

Tabla XIII. INCREMENTO MEDIO DE LONGITUD EXPRESADO EN mm, EN LOS
DISTINTOS PERIODOS DE TRATAMIENTO CON GH EN ANIMALES TRATADOS CON
GMS.

Incremento Longitud (mm) | GMS y ayuno

De 33 a 88 dias de vida 0,94 £ 0,11

De 86 a 91 dias de vida 0,46 £ 0,13

* p<0,05 vs GMS v ayuno. = p<0,005 vs GMS y ayuno. Media + SEM,

118



Resuitados
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Figura 46. Evolucion de Ia longitud tibial media + SEM, desde los 62 hasta los 100 dias de vida.
Los 6 dias que comprenden el periodo de ayuno aparecen con fondo moteado en la
grafica. @ tratamiento con GH desde los 83 hasta los 87 dias de vida. @ tratamiento
con GH desde los 87 hasta los 90 dias.

a. Animales normales sometidos © no a ayuno y animales tratados con GMS.
*1<0,0001 vs animales normales.

b. Animales tratados con GMS, sometidos a ayuno y tratados o no con GH.

No existen diferencias significativas en la velocidad de crecimiento, calculada

como diferencia en longitud tibial, entre el grupo control con dieta normal, el grupo de

119



Resultados

animales normales ayunados, y el grupo con GMS ayunados en el periodo de
realimentacion mis temprano (desde los 83 hasta los 87 dias de vida). Sin embargo en el
analisis de regresion lineal (Tabla XIV), considerando desde el dia 84 al final del
experimento, los grupos ayunados muestran una pendiente superior que los animales con
dieta normal; también se detecta un aumento de esta pendiente por efecto del tratamiento
con GH mas tardio (@). No llegan a existir diferencias en la longitud final en ninguno de
los grupos por la restriccion de dieta, aunque se mantiene la diferencia por el tratamiento

neonatai con GMS,

Tabla XIV. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESION LINEAL SIMPLE DE LA
LONGITUD TIBIAL Y LOS DIAS DE VIDA EN ANIMALES NORMALES O TRATADOS
CON GMS DESDE LOS 84 DiAS DE VIDA HASTA EL FINAL DEL EXPERIMENTO

GRUPOS

Pendiente -

5.3.2 Evolucion ponderal

A los 77 dias de vida existe una diferencia significativa de peso entre animales
normales y tratados con GMS,; siendo éstos menores (figura 47a).

Durante el tiempo en que se mantiene el ayuno se ocasiona una pérdida ponderal
significativa, tanto en animales normales como en los GMS (figura 47b), aunque este
efecto es mas dramatico en los primeros que en los segundos (control 19,14 + 1,3 g,
normales con ayuno -59 * 6,2 g, GMS 20,86 + 2,03 g, GMS y ayuno -33 + 1,48 g,
p<0,0001), ya que la disminucion ponderal es de un 16,3% én los normales y de un

10,9% en los animales tratados con GMS.
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Figura 47. Evolucion ponderal media + SEM, desde los 62 hasta los 100 dias de vida. Los 6 dias
que comprenden el periodo de ayuno aparecen con fondo moteado en la grafica. @
tratamiento con GH desde los 83 hasta los 87 dias de vida. @ tratamiento con GH
desde los 87 hasta los 90 dias.

a. Animales normales con y sin ayuno y animales tratados con GMS. *p<0,0001 vs
animales normales.

b. Grupos de animales tratados neonatalmente con GMS.
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Todos los grupos sometidos a ayuno mostraron un incremento ponderal
postrealimentacion significativamente superior a los animales mantenidos con dieta
normal.

La administracion de GH incrementa significativamente el peso durante el tiempo
en que se administra, y siendo proporcionalmente mas eficaz en el tratamiento que

comienza mas tarde, tal y como puede verse en la figura 48.

80
o 0 CONTROL normal
— B0
g B AYUNO normal
§ B GMS control
g 40 GMS+AYUNO
2 C]. GMS+AY.+GH 1
S 7]l GMS+AY.+GH 2
£ 20
[})
| .
[&]
=
- 0

83-88 Dias 86-91 Dias

Figura 48, Incremento ponderal medio + SEM, desde los 83 hasta los 88 dias de vida (derecha) y
desde los 86 hasta los 91 dias de vida (izquierda). ®© tratamiento con GH desde los
83 hasta los 87 dias de vida. @ tratamiento con GH desde los 87 hasta los 90 dias. *
p<0.01 vs grupo correspondiente sin ayuno, ® p€0,0] vs grupo correspondiente sometido a
ayune, ° p<(,05 vs grupo correspondiente sometido a ayuno.

En el analisis de regresion lineal (Tabla XV), puede observarse que el grupo de
menor pendiente es el control no sometido a ayuno. No llegan a existir diferencias en las
pendientes de los dos grupos sometidos a tratamiento con GH, aunque ambos son
superiores al grupo GMS ayunado y sin GH. No llegan a existir diferencias en el peso
final en ninguno de los grupos por la restriccion de dieta, aunque se mantiene la

diferencia por el tratamiento neonatal con GMS.
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Tabla XV. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRE‘SI(')N LINEAL SIMPLE DEL PESO Y
LOS DIAS DE VIDA DESDE EL DIA 84 HASTA EL FINAL DEL EXPERIMENTO.

GRUPOS

Pendiente

El célculo de una modificacion de la media movil para la longitud tibial y el peso
corporal, pone de manifiesto las diferencias existentes en el comportamiento de estos dos

parametros. En peso aparece un claro rebote tras el periodo de ayuno, que no es

observable en longitud (figuras 49 y 50).
h

Dias de vida
Figura 49, “Tasas medias diarias de crecimiento tibial”, calculadas de forma similar a la media
movil, y el limite de confianza al 95%, representadas de manera individualizada. El
periodo de ayuno se indica con una barra negra horizontal en la parte inferior derecha

a. Machos normales. b. Machos normales sometidos a ayuno.
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Dias de vida

Figura 50, “Tasas medias ponderales diarias”, calculadas de forma similar a la media movil, y el
limite de confianza al 95%, representadas de manera individualizada. El periodo de
ayuno se indica con una barra negra horizontal en la ﬁarte mferior derecha. a. Machos

normales. b. Machos normales sometidos a ayuno.

5.3.3 Eje Somatotropo

Tal y como se ha descrito previamente el tratamiento con GMS disminuye
significativamente los niveles plasmaticos de IGF I (figura 51). El ayuno conduce
igualmente a un descenso en este valor, pero Unicamente en animales normales, no
disminuyendo en los animales GMS. Tampoco el tratamiento posterior con GH, a los

ammales previamente tratados con GMS, eleva dichos niveles.
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Figura 51. Niveles plasmaticos medios + SEM de IGF I. Los 76 dias de vida corresponden al dia
anterior al comienzo del ayuno. Los 83 dias corresponden al final del periodo de
ayuno pero con anterioridad al comienzo de la realimentacion. Los 89 y 92 dias
corresponden, respectivamente a dos dias después de finalizados cada uno de los
tratamientos con GH. @ tratamiento con GH desde los 83 hasta los 87 dias de vida.
@ tratamiento con GH desde los 87 hasta los 90 dias. * p<0,0001 vs control.e p<0,05 vs

control.

6. ANALISIS MATEMATICO ESPECIAL DEL CRECIMIENTO OSCILATORIO
(CARACTERIZACION DE LOS MINIESTIRONES)

El dltimo aspecto a analizar son las caracteristicas que presentan los
miniestirones, es decir los cambios no lineales en la velocidad de crecimiento observados
en todas las ratas; para ello se analizaron los datos de longitud tibial de la mayoria de los
animales utilizados a lo largo de los diversos experimentos, agrupandose por sexo y
tratamiento, encontrando mas de 600 “formas S significativas (segiin los criterios
previamente descritos en material y métodos), lo que supone un 73% del total de
miniestirones detectados.

Se utilizaron 42 ratas macho y 25 ratas hembra normales, 9 ratas macho y 9 ratas
hembra normales tratadas con GH, 21 ratas macho y 20 ratas hembra tratadas con GMS, y 9

ratas macho y 8 ratas hembra tratadas con GMS y GH. Todos ellos con edades comprendidas
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entre tos 22 y los 100 dias de vida. Del total de los amimales macho normales v tratados con
GMS, 7 de cada uno de estos grupos corresponden a animales de mas de 60 dias.

En la tabla XVI se detallan los valores de amplitud (aq), pendiente (gamma), y el
numero de miniestirones, considerados como significativos, obtenidos para cada grupo
de animales, con edades comprendidas entre los 22 y los 60 dias de vida. Recordemos
que ap es una amplitud ajustada a la funcion doble exponencial (Gbmpertz), y que gamma
guarda relacion entre la altura y la anchura del intervalo, es decir determina la rapidez y
la anchura del estirén, indicando indirectamente si éste se prolonga en el tiempo, cuanto
mayor es gamma mas brusco serd el estirén. Para una misma amplitud una disminucién

en la pendiente supone una elongacion en el tiempo.

Tabla XVI. AMPLITUD MEDIA EXPRESADA EN mm Y PENDIENTE MEDIA, EN
ANIMALES MACHOS Y HEMBRAS. A la izquierda de cada grupo se representa el nimero de
miniestirones incluidos en estas medias.

MACHOS HEMBRAS

n | Amplitud (mm) Gamma n | Amplitud {(mm) Gamma

Normales 164 3,15+0,12 0,9+0,04 |130| 215+0,09+ | 1,22+0,06¢
Norméles +GH 42 3,07+£0,23 0,92+0,08 | 46 2,47 +0,17 1,21 £ 0,12
GMS 68 | 291%0,17 | 085+0,05 | 96 | 1,74+008* | 1,7+0,13*
GMS + GH 29 | 35+0728 0,73+£0,07 | 50 | 2,19+0,11e | 137x0,12

*p<0,003 vs normales. ¢ p<i0,005 vs GMS. * p<(,0001 vs machos normaies. Media + SEM.

Existe un claro dimorfismo sexual al comparar los machos normales frente a las
hembras normales; los primeros presentan mayor amplitud y menor pendiente que las
hembras, es decir, miniestirones de mayor duracion, mas altos que éstas pero también
mas anchos, por lo que arrojan una pendiente mas suave (figura' 52). Este dimorfismo se
pone también de manifiesto, en su distinto comportamiento frente los distintos
tratamientos:

La administracién de GH en animales normales, solo parece afectar a la amplitud
de los miniestirones de las hembras, tendiendo a aumentarla, sin modificar la pendiente,
por lo que indirectamente el miniestiron ha de elongarse en el tiempo.

El tratamiento con GMS, disminuye la amplitud y aumenta la pendiente

unicamente en hembras, llevando a miniestirones mas bruscos y pequefios. En machos,
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sOlo los hace mas pequefios, al tender a amplitudes y pendientes ligeramente mas
pequefias.

El tratamiento con GH, en los grupos GMS, tiende a restablecer los valores
normales de amplitud y pendiente. En los machos la amplitud presenta valores incluso
superiores a los machos normales, pero la pendiente tiende a ser inferior, asi los
miniestirones seran parecidos a los normales en forma, s6lo que un poco mas altos y
anchos. En hembras se consigue igualmente restaurar la forma de los miniestirones

normales, aunque al ser la pendiente un poco superior seran ligeramente mas abruptos.

Figura 52. Representacion de la longitud tibial en mm frente a los dias de observacién, del ajuste
 ala finciéon doble exponencial de una rata hembra normal (a) y una rata macho

normal (b).
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Se estudio, ademas, la posible existencia de correlaciones entre amplitud y
pendiente en funcion de la edad:

Se encuentra una correlacion negativa entre amplitud vy edad, que fue moderada
pero significativa, es decir, la amplitud de los miniestirones disminuye al avanzar la edad,
en machos y hembras {normales o tratados con GMS), y en hembras normales tratadas
con GH (tabla XVII y en la figura 53).

En los grupos de machos normales y tratados con GMS existen antmales de
mayor edad que en el caso de las hembras, por lo que para poder establecer
comparaciones entre machos y hembras para edades similares, se procedié a la exclusion
de los analisis de correlacion edad-amplitud a los machos mayores de 60 dias de vida. De
esta forma p disminuye marcadamente, aunque todavia sigue existiendo una correlacion
negativa (machos normales, p = -0,32, p<0,001) , pero deja de ser significativa en el caso

de los machos tratados con GMS.

Tabla XVII. CORRELACION ENTRE AMPLITUD Y DiAS DE VIDA.

AMPLITUD MACHOS HEMBRAS
Normales -0,502* -0,513#
Normales + GH -0,316® -0,508*
GMS -0,638* -0,459*
GMS + GH -0,326@

* p<0,001. ® p<0,05
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Figura 53. a. Amplitud (mm) frente a la edad (dias de vida) correspondientes a machos normales.
b. Amplitud (mm) frente a la edad (dias de wvida) correspondientes a hembras

normales.
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En cuanto a la pendiente (figura 54), solamente los animales machos normales
(p= -0,28, p<0,001) y los tratados con GMS presentan una correlacion negativa
significativa (p = -0,548, p<0,001), no siendo significativa al haber excluido los animales
mayores de 60 dias, por lo que en general este parametro parece ser mas independiente

de la edad que la amplitud.
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700 {1
6,00 {:i:
500 {1
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1,00 4
0,00
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20 30 40 50 60 Y0 80 90 100 20 30 40 S50 60 Y0 80 S0 100
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Figura 54, a. Pendiente (gamma) frente a la edad (dias de vida) correspondientes a machos
normales.

b. Pendiente (gamma) frente a la edad (dias de vida) en hembras normales.

Ademas de la caracterizacion de la forma de los miniestirones, también
estudiamos el tiempo entre miniestirones subsecuentes (periodo), y su correlacion con la
edad. Algunos de los intervalos fueron descartados para los analisis, por lo que existen
huecos en la secuencia de funciones y no todos los miniestirones son consecutivos. Esos
huecos, producidos por la eliminacion de lo considerado como “no estirones” y cuya
significacion biologica desconocemos, influirian de forma notable en el tiempo que
separa los miniestirones. Por ello solo se utilizaron miniestirones consecutivos.

No llegan a existir diferencias significativas en el periodo en que ocurre el pico
del miniestiron (machos 4,35 + 0,17 dias, hembras 4,2 + 0,17 dias) y cuya media segin
los diferentes tratamientos estd entre 4 y 5 dias. En este pardmetro es importante
recordar que comparamos el tiempo en el que ocurre el maximo, y no su duracién, por lo

que la distinta forma de los miniestirones influye.
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En general con el aumento de la edad, aumenta el periodo espaciandose el tiempo
entre estos miniestirones (figura 55, tabla XVIII), alcanzando una correlacion moderada
en los machos normales {p = 0,608) y que continua siendo significativa incluso sin

animales mayores de 60 dias, tanto normales como con GMS.

Tabla XVIIL. CORRELACION ENTRE PERIODO Y DIiAS DE VIDA.

MACHOS |HEMBRAS
Normales 0,608* 0,3*
Normales + GH 0,2 0,3
GMS 0,43 % 0,35*%
GMS + GH 0,45 0,44*
* p<(3,005,
a h
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Figura 55. a. Periodo (dias) frente a la edad (dias) en machos normales.

b. Periodo (dias) frente a Ia edad (dias) en hembras normales.

También estudiamos la correlacion existente entre amplitudes consecutivas. Se
encuentran correlaciones positivas significativas, es decir cada miniestirén pequefio es
seguido de otro miniestiron pequefio, y un miniestiron grande es seguido por otro grande
(p<0,05, figura 56). Esto sucede en machos normales (p = 0,23), machos tratados con
GMS (p = 0,44) y hembras normales (p = 0,24). La significacion desaparece en los
grupos de machos, tanto normales como tratados con GMS, cuando se excluyen los

animales mayores de 60 dias.
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Figura 56. a. Amplitud (mm) frente a amplitud (mm) de mmiestirones subsecuentes

correspondientes a machos normales.

b. Amplitud (mm) frente a amplitud (mm) de miniestirones subsecuentes

correspondientes a hembras normales.

No se encontré ninguna correlacién entre los periodos de los miniestirones,
(figura 57), es decir si es momento en el que ocurria un maximo influia sobre el momento

en el que tendria lugar el proximo.

a b

" N
o 8
s s ®
k- 2 e
& S 4

2

0 : : } ;

0 2 4 6 8 16 12 14

Periodo (dias) Periodo (dias)

Figura 57. a. Periodo (dias) frente a periodo (dias) de miniestirones subsecuentes,
correspondientes a machos normales.
b. Periodo (dias) frente a periodo (dias) de miniestirones subsecuentes,

correspondientes a hembras normales.
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Discusion

1. MICROKNEMOMETRIA

Hemos fundamentado parte de los resultados presentados en esta tesis, en la
aplicacion de una nueva técnica de medida de crecimiento, llamada microknemometria, que
compararemos con otras técnicas de medida de la longitud tibial, asi como con otros
;ﬁarémetros que se utilizan habitualmente para evaluar el crecimiento, como la longitud del
cuerpo o el peso corporal.

La microknemometria (Tresguerres y cols. 1994, 1995, Hermanussen 1995,
Hermanussen y cols. 1995, 1996, 1997b, Rol de Lama y cols. 1997) es una técnica no
invasiva que puede ser aplicada sin dafiar el proceso de crecimiento, estando el animal
consciente, y con un error técnico muy inferior a la tasa de crecimiento diaria de la rata, lo
que permite una medida precisa y un seguimiento diarjo de la evolucién de este pardmetro en
el mismo animal durante largos periodos de tiempo. Ademas, los animales previamente
acostumbrados a la manipulacion, no extrafian al observador y estan relajados y tranquilos
durante las mediciones, lo que pérrnite la repeticién de las mismas. Por otra parte ofrece la
ventaja de ser un sistema in vivo. |

Se han desarrollado numerosas técnicas que permiten una medida muy precisa de la
longituﬁ tibial, estudiando ademés con detalle el proceso de elongacion de los huesos largos.

El marcaje cdn timidina tritiada (Walker y Kember 1972a), que se incorpora en
celulas donde estd habiendo sintesis de ADN, permite detectar el mimero de células
proliferativas, y calcular una tasa de crecimiento utilizando el indice de marcaje, el tamafio de
las células hipertroficas, y la duracién de la fase de sintesis.

La inyeccion de sustancias fluorescentes que se incorporan al cartilago de crecinﬁento
(oxdtetraciclina, calceina) proporciona la tasa de crecimiento longitudinal del hueso ocurrida
entre el momento del marcaje y el sacrificio del animal. En el marcaje con oxitetraciclina
(Hansson 1967), se estudia el cartilago longitudjmhnente- en intervalos de espacio regulares,
midiendo las distancias entre 2 marcas fluorescentes; la media de estas distancias permite
calcular la tasa de crecimiento con un error de pocos pum (Jansson y cols. 1982a, 1982b,
Aspenberg y cols. 1985, Breur y cols. 1991, Wilsman y cols. 1996). El marcaj_e con calceina
ademas permite determinar la formacion de hueso nuevo y la tasa de mineralizacion
(Stevenson y cols. 1990). En general estas técnicas no radiactivas tienden a substituir el

marcaje con timidina tritiada (Wilsman y cols. 1996).
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Otra técnica habitual es el implante de marcadores metalicos en el hueso, en la parte
superior e inferior del cartilago proximal; la medicion con un calibre 0 micrometro de la
distancia entre estos marcadores sobre posteriores series radiograficas, permite estimar el
crecimiento del cartilago proximal (Baron y cols. 1992, 1994), Otro método es la medida
directa de la tibia sobre una radiografia (Hughes y Tanner 1970a, 1970b, Ali y Dickson
1994),

La mayoria de las técnicas que implican marcajes, buscan la caracterizacion de la
cinética celular implicada en el crecimiento, mas que una medida de éste como tal. En
cualquier caso, la tasa de crecimiento obtenida se limita al corto perfodo de tiempo que
transcurre entre el marcaje y el sacrificio del animal, suponiendo ademas un crecimiento
constante durante esos dias.

Muchas de ellas, y a diferencia de la microknemometria, requieren manipulaciones
invasivas tales como implantes, o irradiacion de los animales. Otras precisan anestesia
(Hughes y Tanner 1970a, 1970b, Baron y cols. 1992, Ali y Dickson y cols. 1994) para la
realizacion de las radiografias, las cuales pueden producir reacciones inflamatorias si se
repiten con mucha frecuencia (Ariznavarreta 1996a). Todo ello puede inﬂﬁir sobre el propio
proceso de crecimiento, puesto que la cirugia y la anestesia alteran el ritmo secretor normal
de GH (Robinson y Clark 1987) ademas del riesgo que ésta implica (Hughes y Tanner 1970a,
Reina y cols. 1995), y la radiacion puede impedir el crecimiento de los huesos a causa de una
deplecion de la poblacion de células progenitoras (Walker y Kember 1972a). A veces, la
técnica empleada en medir el crecimiento supone incluso el sacrificio del animal impidiendo
una observacion continuada.

Nuestro grupo encontré una tasa de crecimiento media diaria de 550 pum en los
machos y 400 um en el caso de animales hembras de alrededor de 40 dias de vida, aunque las
referencias a este valor son muy diferentes seglin el método utilizado, Ia raza (Hughes y
Tanner 1970a) y la edad (Walker y Kember 1972b, Reina y cols. 1995) del animal.

Walker y Kember (1972b) utiizando series radiograficas muestran tasas de
crecimiento en machos Wistar de 400 um/dia y de 280 um/dia a los 28 y a los 42 dias de
vida, respectivamente. Breur y cols. (1991) con la técnica del marcaje con oxitetraciclina
presentan tasas de 360 pum diarios en ratas de 35 dias agrupando machos y hembras al azar, o
de 534 ym en machos Long Evans de 28 dias (Wilsman y cols. 1996), mientras que Isgaard y

cols. (1988) con el mismo método, encuentran una tasa de 485 tm en ratas machos Sprague-
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Dawley de 55 dias de edad, o Gosteli-Peter y cols. (1994) con otra cepa (Tif RAI) y
utilizando calceina como marcador, muestran tasas de crecimieﬁto en ratas machos de 56 dias
de vidade 1135 um.  Estos datos son un claro ejemplo de las diferencias en los resultados
obtenidos por los distintos autores, incluso utilizando el mismo método, debido como ya se
ha comentado; a la diferente edad, raza o al hecho de agrupar machos y hembras.

En la microknemometria ademas de la longitud de la tibia, se ihcluye la medida del
tejido blando que recubre el hueso (Wit y cols. 1987), la rotula y el grosor de la epifisis distal
del fémur, asi como parte del talon (Hermanussen y cols. 1988¢, 1995), lo que puede explicar
las discrepancias existentes en cuanto a las tasas de crecimiento obtenidas por otros métodos
invasivos y la microknemometria. Asi lo pusieron de manifiesto Hermanussen y cols. (1992) _
en los estudios llevados a cabo en conejo, en los que compararon la tasa de crecimiento
obtenida en 24 horas con un aparato similar al nuestro, el kyniklémetro (987 um), frenté ala
utilizacion de estereofotogammametria de rayos X (715 pm).

Hemos usado la microknemometria para medir la tibia derecha en la Tata, y aunque no
hemos realizado estudios de crecimiento en la tibia contralateral, se admite la misma tasa de
crecimiento en ambas tibias (Wilsman y cols. 1996). Hermanussen y cols. (1992) encontraron
una alta correlac{én entre el crecimiento de la tibia derecha y la izquierda en el conejo. Es
ademas una practica .comﬁn, cuando se utilizan técnicas invasivas, realizar manipulaciones en
una de las tibias utilizando la opuesta como control intacto no manipulado (Isaksson y qbls.
1982, Ali y Dickson. 1994, Baron y cols. 1994).

La tasa de crecimiento longitudinal depende de una combinacion de la tasa
proliferativa, que afiade nuevas células al cartilago de crecimiento, de la tasa de maduracién o
hipertrofia, y de la sintesis de matriz, todo lo cual lleva, en Wiltima instancia, a la expansion del

cartilago de crecimiento (Loveridge y Farquharson 1993, Wilsman y cols. 1996). La
| importancia relativa concedida a la proliferacion de condrocitos (Ohlsson y cols. 1993, 1994,
Kember 1993), al voluﬁm final de los condrocitos hipertréficos (Breur y cols. 1991, 1994), o
a la duracién del ciclo celular varia segiin ios autores (Hunziker v cols. 1994, Wilsman y cols.
1996). Aunque es brobable que las contribuciones al crecimiento de la proliferacién y la
hipertrofia, varien significativamente en funcién de la edad del ammal y de la especie (Famum
y Wilsman 1993). | '

Muchos estudios se centran en el crecimiento del éartilago proximal tibial (Clark y
Robinson 1985a, 1985b, Isgaard y cols. 1986, Ohlsson y cols. 1992b, Baron y cols. 1994),
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probablemente debido a que presenta mayor velocidad de crecimiento que el cartilago distal
tibial o los ceircilagos del radio (Breur y cois. 1991). Nuestra técnica estudia el hueso
completo con lo que se considera también la contribucion del cartilago distal a la elongacion
de hueso, si bien esta contribucién es caracteristica del hueso y de la especie (Wilsman y cols.
1996) y se atenua conforme el animal se hace mayor (Walker y Kember 1972b, Breur y col.
1991).

Por otra parte, existen otras formas habituales de evaluar el crecimiento, como
puedan ser la longitud corporal (medida como distancia naso-anal), la longitud de la cola o el
peso corporal.

La medida de longitud tibial refleja, por otra parte una medida de un hueso largo cuyo
desarrollo longimdmal deperide del cartilago de crecimiento, siendo la GH la anica hormona
que estimula el crecimiento longitudinal del hueso de forma dosis dependiente (Ohlsson y
cols. 1993, 1994). A diferencta de éstos, los huesos del craneo y de la cara parecen tener un
crecimiento primordialmente genético (Tresguerres 1992); asi la boveda del craneo y la base
craneal estan afectados por el crecimiento del cerebro y la cavidad ocular (Moréno y cols.
1996). La GH estimula el crecimientb longttudinal in vivo mediante su accion en el cartilago,
siendo mas importante en el cartilago de crecimiento epifisario (Daughaday 1981). Por ello la
mayoria de Jas investigaciones posteriores a esta observacion estudiaron principalmente este
efecto {Daughaday 1981).

Resulta por tanto mas logico, la utilizacion de una técnica que mida un hueso largo,
frente a la medida de la longitud del cuerpo o de la cola constituidas por huesos cortos.
Ademas se ha comprobado que medidas precisas del crecimiento longitudinal del hueso son
un buen indice de aumento de crecimiento (Martinez y cols. 1996). |

Aunque existe cierta correlacion entre el peso corporal y la longitud tibial (Jansson y
cols. 1982a), existen diferencias entre estos dos parametros, en algunos casos sutiles, y en
otras mas evidentes, pero suficientes como para poder establecer un distinto comportamiento.
Asi por ejemplo, Schlechter y cols. (1986) encuentran un efecto estimulador del crecimiento
por el tratamiento con GH, en ratas hipofisectomizadas, sin detectar cambios ponderales.
También se ha visto en recién nacidos (Gibson y cols. 1993), que los cambios en crecimiento |
de la longitud de la pierna no siempre se acompafian por cambios en peso y viceversa.

El peso esta influido por cambios en la hidratacion y en los depositos de grasa

(Gibson y cols. 1993), sobre todo en aquellos casos en los que este deposito es importante
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(Michaelsen 1994), como sucede por ejemplo, en el caso.de los nifios pequefios (Michaelsen
1994, Lampl y cols. 1995), en los sujetos obesos, 0 en la rata tratada con glutainato
monosodico (Redding y cols. 1971). Por eso, un aumento en el peso no se acompafia
necesariamente de un aumento de la longitud (Isaksson y cols. 1987).

Esto puede ser consecuencia de que la GH presenta por un lado aéciones metabdlicas
y por otro actua estimulando el crecimiento longitudinal de los huesos largos. En general las
- diferencias obtenidas en peso por las distintas manipulaciones, son mucho menos evidentes en
el crecimiento de la tibia (Jansson y cols. 1985b, Clark y cols. 1985a): Maiter y cols. (1991a)
eﬁcuentran una difereﬂcia ponderal entre machos y hembras de aproximadamente el 40 %,
que se reduce a un 20% en el caso de la longitud de la cola y a un 12% en la longjtud tibial;
Jansson y cols. (1985b) encuentran que la diferencia entre machos y hembras, en peso es del
44 % y en crecimiento longitudinal del hueso del 17%; Groesbeck y cols. (1987), observaron
que la estimulacion de crecimiento por GH eh ratas hembras, es también menos evidente en la

longitud de la cola que en el peso corporal.

2. PATRON NORMAL DE CRECIMIENTO

2.1 Dimorfismo sexual y crecimiento en la pubertad

La existencia de dimorfismo sexual entre machos y hembras, presentando éstas una
menor tasa de crecimiento (Hﬁghes y Tanner 1970a, Jansson y cols. 1982b, 1983, 1985a,
Reina y cols. 1995), es un hecho claramente establecido que se confirma en nuestros datos.
De hecho algunos autores justifican la eleccion del animal hembra para sus trabajos basandose
en que presenta una tasa de crecimiento intrinsecamente inferior (Groesbeck y cols. 1987, .
Robinson y Clark 1987). |

En nuestros datos, las curvas de peso de machos y hembras comienzan a separarse a
los 35 dias de vida, y en longitud tibial a los 40 dias, aproximadamente, .Los datos
bibliograficos apoyan nuestros resultados, ya que describen diferencias en el peso corporal y
en la longitud tibial a los 30 dias de vida que son muy marcadas 2 los 40 - 45 dias (Jansson y
cols. 1983, 1984,1985b, Chowen y cols. 1993). Estas diferencias en el peso corporal y la

longitud tibial entre machos y hembras coinciden con la aparicion del distinto patron secretor
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de GH (Edén 1979, Jansson y cols. 1985a, 1985b) y con la entrada en la pubertad (Gabriel y
cols. 1989).

Hay que resaltar que la rata, a diferencia de lo que ocurre en humanos y en conejos
(Baron y cols. 1992), presenta un crecimiento del cartilago proximal de la tibia que persiste
durante la rmayoria de su vida y no se detecta la existencia de un estirén puberal en el
crecimiento tibial ni en animales machos ni en hembras (Hughes y Tanner 1970a, 1970b,
Walker y Kember 1972a). De igual forma, nuestro grupo no encontrd incrementos superiores
en longitud tibial durante el periodo peripuberal (Tresguerres y cols. 1995). Las tasas de
crecimiento desde los 22 dias de vida fueron muy elevadas, para ir declinando poco a poco
‘con la edad. De forma similar, Breur y cols. (1991) encuentran en el cartilago un crecimiento
superior en un 14-39% en ratas de 21 dias de vida (prepuberales) frente a animales de 35 dias
(peripuberales). Sin embargo, es cierto que si se encuentra un incremento en la tasa de
crecimiento, evaluado como peso corporal, coincidente con la aparicion de la pubertad

(Chowen y cols. 1993, Hu y cols. 1993),
2.2 Variaciones en la velocidad de crecimiento:

Nuestros datos, obtenidos por seguimiento diario, que impediria la interferencia con
cualquier tipo de ritmo infradiano, apoyan la existencia de “miniestirones’” en la ratas, es decir
oscilaciones en la velocidad de crecimiento, presentes en practicamente todos los animales
estudiados, siendo este fen(’)fneno independiente del sexo. Estudios previos en conejo, ya
pusieron de manifiesto una periodicidad en el crecimiento tibial de 8 a 14 dias, apareciendo
incluso oscilaciones ultradianas al medir los animales cada 3 horas, encontrando un estirdn
méximo durante el final de la noche y las primeras horas de la mafiana (Hermanussen y cols.
1992), _

Para excluir la posibilidad de variaciones debidas a una oscilacion ultradiana las
medidas diarias se llevan a2 cabo a la misma hora del dia, tal y como se ha sugerido
- anteriormente (Stevenson y cols. 1990).

Los primeros trabajos de Valk y cols. en 1983 en nifios, ya documentaban cambios
semanales, diartos e incluso en el mismo dia, de la longitud tibial. Proponian por tanto, un
patron intrinsecamente irregular del crecimiento tibial, explicable en algunos casos por

enfermedades intercurrentes (Wales y Milner 1987), con desconcertantes picos v valles en la
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tasa de crecimiento (Wales 1994, Wit y cols. 1987). La exc_:iusién de los posibles errores
sistematicos y de la diferente actividad fisica anterior a la medida atin mostraba un crecimiento
no lineal en al menos, el 70% de los nifios sanos estudiados, con marcados incrementos eﬁ
crecimiento de la longitud tibial, que lamaron “miniestirones” (Hermanussen y cols. 1987,
1988b). La actividad fisica parece aumentar la longitud tibial en adultos y disminuirla en
nifios, desapareciendo el efecto a las 2 horas (Hermanussen y cols. 1988a). Las variaciones
observadas excedian lo que se podia atribuir al error técnico de la medida, que explicaria un
10% de las fluctuaciones, y superaban ampliamente la tasa media de crecimiento diario
(Hermanussen y cols. 1988a); si bien es cierto que existe influencia del grosor de la grésa
subcutanea que se incluye en la medida, la correiacic'm entre los cambios ponderales y los
incrementos en longitud tibial era demasiado baja como para explicar que las fluctuaciones en
| la longitud de la tibia se debieran exclusivamente a esa grasa (Hermanussen y cols. 1988a).
Los estudios por knemometria en nifios de 3 a 15 afios, con medidas semanales,
muestran un patron de crecimiento oscilante, con cambios en la velocidad de crecimiento que
presentan una periodicidad de 30 a 55 dias (Hermanussen yr cols. 1988b, Hermanussen y
Burmeister 1993). Estos autores encontraron ademas, una correlacion positiva, aunque baja,
entre la-frecuencia de los miniestirones y la altura del individuo: cuanto més alto era el
individuo mas frecuentes eran los miniestirones, sin apreciar diferencias atribuibles al sexo, la
edad o efectos estacionales (Hermanussen 1989). Si las medidas se realizaban diariamente se
encontraba un ritmo circaseptano en la aparicion de los miniestironeé, con un dimorfismo
sexual con periodos de 7 a 9 dias en nifias y de 13 a 16 en nifios, poniendo ademas de
manifiesto que el periodo se ve afectado por el espacio de tiempo entre las medidas
(Hermanussen 1989, Hermanussen y Burmeister 1993). Esta disparidad apoyaria la idea del
crecimiento como un fenomeno oscilatorio, donde aparecen interferencias entre los intervalos
regulares entre las medidas y el ritmo endogeno de este proceso, por o que la descripcion
mAs exacta pasaria por un seguimiento continuo (Hermanussen 1989).
Asi, la no-lineridad del crecimiento parece ser cada vez mas aceptada (Togo y Togo
1982, Valk y cols. 1983a, 1983b, Wit y cols. 1987, Hermanussen 1995, Hermanussen y cols.
1985, 1988b, 1992, Hermanussen y Burmeister 1993, Hermanussen y cols. 1995, Tresguerres
y cols. 1995, Wolthers 1996, Rol de Lama y cols. 1997), o al menos se acepta que el
crecimiento presente fluctuaciones en _su velocidad (Wales y Milner 1987, Gibson y cols.
1993, Michaelssen 1994). )
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Otra cuestion todavia objeto de controversia es si el crecimiento es o no un proceso
continuo. Algunos autores como La:fipl y cols. (1992, 1995), proponen un modelo de
crecimiento en el nifio llamado “saltation and stasis”, con discontinuidades y picos aperiodicos
con una amplitud media de 0,9 cm en el primer afio de vida, observando crecimiento
unicamente en 33 dias de un total de 372, lo que arroja un tasa anual de 31 cm durante ese
primer aiio, es decir encuentran que el incremento en altura no es continuo. Este modelo ha
sido discutido por Heinrichs (1995) y Klein y cols. (1994), que apoyan un crecimiento
continuo; estos Gltimos autores trabajando con conejos, proponen ademas, un incremento de
longitud constante aunque sus resultados se limitan a un peh’odo de sdlo 9 dias, y una’
inspeccion minuciosa de sus grificas sugiere incrementos no constantes en algunos animales.
Hermanussen y Geiger-Benoit (1995) no encontraron tampoco “saltos” tal y como los
describe Lampl, si bien concluyen que los periodos’ de estancamiento de crecimiento son un
fenémeno normal en el patrén de crecimiento humano; estos estancamientos como un
fenomeno normal ya se apuntaron en 1982 (Togo y Togo 1982). No obstante los
mecanismos de control que expliquen tanto el crecimiento continuo (Lampl y cols. 1995) 0 a
“saltos” (Heinrichs 1995) no estan aclarados.

De la constatacion de la existencia de un crecimiento no lineal, se deriva otra
pregunta: ;Se trata de un fendmeno periodico?. Este aspecto lo retomaremos al final de la

discusion.
* Variaciones ultradianas:

Ademas quisimos estudiar la posible existencia de un ritmo de crecimiento en
periodos inferiores a 24 horas, por lo que realizamos medidas de 1a longitud tibial en rata cada
3 horas, de igual forma que los estudios llevados a cabo en el conejo (Hermanussen y cols.
1992),

Nuestros datos pusieron de manifiesto la existencia de variaciones espontaneas en la
velocidad de crecimiento, con incrementos maximos entre las 6 y las 9 horas (Tresguerres y
cols. 1994, Hermanussen y cols. 1995), hallazgo que coincide con observaciones previas
acerca de la hora en la que el indice mitético de los condrocitos es maximo (Walker y Kember
1972b, Stevenson y cols. 1990). Estos ultimos autores también detectaron variaciones diarias

en el grosor del cartilago de crecimiento proximal, aunque no fueron capaces de establecer
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una correlacion entre el indice mitdtico o el grosor del cartilago y el crecimiento longitudinal
diario. La relacion del crecimiento con la cinética celular parece sin embargo clara, ya que los
cartilagos que muestran condrocitos proliferativos con ciclos celulares mas cortos, son los
que presentan tasas de crecimiento mas rapidas (Wilsman y cols. 1996).

También se han dete;::tado variaciones en la sintesis de matriz condral, que ocurre
principalmente durante el dia, en la mineralizacion, que parece darse pn'ncipa]ménte por la
noche (Simmons y cols. 1988, Stevenson y cols. 1990) y en la actividad de los osteoclastos,
que s mas alta durante el dia (Simmons y cols. 1988). Con todos estos datos parece fcil
pensar en la existencia de cambios en la longitud de los huesos largos producidos por la
influencia de todos estos factores y cujfa deteccion es posible con una técnica lo

suficientemente precisa.
3. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN LA RATA MACHO NORMAL

Una vez conocido el crecimiento normal quisimos estudiar de que forma actuaba
la GH sobre el crecimiento, investigando diversas pautas de administracion de GH, para

ver cual permitia una mejora en la tasa de crecimiento.

3.1 Efecto de la administraciéﬁ de GH sobre el crecim_i,ento en la

rata macho normal

En animales machos, no pudimos detectar ningin efecto sobre el crecimiento
tratandolos con una inyeccion diaria de 1 UI de GH durante 34 dias. Puesto que la
administracion de 2 & 4 inyecciones de GH al dia parecia ser la forma mas adecuada para
estimular el crecimiento longitudinal del hueso (Jansson y cols. 1982a, 1982b), y otros
autores habian encontrado que es més eficaz la administracion continua que una tnica
inyeccion diaria (Cotes y cols. 1980, Jansson y cols. 1985b, Clark y cols. 1996b), quisimos
tener la completa seguridad de que la ausencia de efecto no se debia a un administracién
inadecuada. Por este motivo, se procedio a la administracion de‘una sola inyeccion de 1 Ula
tres horas distintas del dia, en un intento de encontrar la hora mas apropiada para la inyeccion
de GH, o bien una administracion mas reiterada mediante 3 inyecciones al dia, o una infusion

continua, manteniendo siempre la misma dosis total y que supone 40 veces la dosis
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terapéutica habitual en nifios. Tampoco esta vez encontramos ninglin efecto sobre el
crecimiento, independientemente de la pauta de administracién de la GH, descartando por
tanto, que €sta fuera inadecuada (Tresguerres y cols. 1994, 1995, Hermanussen y cols. 1996). -
Dosis muy inferiores (0,2 U.L) a las nuestras son suficientes para estimular el crecimiento en
ratas hipofisectomizadas (Jansson y cols. 1982a), y se sabe que la GH de primates tiene
efectos somatogénicos en otras especies (Ohlsson y cols. 1993), por lo que tampoco hay
motivo para pensar que nuestra GH sea inefectiva en la rata. _

Existe un amplio rango en las dosis de GH utilizadas por los distintos autores, desde
200 mU/rata/dia (Gosteli-Peter y cols. 1994) hasta 10 U I /rata/dia, aunque esta 1ltima llega
a ser toxica (Groesbeck y cols. 1987). En cualquier caso la dosis utilizada por nuestro grupo
(1 Ul/rata/dia) fue considerablemente superior a la utilizada en humanos, que suele
encontrarse entre 0,1-0,3 U.I/Kg/dia (Zegher y cols. 1994, Arrigo y cols. 1995).

La estimulacion del crecimiento, normalmente evaluado como peso, tanto por la
administracion de GH (Rogers y cols. 1988, Maiter y cols. 1990, Ohashi y cols. 1995) como
por tratamiento con el péptido hipotalamico GHRH (Wehrenberg 1986, Garrel y cols. 1991,
Dubreil y cols. 1994), en ratas machos no muestra generalmente resultados positivos. Sin
embargo, algunos trabajos parecen estar en desacuerdo. Se ha descrito una estimulacion en la
ganancia ponderal en animales jovenes, tanto por la administracion de thGH durante 7 dias
(Domené y cols. 1993), o por tratamiento con IGF I (Hizuka y cols. 1986, 1988), también
tras 7 dias, encontrando ademas un aumento en la longitud corporal.

No obstante la GH, en general, promueve el crecimiento de manera mas efectiva que
la IGF I (Isgaard y cols. 1986, Domené y cols. 1993, Gosteli-Peter y cols. 1994), con lo que
nuestro tratamiento debiera haber sido mas efectivo que el utilizado por el grupo de Hizuka.
La dosis de GH que empleamos fue muy superior. a la de Domené y cols. (1993) y sin
embargo, no encontramos ningun aumento en la ganancia ponderal ni en 7 dias ni en tiempos
mayores. Tampoco Turner (1995‘) encontré ningun efecto ni en peso mi en la tasa de
crecimiento longitudinal del fémur, con un tratamiento durante 5 dias con thGH en ratas de la
cepa Wistar de 39 dias de vida. Este efecto puede ser edad dependiente, ya que en animales
macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad, un tratamiento con GH durante 30 dias
determina un aumento significativo en el peso corporal y en la longitud del fémur (Ortoft y
cols. 1992),
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En estudios realizados en ratas machos transgénicas, que expresan el gen para la hGH
y Secretan esta hormona a dosis altas, se ha descritp_ que. estos animales presentan un
incremento ponderal superior a lés animales controles a los 63 dias de vida, es decir a un
tiempo ligeramente mayor que en nuestro estudio (Ikeda y cols. 1994). Pero ademas, el
efecto es mucho mas importante en la rata hembra (Ikeda y cols. 1994). El implante de
tumores secretores de GH (Maiter y cols. 1990) también produce un incremento ponderal,
- pero este aumento no se detecta hasta 15 dias tras el implante, cuando el animal tie}1e
alrededor de 90 dias de vida.

La administracic')n exogena de altas dosis de GH es capaz de incrementar la gaﬂancia
de peso en ratas Wistar y Sprague Dawiey pero si se trata de ammales hembras (Aspenberg y
cols. 1985, Groesbeck y cols. 1987, Gelatoycols 1992).

En estudios in vitro, se ha descrito que la GH ejerce un efecto estimulador de la
sintesis de ADN, y de la producmon de matriz en condrocitos epifisarios de ratas machos
normales de la cepa Sprague Dawley (Ohlsson y cols. 1992a) No obstante, estos autores
afirman que el efecto depende de las condiciones del cultivo. También la GH estimula Ia
formacion de colonias de clones indiferenciados (Ohlsson y cols. 1994). Kember y cols.
(1993) sin embargo, afirman que la inyeccion de GH en ratas normales no tiene practicamente
efecto sobre la tasa proliferativa del cartilago de crecimiento. En cualquier caso, . estos
trabajos estan realizados in vitro lo cual no. siempre refleja las condiciones existentes in vivo
(Kember 1993).

Ademas la utilizacion de distinta cepa de animales (Sprague Dawley) que segin
algunos autores presenta una menor tasa de crecimiento que los de la cepa Wistar (Stevenson
y cols. 1990), podria explicar los efectos obtenidos por la GH. |

El estudio hormonal realizado en el experimento con distintas pautas de
administracion de GH durante 14 dias, apoya la ausencia de efectos sobre el érecimiento, ya
que ninguno de los tratamientos realizados fue capaz de modificar <_el contenido hipotalamico
de SS, el contenido hipofisario de GH o los niveles plasmaticos de IGF L. Datos similares a
los ﬁuestros han sido descritos por Maiter y cols. (1990) que no encuentran modificaciones en
estos parametros tras 15 dias de implante de un tumor secretor de GH y PRL. Han de pasar _
cuatro semanas para que aumente el contenido hipotalamico de SS;y los niveles de IGF I en
plasma, y disminuya el contenido hipotalamico de GHRH e hipofisario de GH. Es decir, se

deben mantener dosis muy elevadas de GH durante largo tiempo para lograr efectos (Clark y
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cols. 1988), Maiter y cols. (1990) tampoco encuentran diferencias en el contenido
hipotalamico de GHRH o S8, secundarias a la inyeccion s.c. de GH, aunque si se consigue
una disminucidon en los niveles plasmaticos de GH, disminucion que nosotros también
observamos, al igual que otros autores (Domené y cols. 1993).

Es posible que los niveles circulantes de GH alcanzados tras las inyecciones, se
mantengan elevados un cierto tiempo sin llegar a producir modificaciones a nivel
hipotalamico (Maiter y cols. 1990). Se ha descrito que un tratamiento con inyecciones de
GH, a una dosis menor y durante 7 dias, aumenta el contenido hipotalamico de SS
(Berelowitz y cols. 1981). También la infusion continua de una dosis inferior a la nuestra de
GH, durante 5 dias, aumenta el ARNm de SS en el niicleo periventricular del hipotilamo
{Rogers y cols. 1988). La diferencia en el tiempo de tratamiento podria justificar estos
resultados, ya que también 7 dias de tratamiento con IGF I provocan un incremento en el
contenido hipofisario de GH (Hizuka y cols. 1988), sugiriendo una inhibicion de la liberacion
de esta hormona.

La falta de respuesta de IGF I tras tratamiento con GH en la rata macho (Robinson y
Clark 1987, Lanzi y Tannenbaum 1992, Domené y cols. 1993) o GHRH (Hu y cols. 1993,
Kovacs y cols. 1996) ya ha sido observada previamente. En nuestro caso no po&emos
justificar que la ausencia de incremento aumento se deba al tiempo transcurrido tras la ultima
inyeccion de GH como apuntaron otros autores (Domené y cols. 1993). Cabe la posibilidad
de que el aumento puberal en los niveles circulantes de IGF I, que comienzan a elevarse
alrededor de los 35 dias de vida, alcanzando un méaximo hacia los 55 dias (Handelsman y cols.
1987, Gabriel y cols. 1992) enmascare un aumento simultaneo, 1o que no parece probabie en
todos los casos, ya que Dubreil y cols. (1994) utilizaron animales de 40 dias de vida v si
obtuvieron aumento en los niveles de IGF 1. Por otra parte pueden estarse produciendo
cambios en la sintesis loéal de IGF I que no se reflejan en los niveles plasmaticos (Robinson y
Clark 1987, Lanzi y Tannenbaum 1992).

La ausencia de efecto sobre el crecimiento del tratamiento con GH en machos
normales podria explicar porqué la mayoria de los estudios de crecimiento se limitan a
animales hembras, ratas hipofisectomizadas (Cotes y cols. 1980, Isgaard y cols. 1988),
animales tratados neonatalmente con glufamato monosddico (Clark y Robinson 1983a,
Robinson y Clark 1987), o ratas genéticamente enanas (Martinez y cols. 1996). En cualquiera

de estos casos se trata de animales con tasas de crecimiento muy inferiores a la del macho
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normal, sugiriendo la posibilidad de que el patrén de crecimiento somatico sea méximo en
estos animales (Jansson y cols. 1982b, Froesch y cols. 1990), por lo que cantidades
adicionales de GH no sean capaces de incrementarlo. Posibilidad que ha sido apuntada
anterionmente (Froesch y cols. 1990).

En general los resultados pésitivos obtenidos por otros autores no parecen muy
concluyentes, y en cualquier caso se limitan a efectos ponderales, donde una dosis tan elevada
como la utilizada en nuestro estudio no fie capaz de modificar ni siquiera este parametro, por

lo menos durante el tiempo de observacion, y en animales jovenes.

Dada la interrelacidn existente entre las hormonas sexuales y el crecimiento quisimos
estudiar el efecto de la manipulacion del eje gonadal sobre e] patron de crecimiento en la rata

macho normal.

3.2 Efecto de la castracion quimica sobre el crecimiento en la rata

macho normal

La administractén de analogos de LHRH, produce un fendémeno de desensibilizacion
y disminucién del nimero de receptores para LHRH en la hipofisis, reduciendo asi
significativamente el contenido de LH en hipéﬁsis (Fraser y Baird 1987), inhibiendo su
secrecion (Garnelo y cols. 1991), y disminuyendo el tamafio testicular y los niveles de
testosterona en plasma (Negro-Vilar y cols. 1988, Garnelo y cols. 1991). Nuestros animales
mostraron un descenso del contenido hipofisario y de los niveles plasmaticos de LH, y una
disminucion del peso de los testiculos v de las vesiculas seminales, lo que garantiza la
adecuada administracion del farmaco y la alteracion del eje gonadal.

La castracion disminuye tanto la tasa de crecimiento tibial como la ganancia de peso
en animales machos (Jansson y cols. 1983, Shoutaens y cols. 1984, Schot y Schuurs 1990,
Hope y cols. 1992), aunque en algun caso aislado se encuentran discrepancias, ya que Hock y
cols. (1988) a pesar de detectar una disminucién ponderal no encontraron diferencias en la
longitud del fémur a los 47 dias de vida de machos castrados a los 28 dias de vida.

No obstante, con la administracién del analogo de: LHRH, no llegamos a detectar
modificaciones en el crecimiento tibial (Tresguerres y cols. 1995), ni en la evolucion ponderal,

en el contenido hipofisario o en los niveles plasmaticos de GH, si bien el contenido hipofisario
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de GH tendia a incrementarse y sus niveles plasmaticos a disminuir, indicando aparentemente
una menor liberacion hipofisaria. De hecho, en humanos los analogos de LHRH reducen la
secrecion de GH directa o indirectamente a través de la reduccién en la concentracion de los
esteroides sexuales (Saggesse y cols. 1995). Los trabajos de Pinilla y cols. (1983) demuestran
que la administracion en la rata del analogo D-Ala de LHRH entre los dias 15 y 29 de vida
tampoco producia ninguna modificacion ponderal, aunque su dosis fue inferior.

La aparente contradiccion de resultados entre la castracion y la- administracion del
analogo puede haberse originado por que la extirpacion de las génadas supone un tratamiento
mas drastico, ya que implica la eliminacion no slo de la principal fuente secretora de
androégenos, sino también de factores peptidicos testiculares no androgérﬁcos secretados por
otros tipos celulares distintos de las células de Leydig (Aguilar y cols. 1993, Scanlon y cols.
1996), todavia no identificados (Lago y cols. 1996). Asi la respuesta secretora de la GH a la
estimulacion con GHRH se atenia tras castracion pero no tras trétamiento con EDS, que es

una toxina especifica para las células de Leydig (Aguilar y cols. 1993).

En vista de que no pudimos potenciar la tasa de crecimiento en la rata macho normal

por la administracion de GH, pasamos a estudiar este efecto en un modelo deficitario en GH.

4. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN LA RATA MACHO DEFICITARIA EN GH.

4.1 Efecto de la administracion de GMS en la rata macho

Como ya hemos comentado el tratamiento neonatal con glutamato monosodico
produce una destruccion selectiva de las neuronas secretoras de GHRH del nucleo
arcuato del hipotidlamo, lo que permite la obtencién de un modelo con déficit selectivo
de GH de origen hipotalamico (Bloch y cols. 1984). ' )

En nuestro caso la administracion neonatal de GMS a ratas machos y de acuerdo
a los datos obtenidos por otros autores, provocé una disminucién de la longitud tibial
(Kovacs y cols. 1996), del peso corporal (Hu y cols. 1993, Arce y cols. 1995), del
contenido hipofisario de GH (Maiter y cols. 1991b, Hu y cols. 1993), de los niveles
plasmaticos de IGF I (Hu y cols. 1993, Kubota y cols. 1994), asi como del peso de los

testiculos y de las vesiculas seminales (Villanua y cols. 1992).
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Algunds autores presentan descripciones puntuales de la longitud tibial, a los 28 y
a los 42 dias de vida (Kovacs y cols. 1996) o en el momento del sacrificio (Maiter y cols.
1991b). En nuestro caso, los animales tratados con GMS, no s6lo muestran menor peso
y menor longitud tibial a los 22 6 a los 60 dias de vida, sino que las diferencias se van
incrementando a lo largo del tiempo de observacion. La diferencia en la longitud tibial se
acentua a partir de los 35-40 dias de vida. Anteriormente ya se ha descrito un aumento
progresivo en la diferencia ponderal (Corder y cols. 1990).

Esta edad de la rata coincide con el periodo en el que se establece el patron
secretor adulto de GH, ya que a los 35 dias los machos normales ya presentan un
contenido elevado de GHRH en la eminencia media (Gabriel y cols. 1989). Ademas esta
descrito que el tratamiento con GMS evita (Hani'ielsman y cols. 1987) o atenua el
aumento puberal de IGF I (Hu y cols. 1993), lo que también puede influir en su menor
tasa de crecimiento.

También encontramos disminuido el contenido hipotalamico de SS, de acuerdo
con los resultados de Terry y cols. (1981) en‘el hipotadlamo medio basal, y a diferencia de
lo hallado por otros autores que han descrito valores normales (Millard y cols. 1982,
Maiter y cols. 1991b, Arce y cols. 1995). Ege descenso seria 16gico por la disminucion
de secrecion espontanea de GH (Arce y cols. 1995). Terry y cols. (1981) proponen
precisamente que el efecto del GMS sobre la SS no seria debido a su neurotoxicidad,
sino a una alteracién de los mecanismos de retroalimentacion de GH sobre la SS; esta
propuesta se refuerza con la inexistencia de dafios debidos a la administracién de GMS
sobre las neuronas somatostatinérgicas del nucleo periventricular del hipotalamo
(Katakami y cols. 1984, Slama y cols. 1993), donde se da la mayor concentracion de este
tipo de neuronas, aunque si se afectan las del nicleo arcuato (Slama y cols. 1993). El
equilibrio entre la sintesis y la liberacion de SS podria también explicar que el contenido
hipotalamico de esta hormona no se encuentre modiﬁcado. '

También encontramos una disminucion del contenido hipotalamico de LHRH, y
del contenido hipofisaric de LH, en consonancia con la existencia de un
hipofuncionamiento del eje gonadal. Otros autores no encuentran modificaciones en la
concentracién de LHRH hipotalamica (Nemeroff y cols. 1981), a pesar de detectar
reducciones de esta hormona en el niicleo arcuato -del hipotalamo, que se compensan, no

obstante, con un incremento de la misma en la eminencia media (DePaolo y Negro-Vilar
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1982). También se ha sugerido que exista una liberacién inadecuada de LHRH
(Nemeroff y cols. 1981, Dalkin y cols. 1985). Respecto a la LH hipofisaria se ha
observado desde una disminucién del contenido absoluto de LH en hipofisis (Redding y
cols. 1971), como en nuestros datos, hasta ligeros aumentos en su concentracion en la
hipofisis (Millard y cols. 1982). Estas diferencias son debidas, probablemente, al hecho
de expresar sus resultados en funcién de la concentracion de proteinas o por mg de
tejido, ya que como hemos comentado el peso hipofisario también se encuentra
disminuido.

Nosotros creemos que en este caso, es mas logico expresar los resultados por
glandula, en lo que a la hipofisis se refiere, puesto que de esta forma valoramos la
cantidad total de GH disponible y no una relacioén por mg de proteina que puede ser

engafosa.

Al igual que en la rata macho normal quisimos saber en animales deficitarios en
GH, qué papel desempefiaban los esteroides sexuales en el crecimiento y su interrelacion
con la GH, para lo que procedimos a estudiar el efecto producido por la castracion y la
terapia substitutiva con androgenos, asi como el efecto de la administracion de GH

combinada o no con PT en animales tanto intactos como castrados.

4.2 Efecto de la castracion y tratamiento con PT sobre el

crecimiento, en el modelo de la rata macho tratada con GMS

La castracion en el modelo GMS lleva a una reduccion adicional de la velocidad de
crecimiento tibial, que no fue suficiente como para que viéramos diferencias significativas a
los 60 dias de vida (Tresguerres y cols. 1994, 1995), aunque si llegan a ser significativas
cuando se prolonga el tiempo de observacion. Ni la castracion ni el tratamiento con
testosterona parecen comenzar a tener efecto hasta los 40 dias de vida aproximadamente,
coincidiendo con el periodo puberal.

La castracion unida al tratamiento con GMS disminuye atn mas el peso corporal,
como vieron otros autores (Villania y cols. 1992), siendo las diferencias mas marcadas en
peso que en longitud, ya que en el peso se reflejaria ademas la falta del efecto anabolizante de

los esteroides sexuales sobre el musculo (Goodman 1994), puesto que los machos castrados
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pierden mas masa magra que grasa (Woodward 1993). Esta reduccién adicional por la
gonadectomia en la velocidad de crecimiento tibial y en la ganancia ponderal también se ha
descrito en ratas machos enanas por déficit de GH, aunque comparando con animales
normales el efecto es menos drastico (Gevers y cols. 1995). '

El tratamiento con PT en nuestros animales revierte el efecto de la castracion tantb en
peso como en longitud tibial {Tresguerres y cols. 1994, 1995), al igual que se ha visto en ratas
normales (Daughaday 1981, Jansson y cols. 1983, Shoutens y cols. 1984, Hope y cols. 1992,
Woodward 1993), en las que el tratamiento con PT solo es capaz de prevenir el efecto
inhibitorio de la castracion sobre el crecimiento, sin que exista tras dicha administracion un
aumento del crecimiento por encima de lo normal (Shoutens y cols. 1984). En animales
normales el tratamiento con testosterona no estimula la ganancia ponderal (Woodward 1993),
aunque si se ha descrito que gjerce un efecto anabélico aumentando la retencidn de nitrogeno
(Kochakich y cols. 1950) y la ganancia ponderal en animales de 3 (Rubinsteiﬁ y Solomon
1941) 0 4 meses de vida (Kochakich y cols. 1950). |

No existen muchos trabajos sobre el efecto de la castracion y la terapia substitutiva
con testosterona sobre el crecimiento en animales tratados con GMS. Jansson y cols. (1983)
con ratas machos castradas é hipofisectomizadas, no encontraron un efecto estimulante en la
longitud. tibial debida al tratamiento con testosterona; ni existia efecto adicional si se
administraba en combinacion con GH. Concluyeron que el efecto estimulador de la
testosterona seria a través de una modulacion del patrén secretor de la GH (Jansson y cols.
1983), de tal forma que la secrecion de testosterona en la vida adulta serfa importante para
mantener la baja secrecion basal de GH caracteristica de los machos (Jansson y cols. 1985a,
1985b). Para ésto ciertamente ha de existir la hipofisis.

Este efecto de la testosterona podria ser especie dependiente ya que si que es capaz
de estimular el crecimiento en corderos hipofisectomizados (Gevers y cols. 1995). Por el
contrario la testosterona administrada, tanto de forma aislada como en combinacion con la
GH, si aumenta la ganancia de peso corporal en ratas machos castradas e hipofisectomizadas
(Jansson y cols. 1983) o umicamente hipofisectomizadas (Woodward 1993). '

Nuestras ratas machos tratadas con GMS y castradas tienden a presentar niveles
inferiores de IGF I y un contenido hipofisarioc de GH disminuido, aunque las diferencias no

“son significativas tal y como se ha descrito en animales normales castrados (Handelsman y
cols. 1987, Guang Ren y cols. 1989, Painson y cols. 1992). El tratamiento con PT en nuestras
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ratas tratadas con GMS eleva de manera significativa los niveles plasmaticos de IGF 1, tal y
como cabria esperar tras observar su efecto estimulador del crecimiento. Asi algunos autores
(Gabriel y cols. 1992), sugieren que la accién positiva de la testosterona sobre los niveles
plasmaticos de IGF [ junto con su accion anabélica contribuirian a promover el crecimiento
de los animales machos, si bien las concentraciones de IGF I en plasma no siempre reflejan su
accton tisular, |

El tratamiento con PT en nuestro caso, también revierte el ligero efecto de la
castracion sobre el contenido hipofisario de GH. El contenido de SS no se encuentra
modificado por ninguna de las manipulaciones que Hevamos a cabo en este modelo, aunque
no pbdemos discernir si existen cambios en la sintesis y liberacién que permitan mantener el
contenido, ya que en machos normales la castracion, en general, disminuye el ARNm de S8
en el nicleo periventricular (Argente y cols. 1990, Wehrenberg y Giustina 1992), y sin
embargo el contenido de SS en hipotalamo permanece cohnsta.nte (Gabriel y cols. 1989).

La castracion en animales tratados con GMS, produce la nommal elevacion del
contenido hipofisario de LH, aunque no detectamos cambios en el contenido de la LHRH
hipotalamica,- tal y como han descrito previamente otros autores (Badger y cols. 1982), Esto
puede deberse, probablemente, a una alteracion producida por el GMS en la regulacion de la
LHRH, se propone que un desarreglo a nivel lﬁpotalé}rﬁco seria causa, en parte, del
hipogonadismo observado (Greely y cols. 1980, Jennes y cols. 1984, Handelsman y cols.
1987).

En el modelo GMS también observamos que la castracion disminuye el peso de las
vesiculas seminéles, efecto que se revierte por la administracion de PT, tal y como se ha visto
en machos normales (Whalen y Edwards 1969) o hipofisectomizados (Scow y Hagan 1965)
aunque con dosis algo superiores. Sin embargo nuestro tratamiento, no es capaz de revertir el
aumento de la LH hipofisaria, ni modifica el contenido de la LHRH hipotalamica. Una posible
explicacion a este hecho puede ser el tiempo transcurrido entre la castracién y la instauracidon
de la terapia substitutiva con testosterona, al no haber comenzado jﬁstamente tras la
operacion {Conne y cols. 1982), o a que la dosis, 2 pesar de promover el crecimiento, fuera
insuficiente como para provocar cambios a nivel hipofisario e hipotalamico. En machos
normales, se necesitan al menos 100 pg de PT, es decir una dosis superior a la utilizada por

nosotros, para revertir el efecto de [a castracion en el contenido LHRH en el hipotilamo y el
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- numero de receptores para esta hormona en la hipofisis, existiendo ademas una respuesta

dosis-dependiente (Conne y cols. 1982). . - -

4.3 Efecto de la administracién de GH, aislada o en combinacién

con PT, sobre él crecimiento en la rata macho tratada con GMS.

7 La GH estimula el crecimiento longitudinal del hueso en animales
hipofisectomizados (Isaksson y cols. 1987, Isgaard y cols. 1988).

En nuestros animales el tratamiento con GH de forma aislada o en combinacion
con PT, consigue incrementar la velocidad de crecimiento tibial, ya fueran animales
castrados o intactos (Tresguerres y cols. 1994, 1995), sin llegar en este caso, a alcanzar
la longitud del grupo control. La pérdida inicial de longitud tibial ocasionada por el
tra;amiento con .GMS no llega a recuperarse, al menos durante nuestro tiempo de
observacion. Kovics y cols. (1996) administrando un analogo de GHRH, en animales
machos tratados con GMS, encuentran que la recuperacion de la longitud tibial es
practicamente total, pero el distinto método de medida podria justificar la discrepancia
con nuestros datos. | 7

Sin embargo, el tratamiem:o con GH permite una recuperacion total del peso con
resbecto al grupo control, al igual que encuentran Kovacs y cols. (1996). La GH no
parece hécer efecto, ni en peso ni en longitud tibial, hasta los 30-35 dias de vida a pesar
de que el tratamiento con GH se instaurd a los 22 dias de vida. No observamos un
aumento adicional en peso o en longitud por el tratamiento conjunto con PT y GH, a
pesar de que el PT por st solo fue capaz de incrementar la longitud tibial en nuestros
animales castrados (Tresguerres y cols. 1994, 1995).

En ratas hipofisectomizadas, se ha descrito que existe un efecto sinérgico del
tratamiento combinado con GH y PT sobre la evolucién ponderal (Klindt y cols. 1990,
Woodward 1993), sin que otros autores llegaran a detectar por esta administracién
conjunta, diferencias significativas en peso o en la longitud del cuerpo (Scow y Hagan
1965). |

En nuestro caso parece ser que la elevada dosis de GH administrada, aumenta de
tal forma la velocidad de crecimiento que ésta no puede ser potenciada mas ain por los

androgenos (Trésguerres y cols. 1995).
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Klindt y cols. (1990) apoyan esta idea ya que afirman que dosis elevadas de GH
* pueden enmascarar el efecto positivo del tratamiento con PT. Ademas el efecto de la GH
es practicamente el mismo en nuestros animales tratados con GMS castrados o intactos.
En ratas machos enanas se ha descrito que el tratamiento puisatil con GH, produce la
misma respuesfa en animales intactos que en animales castrados tanto en peso, como en
longitud del cuerpo o crecimiento en longitud de ia tibia {Gevers y cols. 1995).

El efecto de la administracion de GH, que en nuestros datos no se comienza a
detectar hasta los 30 dias de vidé del animal, se observa en ratas enanas tras solamente
dos o tres dias de tratamiento, al menos en peso (Sato y Frohman 1993, Martinez y cols.
1996). Crawford y cols. (1994) también encontraron, trabajando con ratas enanas, que a
pesar de comenzar el tratamiento con GH a los 28 dias, el grupo tratado no comenzaba a
mostrar un peso superior al de su control hasta los 42 dias de vida.

Ni en machos tratados neonatalmente con anticuerpos anti-GHRH (Wehrenberg vy
cols. 1984, Cella y cols. 1990), ni en ratas mutantes deficitarias en GH (Charlton y cols.
1988) se encuentran diferencias en peso, con respecto a sus controles, hasta los 25 dias
de vida. Este fenémeno podria ser equivalente a lo que ocurre en el caso de los humanos,
en los que la ausencia de GH no parece afectar al crecimiento fetal.

Los datos sin embargo, son contradictorios, ya que nuestros propios animales
tratados con GMS presentan valores inferiores a los controles en peso y longitud tibial
con anterioridad a ese periodo, aunque otras deficiencias hormonales, podrian explicar
las diferencias con otros modelos. Cella y cols. (1994), encuentran que la administracion -
de anticuerpos anti-GHRH disminuye el peso desde los 6 dias de vida. Ambler y cols.
(1993) trabajando con ratas enanas han descrito un efecto estimulante en el peso
corporal, por la administracion de bGH, a los 12 dias de vida postnatal, sin encontrar
efecto en la longitud nariz-cola, ni detectar tampoco respuesta si la administracién era de
IGF I, Glasscok y cols. (1992) encuentran en ratas hipofisectomizadas a los 6 dias de
vida un efecto estimulante en el peso y en la longitud de la cola tras tratamiento con
rhGH de los 10 a los 18 dias de vida, aunque en este caso también se reflejaria la falta de
otras hormonas hipofisarias.

Con todos estos datos, se admite que existe una dependencia parcial de GH y de
tiroxina en el crecimiento neonatal hasta las 3 semanas de vida, pasando entonces a ser

casi un fenémeno completamente dependiente de Ia hipéfisis (Palmer y cols. 1994), por
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lo que el crecimiento postnatal va siendo cada vez mas dependiente de la GH (Isaksson y
cols. 1987).

El tratamiento con GH, aislado o asociado con PT en animales castrados o
intactos tratados con GMS, aumenta tanto los nivelr:es de IGF I, como el peso del higado
en nuestros animales, sin existir efecto aditivo entre ambas hormonas, como veiamos en
crecimiento. Tampoco Scow y Hagan (1965) encontraron efecto aditivo en el peso del
higado por la administracion conjunta de GH y PT en ratas hipofisectomizadas. La GH
aumenta los niveles de IGF I tanto en ratas jovenes enanas (Crawford y cols. 1994,
Gargosky y cols. 1994), como en ratas hipofisectomizadas (Hunziker y cols. 1994). No
hay modificaciones en el contenido hipofisario de GH, al igual que veiamos en animales
‘normales, y no se llegan a detectar variaciones en el contepido hipotalamico de SS. En
ratas hipofisectomizadas 5 dias de tratamiento con GH aumentan en el contenido de SS,
restableciendo los niveles normales (Rogers y cols. 1988). No obstante en ratas enanas,
mas parecidas a nuestro modelo, la administracion de GH durante 3 dias tampoco
modifica el ARNm de SS a pesar de producir un aumento ponderal y de los niveles de
IGF 1, asi como una disminucion en el ARNm de GHRH (Sato y Frohman 1993).

En el peso de las vesiculas seminales no detectamos efecto trofico debido al
tratamiento con GH, al igual que se ha visto en ratas enanas (Crawford y cols. 1994);
Unicamente detectamos incremento de peso en animales castrados si se acompafia de
administracion de PT. Otros autores (Scow y Hagan 1965) utilizando ratas
hipofisectomizadas tampoco detectaron aumento del peso de las vesiculas seminales por
tratamiento con GH, ni aumento adicional sobre el producido con el tratamiento con PT.
Estos datos indican que el efecto parece deberse inicamente a los androgenos.

El contenido de LH en la hipofisis tiende a disrﬁinuir, ya se trate de animales
intactos o castrados, como consecuencia del tratamiento conjunto con GH y PT, quiza
debido a un aumento de la liberacién, aunque no observamos ningln efecto si la
administraciéon 'de GH o PT se realiza aisladamente. Tampoco Crawford y cols. (1994)
vieron modificacion en los niveles plasmaticos de LH tras tratamiento con GH en ratas
enanas. Sin embargo, parece ser que en ratones (Chandrashekar y cols. 1988) y en ratas
(Tkeda y cols. 1994) transgénicas para hGH, si se produce un estimulo de la secrecién de

LH.
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El tratamiento conjunto de GH y PT, por otro lado, restablece el contenido
hipotalamico de LHRH producido por el GMS, Ginicamente en los animales intactos, por
lo que parece que han de sumarse el efecto de los androgenos enddgenos con el
tratamiento exogeno, en este modelo, para que existan modificaciones en fa hipofisis y el

hipotalamo.

5. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN LA RATA HEMBRA

5.1 Efecto de la administracidn de GH en la rata hembra normal

En nuestro estudio la administracion exégena de GH incrementa el crecimiento
tibial de la hembra normal, como ya vieron otros autores (Aspenberg y cols. 1985, Bak y
cols. 1990, Jorgensen y cols. 1991), v a diferencia de lo que hemos visto en el macho
normal, También aumenta el peso corporal, en concordancia con los datos existentes en
la literatura (Groesbeck y cols. 1987, Gelato y cols. 1992, Byatt y cols. 1993). Las
curvas de peso y longitud tibial comienzan a separarse hacia los 35 dias de vida, aunque
comenzamos el tratamiento a los 24 dias de vida.

Enéontramos también un aumento en el peso del higado, al igual que Byatt y cols.
(1993). Sin embargo, y a pesar de que éste guarda relacion con los niveles circulantes de
IGF I (Handelsman y cols. 1987), sorprendentemente no encontramos ni modificaciones
en los niveles plasmaticos de IGF I, ni disminucion en el contenido hipofisario de GH, al

contrario de lo que encuentran otros autores (Groesbeck y cols. 1987, Maiter y cols.

" 1990).

No parece que la ausencia de incremento en los niveles de IGF [ de nuestras
hembras, se deba a la elevacion puberal fisiologica de esta hormona, como comentamos
en el caso de los machos, puesto que en otros estudios si se detecta aumento en hembras
' puberales (Groesbeck y cols. 1987), aunque no en todos los casos (Byatt y cols. 1993).
Parece ser que la GH puede actuar sobre el crecimiento sin producir cambios en los
niveles plasmaticos de IGF I (Palmer y cols. 1994, Loveridge y cols. 1995), y que las
concentraciones locales de IGF I son mucho mas importantes para el crecimiento que sus
niveles circulantes (Flyvbjerg y cols. 1991). Nuestros datos apoyan este hecho, y también

Byatt y cols. (1993) al estudiar los efectos del tratamiento con GH, encontraron un
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aumento ponderal y en la longitud del fémur sin que existieran cambios significativos en
los niveles circuiantes de IGF L.

Nuestros resultados muestran una ligera tendencia a la disminucion del contem’&o
de SS en el hipotdlamo, aunque las diferencias no fueron significativas. Lo mismo
observaron Maiter y cols. (1990), ya que ni siquiera las altas dosis de GH secretadas
durante 4 semanas por un tumor.implantado erari capaces de modificar la concentracién
hipotal:imi‘ca de SS, y ‘aunque causaban una disminucion de la concentracion
hipotalamica de GHRH, era mucho menor que en el caso de los machos. Asi, se acepta
que entre ambos sexos existe una sensibilidad distinta a la retroalimentacion negativa de
la GH sobre la SS y la GHRH (Carlsson y cols. 1990, Maiter y cols. 1990).

El tratamiento con GH aumenta el nimero de ciclos estrales irregulares, asi como
los niveles plasmaticos de LH, sin llegar a producir modificaciones en el contenido
hipofisario de esta hormona, en el peso de ttero o de los ovarios. Se postula que la GH
podria ejercer una accion tréfica en el ovario (Gruaz y cols. 1994), aunque Groesbeck y
cols. (1987), con dosis elevadas de GH tampoco encuentran un efecto estimulador sobre
¢l peso ovarico. Como ya hemos comentado, parece ser que la GH estimula la secrecion
de LH, y aumenta la expresion del gen de la subunidad  de la LH (Ikeda y cols. 1994).
Esto Justlﬁcana el aumento en los niveles plasmaticos de LH, sin producir modlﬁcacmnes
a nivel del contenido hipofisario por existir un aumento simultaneo de la smtesm La
modificacion en la secrecion normal de LH podria ‘interferir en la regularidad en los
ciclos. Otros autores (Gruaz y cols. 1994) no detectaron modificaciones ni en el

contenido hipofisario de LH ni en la longitud de los ciclos estrales por la falta de GH.

De forma paralela a los estudios en rata macho quisimos observar el efecto de la
administracion de GH sobre el crecimiento en la rata hembra deficitaria en GH, con
objeto de estudiar si existia un comportamiento diferente con respecto a la respuesta de

los machos.
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5.2 Efecto de la administracién de GMS sobre el crecimiento en la

rata hembra

En primer lugar, se observaron diferencias entre las medidas de longitud y peso
en los dos experimentos en los que las hembras fueron tratadas neonatalmente con GMS,
encontrando, en general un efecto menos marcado en el disefio experimental 6.3.1, al
compararlas con sus correspondientes controles. No se detecté una razdn apafente que
justificase las diferencias. Causas no determinadas pueden haber influido en que las
hembras control del disefio experimental 6.3.2. fueran ligeramente mayores, lo que
aumentaria sus diferencias con las ratas tratadas con GMS.

En cualquier caso la administracion neonatal de GMS en hembras provoco en
nuestros animales una disminucion de la longitud tibial y de! peso corporal menos
drastica que la observada en machos tratados con GMS, sobre todo en el peso corporal.
Este hecho ya ha sido descrito tanto en peso (Corder y cols. 1990, Maiter y cols. 1991b,
Kubota y cols. 1994) como en la longitud tibial (Maiter y cols. 1991b), aunque ésta
unicamente se evalu¢ al final del experimento.

En la longitud tibial no detectamos diferencias a los 25 dias de vida como ocurria
en los machos, pero de nuevo, con el paso del tiempo el déficit de GH, lleva también en
las hembras a una longitud tibial a los 60 dias inferior a la de los animales control (los
machos presentan una reduccion del 13%, las hembras del 4 y 7%, en los disefios 6.3.1 y
6.3.2, respectivamente). Las curvas de longitud de las hembras tratadas éon GMS
comienzan a separarse hacia los 40-45 dias en el primer experimento (6.3.1), mientras
que en el segundo (6.3.2) ya existian diferencias a los 36 dias. '

Respecto al peso, en las hembras tratadas con GMS, existe una tendencia a
presentar valores inferiores, de tal forma que el peso final no flegd a ser
significativamente menor en el primer experimento pero si en el segundo. En ambos
casos el incremento ponderal fue menor que el de sus controles y las curvas de evolucion
ponderal se separaban a lo largo del tiempo, como vieron Corder y cols. (1990). En
machos la diferencia en peso era notable desde los primeros dias de vida (a los 60 dias de
vida la reduccion en peso de los machos fue del 29%, y en hembras del 7 y 17% en el
primer y segundo experimento respectivamente), como ya se observé anteriormente

(Bakke y cols. 1978). En el caso de las hembras se han descrito que las diferencias con
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sus controles comienzan a los 25 dias (MacDonald y Wilkinson 1990} o a los 35 dias de
vida (Malozowsky y cols. 1995). ‘

Se ha sugerido (Maiter y cols. 1991b) que el tratamiento neonatal con GMS en
hembras produce un efecto menos marcado, en el descenso del peso corporal, por el
desarrollo de una obesidad mas severa, que en el caso de los machos. Ratones tratados
con GMS pres'entan dimorfismo en la capacidad de activar la termogénesis en la grasa
parda, de tal forma que la hembra presenta una supresion mas especifica, lo que -
cdntribuiria a una disminucion en el gasto energético y a un aumento en la eficacia
metabélic;'a, pudiendo llevar. al desarrollo de esa obesidad mas severa en hembras
(Tokuyama y Himms-Hagen 1986, Maiter y cols. 1991b). Sin embargo no se explicarian
las diferencias en longitud tibial. Estos mismos autores también proponen que las
diferencias en crecimiento entre machos y hembras producidas por el tratamiento con
GMS, se deberian al distinto patrén secretor de GH. Se sabe que el tratamiento con
GMS disminuye la amplitud de los picos de secrecion de GH (Clark y Robinson 1985a) y
que la secrecion de GH en la rata hembra es mas continua, con picos de menor amplitud
y mas frecuentes que en el macho (Edén 1979, Painson y Tannenbaum 1991). Teniendo
en cuenta ambos factores, el tratamiento con GMS tendria un efecto menos dristico en
hembras, al disminuir unos picos de secrecién de GH que pef se son menores que en ¢l
macho (Maiter y cols. 1991a). ‘ '

El tratamiento con GMS en nuestros animales hembras disminuy6 el contenido
hipofisario de GH, al igual que Qucedié en los machos y de acuerdo con los resultados
descritos por otros autores (Dada y cols. 1984, Corder y cols. 1990). También
descendieron los niveles plasmaticos de IGF I (Kubota y cols. 1994), el peso de la
hipofisis (Bakke y cols. 1978) y el peso del higado (Handelsman y cols. 1987). No
encoﬁtramos modificaciones en el contenido hipotalamico de SS, pero en el caso del
disefio 6.3.2. hubo una tendencia a presentar valores inferiores al igual que encontraron
Maiter y cols. (1991b). )

No detectamos diferencias en el contenido hipofisario de LH, que se encuentra
disminuido segin Redding y cols. (1971), como tampoco disminuye en hembras con el
tratamiento con anticuerpo anti-GHRH (Gruaz y cols. 1994). Los niveles plasmaticos de
LH solamente tienden a ser menores, diferencia que en los machos tratados con GMS era

significativa. Esta discrepancia entre los niveles plasmaticos de los machos y los de las
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hembras ya ha sido observada con anterioridad (Bakke y cols. 1978, Nemeroff y cols.
1981). Tampoco la disminucion en el peso de dtero u ovarios llegd a ser significativa,
aunque los datos de otros autores apuntan que se afecta principalmente el peso de los
ovarios (Redding y cols. 1971, Badger y cols. 1982, Villanta y cols. 1992). A pesar de
todo ello las ratas tratadas con GMS mostraron un aumento en la aparicion de ciclos
irregulares, como ya se ha descrito (Bakke y cols. 1978, Nemeroff 1981) y como reflejo
de la afectacion sobre la regulacion de LHRH (Nemeroff y cols. 1981, Dalkin y cols.
1985) '

5.3 Efecto de administracién de GH sobre el crecimiento en la rata

hembra tratada con GMS

Al igual que en hembras normales y en machos deficitarios en GH, el tratamiento con
GH en nuestras hembras tratadas con GMS incrementa la longitud tibial. En este caso, y a
diferencia de lo observado en machos tratados con GMS, la recuperacion de la longitud tibial
es total ya que las hembras tratadas con GMS y GH alcanzan la longitud tibial de las hembras
normales (Rol de Lama y cols. 1997), logrando una longitud tibial intermedia entre las
hembras normales y las normales tratadas con GH, que también responden como hemos visto
antes.

La respuesta en incremento ponderal es mas marcada que la observada en longitud
tibial, ya que estos animales llegan a presentar un peso final que no difiere de las hembras
normales tratadas con GH, incluso con valores superiores a éstas. Esto demuestra que la
dosis de GH utilizada es muy elevada, ya que no se trata {inicamente de compensér la falta de
GH ocasionada por el tratamiento neonatal con GMS, sino obtemer un crecimiento
suprafisioldgico, que no pudo ser conseguido en animales machos normales con la misma
dosis de GH y el mismo tiempo de tratamiento.

De igual forma que vimos en la longitud tibial, el tratamiento con GH incrementa el
peso del higado por encima del valor de las hembras normales, v restaura los niveles normales
de IGF 1. Sin embargo v tal y como hemos descrito en otras ocasiones, no se modifica el
contenido hiboﬁsario de GH, ni el contenido hipotalamico de SS, como tampoco se modifica

el ARNm de SS en la rata enana (Sato y Frohman 1993).
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En ratas hembras tratadas con GMS se ha descrito, que tras 2 semanas de tratamiento
con GH, ni la recuperacion ponderal ni la de los niveles hepaticos del ARNm de IGF I, llegaa
ser total (Malozowski y cols. 1995). La diferencia con nuestros datos parece deberse a que
tanto el tiempo de observacion, como la dosis de GH admihistrada por estos autores fue
MEeNnor que en NUestro caso.

En este modelo el tratamiento con GH llega a producir un incremento significativo en
el peso del utero y los ovarios, mientras que en hembras normales solo existia cierta tendencia,
en este sentido. Aparte de la posible accion trofica de la GH (Gruaz y cols. 1994), ésta parece
tener un papel en la fiincién ovarica ya que, en este modelo restaura la produccion de ARNm
de IGF I en el ovario (Malozowski y cols. 1995). '

El tratamiento con GH en hembras con GMS, al igual que vimos en hembras
normales, aumenta la secrecion de LH, sin llegar a modificar el contenido de la hormona en
hipofisis. No obstante, no se produce una mejoria en la regularidad de los ciclos estrales, ya
que el aumento en la secrecion de LH, no ’implica que dicha secrecion ocurra con el patron
fisiologico normal. |

Vistos los distintos resultados obtenidos en machos y hembras tratados con GMS y
GH, parece que en las hembras tratadas con GMS el tratamiento con GH es mas efectivo que
en el macho. Se ha descrito (Wakabayashi y cols. 1986), que la respuesta secretora de GH
al estimulo con GHRH era comparable entre las hembras normales y las tratadas con
GMS, mientras que en los.machos tratados con GMS la respuesta era menor que la de
sus controles. Wakabayashi y cols. (1986) también encontraron que la reduccion en los
valores plasmaticos basales de GH, era mayor en machos que en hembras tratadas con
GMS. Estas diferencias de efecto puede que se deban, como ya hemos comentado, al
distinto patron secretor de GH en hembras y machos. De la misma forma, parecen no
responder igual a su administracion exdgena. Asi en ratas enanas, se ha visto que las
hembras son mas sensibles al tratamiento con infusion continua con GH que los machos

(Gevers y cols. 1995).

Una vez descritos los efectos por tratamiento con GH tanto en la rata normal como
deficitaria en GH, y ya que la hembra parece ser un modelo mas adecuado para estudiar el
crecimiento, investigamos en ellas que efecto producia la administracion del péptido

hipotalamico GHRH.
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5.4 Efecto sobre el crecimiento de la administracién continua de
GHRH, de forma aislada o combinada con SS, en la rata hembra

normal

La administracion continua de GHRH no produjo en nuestros animales ninguna
modificacion en el patrén normal de crecimiento de la tibia, ni en la evolucion ponderal, al
igual que observaron Clark y Robinson (1985a) o Robinson y Clark (1987).

Tampoco detectamos modificaciones en el contenido hipofisario de GH, tal y como
se ha descrito anteriormente (Clark y Robinson 1985a, Robinson y Clark 1987), en el peso de
la hipofisis, como ya sefialaron Clark y Robinson (1985a), en los niveles plasmaticos de IGF I
o en el contenido hipotaldmico de SS. Se ha descrito que la hembra responde a cada estimulo
con GHRH sin perjodos refractarios con un pico secretor de GH (Robinson y Clark 1987,
Painson y Tannenbaum 1991). Parece ser que el patron de estimulacion 6ptimo de GHRH a
nivel del sistema porta hipofisario solo se alcanzaria mediante una administracién pulsatil,
mientras que presumiblemente con la infusion continua se esti superando, el nivel de
secrecion endogena de GHRH (Clark y Robinson 1985a) y por lo tanto habra una continua
llegada a la hipofisis. Kovacs y cols. (1994) proponen que la administracién continua de
GHRH a una dosis suficientemente elevada estimularia el crecimiento, evaluado como peso.
Nosotros utilizamos una dosis (600 pg/dia) muy superior a la de estos autores, (36 pg/dia de
un analogo de GHRH, con una poiencia 1,6 veces superior al GHRH (1-29) NH,, sin
encontrar ninglin cambio en la evolucion ponderal. Ademas se trata de animales hembras en
los que hemos sido capaces de estimular el crecimiento al tratarlas con GH.

Nuestro tratamiento con GHRH administrada de forma continua y combinada con SS
tampoco ocasiond ninguin cambio ni en la longitud tibial ni en el peso corporal. Con este tipo
de tratamiento buscibamos potenciar el efecto del GHRH, ya que se sabe que la
administracion aislada de un andlogo de somatostatina de larga duracion (Octreotida),
practicamente elimina los pulsos secretores espontaneos de GH durante 3 horas, y mantiene
unos niveles plasmaticos de GH reducidos durante al menos 6 horas, mostrando después una
respuesta de GH aumentada al estimulo con GHRH (Tumer y Tannenbaum 1995). La SS
permitiria que la GH se acumule en la hipofisis, por lo que aumentaria la cantidad de GH que

puede ser liberada tras estimulo con GHRH (Lima y cols. 1993, Turner y Tannenbaum 1995).
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Ademas, intentamos imitar la secrecion fisiologica de SS por lo que se procedié a la inyeccion
del analogo a Iés 5 de la tarde, hora en la que en condiciones normales, no hay secrecién
espontanea marcada de GH, es decir, el tono somatostatinérgico es alto (Lima y cols. 1993).

Cuando administramos GHRH y SS de forma combinada, no encontramos
modificaciones en ninguno de los parametros estudiados, salvo una disminucion del peso de la
hipéfisis, en la que las somatotropas y lactotropas conforman la mayoria de la glandula
(Gelato y cols. 1992), probablemente debido a que la SS inhibe el efecto trofico de GHRH
: sobreﬁlas somatotropas (Devesa y Tresguerres 1996).

El estudio hormonal, en el que no detectamos ninguna modificacion, corrobora la
inéﬁcécia del tratamiento combinado GHRH-SS sobre el crecimiento. Esto puede deberse a
una dosis insuficiente de analogo de SS (2 pg/rata dia), ya que las dosis utilizadas por otros
autores fueron superiores (Flyvbjerg y cols. 1991, Turner y Tannenbaum 1995) y no fueron
administradas junto con GHRH. Sin embargo, los niveles circulantes de SS en la rata estarian
entre 40-300 pg/mi (Spencer y Hallet 1985), y nuestro tratamiento con SS es muy superior a
e€s0s niveles circulantes y superior a la dosis que en humanos suprime perfectamente la
secrecion de GH, (4,5 pg/Kg), (Wilson y Tanner 1994). Pese a ello no conseguimos ninguna
modificacion en el efecto de la administracién continua de GHRH.

Una posibilidéd es que al tratarse de animales hembra;v., y tener un patron de secrecion
de GH més irregular, y una secrecion mas constante de SS, (Clark y Robinson 1985b,
Painson y Tannenbaum 1991), no sean tan sensibles a la administracion de este péptido, ya
que segun proponen Robinson y Clark (1987) y Painson y Tannen-baum (1991) el patron
secretor de GH en la hembra dependeria mas de GHRH que de SS.

De hecho se ha descrito en hembras que la neutralizacion de la SS con anticuerpos
incrementa el peso corporal (Spencer y Hallet 1985), y aumenta los niveles plasmaticos de
GH (Painson y Tannenbaum 1991). Su administracién continua no modifica el peso corporal
(Spencer y Hallet 1985, Robinson y Clark 1987, Clark y Robinsoh 1988), aunque si
disminuye la tasa de crecimiento tibial (Robinson y Clark 1987, Clark y R;)binson 1988),
mientras que su administracion pulsatil, mas parecida al patron secretor de GH del macho, -
aumeﬁta el peso pero no es capaz de modificar la longitud tibial (Robinson y Clark 1987,
Clark y Robinson 1988). Este altimo resultado contrasta con lo que cabria esperar al “imitar”

el patron secretor de los machos. De todas formas, e independientemente de sus efectos sobre
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el crecimiento, ambas pautas de administracion de SS permiten que las reservas de GH en la
hipofisis aumenten (Clark y cols. 1988, Clark y Robinson 1988).

Tampoco detectamos ninglin cambio en el ciclo estral por ninguno de estos
tratamientos. Parece ser que el tratamiento con GHRH tampoco modifica la entrada en la
pubertad (Gonzalez y cols. 1989).

Ya que el tratamiento con GMS produce un déficit de GHRH quisimos estudiar que

efecto podia tener sobre el crecimiento la reversion de este déficit.

5.5 Efecto de administracion continua de GHRH, de forma aislada o

combinada con SS, en la rata hembra tratada con GMS

Hemos utilizado 2 inyecciones al dia de GHRH, e infusion continua de forma aislada
o en combinacion con SS. Ninguno de estos tratamientos ha sido capaz de modificar el
pétr()n de crecimiento observado tras el tratamiento neonatal con GMS. Se detectd
unicamente una tendencia a incrementar el peso corporal mediante la administracion en
inyecciones, pese a que la dosis era inferior que en la administracion continua.

Nuestros resultados no estan de acuerdo con los de Kovacs y cols. (1995) en
ratas hembras tratadas con GMS, ya que estos autores si que encuentran un efecto
estimulador sobre el peso corporal, por el tratamiento con un analogo de GHRH de
doble potencia que el GHRH(1-29) NH,, con una unica inyeccion al dia de 10 pg, e
incluso un aumento moderado en este parametro por infusion continua. Por otro lado,
dos dosis al dia de 2 ug de otro analogo (JI-38) revertian totalmente la deficiencia
ocasionada por el tratamiento con GMS en ratas hembras Sprague Dawley, tanto en peso
como en la longitud tibial (Kovacs y cols. 1996), aunque esta medida se realizd con un
calibre, con lo que no siempre se ejerce la misma presion sobre los tejidos.circundéntes
de la tibia. Nuestras dosis de GHRH son muy superiores que las utilizadas por estos
autores, y mantemdas a mas largo plazo, y sin embargo no pudimos detectar ninguna
modificacion, salvo la ligera tendencia al incremento ponderal con la administracion en
inyecciones. La distinta ruta de administracion (i.m. vs s.c. 0 i.p.), o las diferencias entre
los analogos v el péptido- utilizado por nosotros, asi como la distinta cepa de los animales

podrian justificar las diferencias. -
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No encontramos modificaciones en el peso del higado, ni en los niveles
plasmaticos de IGF I en nuestras hembras tratadas con GMS, de acuerdo con los
resultados de otros autores en este modelo (Hu y cols. 1993). No obstante, si aumento el
contenido hipofisario de GH, anicamente en los animales sometidos a inyecciones,
demostrando que con este tratamiento se alcanzan niveles efectivos de GHRH a nivel de
la hipofisis, y se recupera el déficit de GHRH ocasionado por el GMS, posiblemente
incrementando la sintesis de GH. A pesar de ello, este tratamiento no es capaz de
promover una liberacion suficiente de GH, que incremente los niveles plasméticos de
IGF L y el crecimiento. Este aumento de contenido hipofisario de GH por tratamiento
con GHRH administrado de forma intermitente se ha descrito en animales tratados con
GMS y GHRH, tanto machos (Clark y Robinson 1985a) como en hembras (Kovacs y
cols. 1996). Otros autores (Hu y cols. 1993) no detectaron cambios significativos a este
nivel, pero sus datos muestran una clara tendencia a aumentar el contenido y el ARNm
de GH en hipofisis. La administracion continua de GHRH, por el contrario no producia
cambios en el contenido de GH (Clark y Robinson 1985a).

Ninguno de los tratamientos ocasiond modificaciones en el contenido de SS en
hipotalamo, como sucedia en la hembra normal.

La inefectividad de nuestros tratamientos para incrementar la longitud tibial, y el
peso corporal puede deberse a la corta duracién del incremento de GH en plasma
ocasionada por la administracion de GHRH en inyecciones, ya que la recuperacion de los
valores plasméticbs‘basales de GH tras estimulo con GHRH se produce a los 15 minutos
(Coude y cols. 1984). Este argumento ya fue apuntado por Gonzalez y cols. (1989) en la
rata hembra normal, tratada con el mismo ‘péptido que usamos nosotrds y en la misma
cepa, en las que no encontraron ningun cambio en la evolucion ponderal, ni en la
longitud corporal, ni en el peso de los organos. Del mismo modo que en la hembra
normal no hubo respuesta por la administraciéon combinada de GHRH y SS en ninguno
de los parametros estudiados.

Al igual que describimos en el caso de la hembra normal no se detecto ningun
efecto estimulador sobre el peso del witero o de los ovarios, ni en los niveles plasmaticos
de LH. Tampoco se detectaron mas modificaciones en los ciclos estrales que las ocasionadas

por el tratamiento neonatal con GMS.
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Ya que las respuestas del patrén de crecimiento a los distintos tratamientos diferian
entre machos y hembras, y para estudiar este dimorfismo con mas profundidad llevamos a
cabo un experimento en el que se manipuld neonatalmente la diferenciacién dimérfica del

hipotalamo.

6. EFECTO DE LA ALTERACION EN LA DIFERENCIACION SEXUAL DEL
HIPOTALAMO SOBRE El. CRECIMIENTO. |

La castracién neonatal de los machos llevé a una disminucion en la velocidad de
crecimiento, y a una longitud tibial final inferior que la de los machos normales, hecho
descrito anteriormente por otros autores (Jansson y cols. 1984, 1985a, 1985b). No
detectamos ninguna diferencia en la longitud tibial al tratar neonataimente a las hembras con
PT (hembras PT). Sin embargo la longitud final de los machos castrados fue superior a la
observada en hembras. La diferencia entre machos castrados y ambos grupos de hembras se
fue acentuando a lo largo del tiempo, ya que al comienzo de la observacion, a los 23 dias de
vida, no existian diferencias entre ellos.

Las diferencias en peso que encontramos entre machos normales y castrados
neonatalmente, ya habian sido descritas anteriormente (Chowen y cols. 1993), y fueron mas
patentes que las que observamos en longitud tibial. En las hembras tratadas con PT
detectamos una tendencia a incrementar su peso corporal, a pesar de que las diferencias con
el peso de las hembras normales no llegaron a ser significativas. Por otra parte, el incremento
ponderal observado en las hembras PT, no fue suficiente como para que hubiese diferencia en
el peso final frente a los machos castrados neonatalmente, que a su vez presentaban un peso
final superior a las hembras normales. Anteriormente se habia descrito que este tratamiento
determinaba un aumento signiﬁc:ativo, tanto ponderal (Somana y cols. 1978, Chowen y cols.
1993) como de la longitud del cuerpo (Somana y cols. 1978). \

Las hembras PT mostraban estro constante en el estudio de los frotis vaginales, como
ya observaron otros autores (Chowen y cols. 1993, Duefias y cols. 1994). La falta de
ciclicidad revelaria la existencia de una secrecion ténica de gonadotropinas, lo que demuestra
la correcta administracion del farmaco. También detectamos una disminucion del peso del
utero y de los ovarios, aunque algunos autores solo encontraron diferencias en el peso de los

ovarios (Pinilla y cols. 1993). Igualmente se comprobd que los machos estaban bien
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castrados; no presentaban separacion balano-prepucial y mostraban una disminucién muy
marcada en el peso de las vesiculas seminales como consecuencia de la falta de andrégenos.

La castracion neonatal llevo a una disminucion del peso hepatico en machos, mientras

que en hembras no encontramos ninguna diferencia significativa entre las tratadas con PT y
las no tratadas. Los machos castrados y las hembras, independientemente de su tratamiento
neonatal, presentaron un peso hipofisario similar, que tendia a ser superior al de los machos
normales, tal y como han descrito Somana y cols. (1978), aunque otros autores encontraron
un efecto estimulante sobre el peso hipofisario por el tratamiento neonatal con testosterona en
hembras (Jansson y Frohman 1987b).
_ 7 En wvista de los resultados obtenidos parece que el tratamiento neonatal con
testosterona en las hembras, no es capaz de masculinizar totalmente el patron secretor de GH
de forma que se llega a modificar e patron de crecimiento en longitud tibial, aunque si existe
un ligero efecto en el peso corporal.

Fishman y cols. (1993), encontraron que el tratamiento neonatal con testosterona en
hembras no modiﬁcaba el patron secretor de GH. Lo mismo encontraron Jansson y Frohman
(1987b), pero si el tratamiento con testosterona neonatal se acompafiaba de castracion
neonatal, aparecian unas alturas de los pulsos secretores y unos niveles medios de GH
similares a los de los machos, aunque maés irregulares y con valores basales mas altos. El
~ contenido de GH en la hipéfisis se igualaba también con el de los maclgos. De forma
semejante, el tratamiento neonatal con testosterona (Jansson y cols. 1985a), reforzado o no
del mismo tratamiento en el animal adulto, estimulaba la longitud tibial en hembras
gonadectomizadas neonatalmente, mientras que no encontraron un efecto significativo por la
castracion neonatal aislada, ni a los 60 ni a los 100 dias de vida. Estos autores (Jansson y cols.
1984) habian descrito anteriormente un efecto estimulante de la longitud tibial por la
gonadectomia neonatal. Con estos datos Jansson y cols. (1985a, 1987b) proponen, al igual
~ que Fishman y cols. (1993), que la secrecion ovarica, podria ejercer un papel inhibidor del
efecto masculinizante de la testosterona administrada neonatalmente en la secrecion de GH,
ya que la mucosa vaginal cornificada indicaria la eﬁstenda de secrecion de estradiol (Jansson
y Frohman 1987b), tal y como apreciamos nosotros con la presencia de una fase de estro
constante en los frotis vaginales de estas ratas.

Estos autores (fansson y cols. 1985a), no presentaban medidas de la Iongifud tibial en
hembras intactas tratadas neonatalmente con PT, y basaban su hipotesis del efecto inhibidor
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de la secrecion ovirica en las diferencias entre hembras gonadectomizadas, y
gonadectomizadas tratadas con PT. A pesar de ello, nuestros datos apoyan su hipétesis dada
la falta de efecto en longitud tibial debida al tratamiento neonatal con PT, y tambien los datos
de otros autores que demuestran la falta de efecto sobre el patron secretor de GH.

Asimismo se sabe que los estrogenos inhiben el crecimiento longitudinal de la tibia
(Jansson y cols. 1983, 1985b) y la ganancia de peso (Jansson y cols. 1983, 1985b, Shulman y
cols. 1987, Borski y cols. 1996) en hembras gonadectomizadas. También impiden el aumento
de los niveles circulantes de IGF I que se produce en la hembra tras la castracion (Borski y
cols. 1996).

De hecho parece que para lograr una masculinizacion total del patron secretor de GH
y una tasa de crecimiento practicamente idéntica a la del macho en animales hembras, éstas
han de ser gonadectomizadas neonatalmente, y tratadas no solo neonatalmente sino también
de adultas con testosterona (Jansson y cols. 1985a, Jansson y Frohman 1987b, Wehrenberg y
Giustina 1992). También los trabajos de Chowen y cols. (1993) apoyan esta hipOtesis ya que
el tratamiento con testosterona en hembras adultas, que aumenta el peso, y la longitud tibial
segun Joss y cols. (1962), no promueve el incremento ponderal con la misma eficacia que en
las hembras que ademas fueron tratadas con androgenos neonatalmente, si bien' siguen
pesando menos que los machos normales.

Por otra parte, en nuestros datos los machos castrados neonatalmente muestran
valores superiores a Ias hembras normales tanto en longitud como en peso, lo que parece
indicar que tampoco se logré una completa feminizacién de su patron de crecimiento.

Los estudios de Jansson y cols. (1984) también presentan unas tasas de crecimiento
en el macho gonadectomizado neonatalmente ligeramente superiores a las hembras normales.
Sin embargo, estas tasas de crecimiento longitudinal estan calculadas en base al crecimiento
en los 2 ultimos dias de experimentacion, tiempo comprendido entre el marcaje del cartilago y
el sacrificio del animal, por lo que pequefias diferencias en el valor obtenido, y suponiendo
que se mantenga la misma evolucion, pueden dar lugar a que la diferencia en la longitud tibial
vaya aumentando a lo largo del tiempo.

Por otra parte el peso corporal de los machos castrados neonatalmente es superior al
de las hembras normales (Jansson y cols. 1984, 1985b, Chowen y cols. 1993), separandose

paulatinamente a partir de los 40 dias, de forma similar a lo que se observa en nuestros datos.
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Dado el papel inhibidor que la secrecion ovirica de las hembras gjerce sobre el
crecimiento, se podria suponer que los machos también necesiten una exposicion a estrogenos
para lograr un crecimiento idéntico a éstas. De hecho, la exposicion a estrogenos en machos
adultos, castrados o no, modifica también el patron secretor de la GH, aumentando sus
niveles basales, disminuyendo los intervalos entre los picos, y disminuyendo la ganancia de
peso del animal (Painson y cols. 1992).

En el caso de los machos, la tasa de crecimiento tibial se ve mas afectada cuando la
‘gonadectomia se lleva a cabo en la etapa neonatal que en la prepuberal. El tratamiento
neonatal con testosterona en machos castrados neonatalmente permite una recuperacion fotal
de la ganancia ponderal, pero en el caso de la tasa de crecimiento en longitud de la tibia solo
es parcial (Jansson y cols. 1985a). Tampoco se logra una reversion total del efecto de la
castracion neonatal de los machos sobre el patron secretor de GH si no se acompaiia de
tratamiento neonatal y en edad aduita con testosterona (Jansson y Frohman 1987a, Argente y
cols. 1990). |

De todos estos datos se deduce que los esteroides gonadales parecen ser importantes
no solo en la etapa neonatal sino también en la vida adulta (Argente y cols. 1990, Maiter y
cols. 1991a), para mantener tanto el crecimiento, como el patrén secretor de GH propio de
cada sexo en animales adultos (Argente.y cols. 1990, Maiter y cols. 1991a, Painson y cols.

1992, Wehrenberg y Giustina 1992, Chowen y cols. 1993, 1996b).

Un titimo aspecto a estudiar es la existencia de crecimiento compensatorio en la rata
macho, fenbmeno que se ha descrito en conejos (Baron y cols. 1994) y en humanos (Armrigo y
cols. 1995), y que se produce tras periodOS de no crecimiento ocasionados por enfermedad,

 malnutricién u otras causas (Hermanussen y cols. 1996).

7. ESTUDIO DEL PROCESO DE CRECIMIENTO COMPENSATORIO
PRODUCIDO TRAS AYUNO E INGESTA REDUCIDA, Y SU POSIBLE
POTENCIACION POR ADMINISTRACION EXOGENA DE GH EN LA RATA
MACHO NORMAL O DEFICITARIA EN GH.

Tratamos de estudiar la existencia de crecimiento compensatorio en la rata macho tras

un periodo de arresto del crecimiento, producido por la restriccion de nutrientes. La
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restriccién de ingesta utilizada en nuestro caso fue del 70%, sin enriqueceria en proteinas,
precedida por 1 6 2 dias de ayuno total.

La malnutricion en general y fa deficiencia protéica en particular llevan a un fallo en la
ganancia de peso y del crecimiento esquelético (Phillips 1981, Thissen y cols. 1991, Harel y
Tannenbaum 1993, 1995, Tirapegui y cols. 1994, Yahya y Millward 1994, Yahya y cols.
1994). Asi Yahya y cols. (1990) consiguen una completa inhibicion del crecimiento en
animales jovenes con 3 dias de dieta baja en proteinas y Tawa y Golberg (1992) afirman que
el crecimiento cesa en ratas jovenes con dietas por debajo del 5-8% en proteinas, aunque no
disminuya la cantidad de calorias. En nuestro caso la ingesta de proteinas ésté. muy cerca del
limite que estanca el crecimiento, pero ademés se une la severa restriccion energética, con lo
que el efecto es muy evidente.

Nosotros no tratamos de establecer diferencias en la recuperacion del crecimiento
mediante distintos regimenes de realimentacion sino de esclarecer la dinamica del proceso de
crecimiento compensatorio y sus diferencias con el peso corporal, por lo que las ratas fiieron
realimentadas ad libitum.

Se realizd un analisis de regresion lineal para intentar detectar variaciones en las
pendientes del peso y de la longitud tibial. A pesar de que hemos visto que el crecimiento no
es un proceso lineal, y por tanto no pareceria muy adecuado un analisis de este tipo,
pensamos en eliminar precisamente interferencias con la pulsatilidad, ya que la coincidencia
con un miniestiron podia influir en los incrementos calculados. También se excluyo de estos
calculos el primer dia de realimentacion, ya que existe un incremento muy importante en peso
en ese primer dia de realimentacion que aumentaria notablemente el valor de la pendiente
enmascarando la estimulacién posterior. Como ya hemos comentado, existe una rehidratacion
del organismo al comenzar la realimentacion (Zhao y cols. 1995), lo que puede estar
contribuyendo a la ganancia ponderal. Para estudiar la evolucién de la longitud tibial en los-

mismos periodos de tiempo, también se excluyé el primer dia.

En el primer experimento utilizamos animales jévenes en los que el periodo de ingesta
reducida se realizo a los 32 dias de vida. Durante este periodo la falta de nutrientes llevo a .
una disminucion significativa del incremento en longitud, al comparar con los animales con
dieta normal como ya se ha descrito (Tirapegui y cols. 1994, Yahya y cols. 1994,

Hermanussen y cols. 1996). En el crecimiento tibial no encontramos un incremento superior a
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los controles ni en los primeros dias de realimentacion, ni después. Tampoco se detectd un
aumento en la pendiente de la recta de regresion lineal de los valores de longitud tibial de
todo el perodo tras el ayuno. |

La pérdida ponderal ocasionada por el ayuno tampoco se recupera totalmente, al
menos dentro del periodo de observacion, a pesar de que en el primer dia en el que los
animales tuvieron acceso ad /libitum a la comida, se observd un incremento ponderal -
importante, coincidiendo con las observaciones de otros autores (Mosier y Jansons 1975,
Phillips y Young 1975, Mosier y cols. 1978, Tannenbaum y cols. 1979, Zhao y cols. 1995).
~ En el analisis de regresion lineal del peso, a diferencia de lo que ocurre en la longitud tibial,
todos los grupos sometidos a ayuno presentaban una mayor pendiente que los controles no
ayunados, es decir tienden a recuperar el peso més que la longitud.

La administracion de GH no determina ningiin efecto adicional, ni en el incremento de
longitud tibial ni en el de peso (Tresguerres y cols. 1994, 1995), de igual forma que vimos
con el tratamiento cronico con esta hormona. No existen muchos estudios en los que la
administracion de GH se haya realizado simultaneamente a la instauracion de la
realimentacion. En ratas malnutridas desde el nacimiento, la administracion de GH producia
un ligero efecto adicional al de la realimentacion en la ganancia de peso corporal sin que se
modifiquen los niveles de IGF I (Zhao y cols. 1995). En este caso la malnutricion es cronica y
ademas puede obtenerse un efecto por el tratamiento con GH por incluir animales hembras,
en las que hemos visto que la GH si estimula la ganancia ponderal. En hembras incluso se ha
descnto que la GH tendria efecto durante la restriccion crénica de la ingesta, revirtiendo la
disminucidn en el crecimiento tibial, del fémur, y del peso corporal (Azain y cols. 1995).

Ademés, Dearden y Mosier (1974) en machos de la cepa Long Evans de 42 dias,
encontraron tras 2 dias de ayuno, una minima respuesta de crecimiento compensatorio en la
longitud tibial, entre los 3 y los 7 dias después de la realimentacion, para luego mantener una
tasa normal de crecimiento, sefialando que las diferencias en longitud ocasionadas por al
ayuno persistian a los 21 dias de realimentacion. Mosier y Jansons (1975, Mosier y cols.
1978), sostienen que con la realimentacion se produce una recuperacion total del peso ideal y
de la longitud tibial. Sin embargo, a los 28 dias d;a la realimentacién ambos parametros
tendian a ser inferiores en los animales sometidos a ayuno. Puede que transcurrido un tiempo
mayor nuestras ratas pudieran récuperar totalmente su peso, aunque no parecen seguir esa

tendencia en la longitud tibial.
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Como hemos visto la rata macho parece crecer a una velocidad maxima dificil de
incrementar, por lo menos en animales jovenes. Phillips y Young (1975) y Phillips (1981),
detectan que el ayuno produce una disminucion en la incorporacion de SOy al cartilago, que
se revierte con la realimentacion, especialmente con dietas ricas en proteinas, aunque esa
incorporacion no aumenta por encima de los niveles observados en los animales control.
Tampoco Mosier y cols. (1978), encontraron una mayor incorporacién de SO, transcurridos
14 dias de realimentacion, no obstante aumenté puntualmente por encima del control a los 21

dias y volvio a descender a los 28.

En vista de los resultados obtenidos, pasamos a estudiar este fenomeno en la rata
macho deficitaria en GH. Ademas cabia la posibilidad de la influencia de la edad, por lo que el
periodo de ingesta reducida se desplazé a los 59 dias.

En este caso no hubo practicamente crecimiento en longitud tibial de los animales
normales ayunados, de acuerdo con los resultados de otros autores, (Dearden y Mosier 1974,
Hermanussen y cols. 1996). Puede que la restriccion de dieta, supusiera un régimen mas
drastico en estos animales de mayor péso, y por tanto con efectos mas acusados, a pesar de
que la dieta se aumenté de 4 g/dia en el primer experimento a 6 g/dia, con lo que la
disminucton del 70% de la dieta se ajusto al mayor peso del animal.

En el primer dia de realimentacion, detectamos un incremento superior de la longitud
tibial en los animales normales sometidos a ayuno frente a sus controles no ayunados, pero
éste parece ser un hecho aislado, ya que no volvid a repetirse, ni se observo en los animales
tratados con GMS. En los dias posteriores, no se observo ninguna tendenciz a la recuperacion
de la longitud tibial en los grupos sometidos a ayuno, ya fueran normales o tratados con
GMS.

El tratamiento con GH, tendia a aumentar la pendiente de la recta de regresion lineal
de la longitud tibial, pero solo llegé a ser diferente del grupo tratado con GMS y sometido a
ayuno cuando el tratamiento comenzaba a los 65 dias de vida, es decir 4 dias después de
finalizar el ayuno, observandose el mismo efecto en el peso.

En este caso, y a diferencia de lo observado en animales mas jovenes {sometidos a
ayuno a los 32 dias), es importante resaltar que el menor incremento de longjtud tibial en los
animales normales no fue tan sevéro como para que llegaran a existir diferencias significativas

en la lbngitud tibial con respecto a los animales con dieta normal. Esta discrepancia podria
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explicarse en base a que existe una caida gradual en la velocidad de crecimiento (Walker y
Kember 1972a). Por tanto, la disminucion en la tasa de crecimiento por al ayuno, en animales
que per se estan creciendo menos, hace que la perdida potencial ocasionada no sea tan
marcada como cuando la tasa de crecimiento es muy superior. |

De nuevo la realimentacién determiné un incremento ponderal superidr en el primer
dia de realimentacion, sobre todo en los animales normales, cuya perdida ponderal también
fue mis importante, tanto si se expresan los resultados en valores absolutos como en
relativos.

En las ratas tratadas con GMS la tibia continia su crecimiento durante el ayuno
mientras que sus correspondientes controles ayunados dejan de crecer. Su pérdida ponderal
" es iguahnente menor que en los animales normales. Este hecho podria deberse a que los
animales tratados con GMS presentan una ingesta reducida (Redding y cols. 1971), por lo
que al recibir la misma cantidad de pienso que los controles su régimen de restriccion
alimentaria es menos severo. Otras alteraciones producidas por el tratamiento con GMS
como la obesidad que desarrollan los animales, podrian contribuir también a la diferente
respuesta. También la menor actividad fisica que se ha observado en ratones tratados con esta
sustancia (Tokuyama y Himms-Hagen 1986) podra contribuir a un gasto energético mas
| reducido.

Todos los grupos sometidos a ingesta reducida tienden a recﬁperar su peso al
_ realimentarse, no existiendo diferencias significativas en el peso final entre los animales con
dieta normal y los sometidos temporalmente a ayunb. Estos Gltimos presentan un valor |
ligeramente inferior, que posiblemente se igualaria con el tiempo. De hecho Ziegler y cols.
(1995), con una cepa diferente de ratas pero de edad similar a las nuestras, encuentran que la
recuperacion del peso tras 3 dias de ayuno total, un tratamiento algo mas drastico que el

nuestro, ocurre con tan sélo 3 dias de realimentacién.

En un tercer estudio utilizamos animales atn mayores, ya que ¢l ayuno comenzo a los
77 dias de vida, y prolongamos el periodo de restriccion al acceso de comida, para descartar _
que el ﬁempo utilizado con anterioridad, a pesar de disminuir el crecimiento, no fuera
suficiente como para disparar un periodo de crecimiento compensatorio.

No se detectd un incremento superior en longitud tibial en los dias de realimentacion

mas tempranos, ya fueran animales normales o tratados con GMS. Sin embargo, el anlisis de
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regresion lineal de todo el periodo posterior al ayuno, por primera vez arrojo una pendiente
superior en los grupos con ayuno, es decir, existia una tendencia a recuperar la longitud
pefdida aunque se trata de una recuperacion muy lenta y gradual.

El tratamiento con GH a los animales adultos deficitarios en esta hormona estimula el
crecimiento en longitud tibial tanto si se comienza mdas tempranamente como cuando se
comienza 4 dias después de finalizar el ayuno, aunque este Gltimo régimen es
proporcionalmente mas efectivo. Este efecto se observo también en la ganancia de peso. Cabe
la posibilidad de que el tratamiento con GH nada mas terminar el ayuno, llegue a tener efecto
en estos animales, porque son animales mayores que en ¢l experimento anterior (con ingesta
reducida a los 59 dias de vida). Su velocidad de crecimiento es inferior, y por tanto
tedricamente mas facil de ser potenciada, aunque también puede deberse a que el tratamiento
con GH se prolongé un dia més. La dosis se aumenté a 2 U.L/rata/dia para que fuera
equivalente en peso a la que recibieron los animales mas jovenes. El efecto de la GH también
se reflejo en una pendiente superior en la evolucion de la longitud tibial.

La evolucién ponderal fue similar a la observada en los animales sometidos a ayuno a
los 59 dias. La recuperacion con la realimentac}én, en este caso, flue mas rapida y complweta en
los animales normales, al igual que vieron otros autores con animales de edad sumlar
(Gruenewald y cols. 1996); mientras que en los tratados con GMS la recuperacion parece ser
mas lenta y puede incrementarse por el tratamiento con GH.

Para evidenciar la posibilidad de un efecto de “rebote” en crecimiento y peso, tras el
ayuno, procedimos a calcular una modificacion de la media mévil, tal y como se ha descrito
en material y métodos, en los animales normales. En peso aparece un claro fenémeno de
rebote, siendo los incrementos ponderales tras el ayuno muy superiores a lo que se observa
con anterioridad a €, es decir el peso se compensa tan rapidamente como se pierde durante el
ayuno. Sin embargo, en longitud tibial los miniestirones inmediatos al ayuno no son
superiores a los que se observan en las ratas alimentadas normalmente (Hermanussen y cols.
1996). |

Dada la relacion existente entre los niveles de IGF 1 y el estatus nutricio.nal (Yahya y
cols. 1990, Bates y cols. 1993, Harel y Tannenbaum 1993) en este dltimo experimento
‘ comprobamos los niveles circulantes en plasma de esta hormona.

El ayuno en animales normales lleva a una disminucion en los niveles de IGF I en

plasma, tal y como vieron otros autores (Mosier y cols. 1978, Yahya y cols. 1990, Maes y
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co.ls: 1991, Asakawa y cols. 1992, Dai y Baxter 1994, Ohashi y cols. 1995), y como cabe
esperar ademas, por la inhibicién en la secrecién de GH (Tannenbaum y cols. 1979, 1989). °

Los animales tratados con GMS presentan, ya antes del ayuno, niveles disminuidos de
IGF 1, pero a pesar de que los valores tendian a ser menores, no detectamos un descenso
significativo ulterior al ayuno. No obstante, en otros animales deficitarios en GH (ratas
enanés) 48 horas de ayuno total provocan una disminucion en los niveles del ARNm de IGF I

“en higado (Nogami y cols. 1994). Las diferencias en el régimen de alimentacion y en la cepa
de los animales parecen ser responsables de las diferentes respuestas. )

Los valores plasmaticos de GH (datos incluidos en Hermanussen y cols. 1996) se
encontraban disminuidos en la ratas controles, efecto descrito tanto en el ayuno como en la
restriccion de proteinas (Tannenbaum y cols. 1979, 1989, Harel y Tannenbaum, 1993, 1995,
Thissen y cols. 1994, Okada y cols 1994, Oster y cols. 1996), al contrario de lo que ocurre en A
humanos en los que los niveles se elevan (Maes y cols. 1991, Thissen y cols. 1994, Straus
1994). | |

Estos experimentos ponen de manifiesto la falta de capacidad de la rata macho,
normal o deficitaria en GH, para producir un crecimiento compensatorio en la longitud tibial
inmediatamente tras el ayuno. No obstante, y aunque existe una ligera estimulacion del
crecimiento, indicando una tendencia a recuperar la longitud, la evolucion es claramente
diferente de lo que se observa en el peso corporal (Hermanussen y cols. 1996).

Asi, Yahya y Millward (1994) encuentran tras un periodo prolongado de restriccion
dietctica, que la recuperacion de la longitud tibial con la realimentacion es mas lenta que la
ponderal, y deperide de manera proporcional de las proteinas en la dieta. Otros autores
también detectan esta diferencia ya que en ratas enanas con obestdad inducida por la dieta, la
infusion continua de GH determina una perdida de peso corporal, acompariada de crecimiento
esquelético (Clark y cols. 1996a). De todos estos datos se deduce que existe una disociacion
entre la ganancia de peso y €l crecimiento del hueso como tal.

El hecho de conseguir una disminucion del crecimiénto, acompaiiado de un dramatico
descenso ponderal, habla en favor que el ayuno utilizado debiera haber sido suficiente para
provocar el fenomeno de crecimiento compensatorio. en la longitud tibial si éste hubiera de
tener lugar.

También es cierto que los animales mis jovenes siguen creciendo durante el ayuno,

mientras que no observamos este efecto en los animales del segundo y tercer experimento,
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sometidos a similar régimen de malnutricion, La edad parece ser un factor primordial, y
algunos autores (Tirapegui y cols. 1994), observan en animales de 4 semanas, que la
inhibicion del crecimiento muestra una respuesta retrasada con respecto al peso, indicando
que existe una cierta prioridad para el crecimiento longitudinal ( Tirapegui y cols. 1994, Yahya
y Millward 1994, Yahya y cols. 1994). Esta prioridad no parece mantenerse en nuestros
animales de mas edad, en los que el crecimiento se estanca. La detencién del crecimiento seria
una respuesta adaptativa al ayuno, ya que el crecimiento no es indispensable para la
supervivencia por lo menos a corto plazo (Straus 1994), y la adaptacion del eje GH-IGF [ a la
deprivacion nutricional seria protectora, ya que los recursos se usan para el mantenimiento de
las funciones metabolicas basicas en vez del crecimiento (Counts y cols. 1992).

Segun Mosier (1986) la posibilidad que tiene el animal de alcanzar un crecimiento
compensatorio completo tras malnutricion depende del grado de déficit de crecimiento
“ élcanzado, y de la maduracion de los tejidos en el momento en el que la detencion del
crecimiento se produce. Asi el dafio ocasionado es mayor cuanto mas joven es el animal
(Maes y cols. 1991), como en el caso de nuestro primer experimento. Por otra parte parece
logico que la falta de nutrientes en una época de activo crecimiento tenga mayores
repercusiones.

Hay que tener en cuenta ademas, que la transicion del crecimiento y desarrolio del
animal desde la etapa prepuberal a adulto ocurre entre 1 y 2 meses (Oster y cols. 1996). Asi 4
semanas de diferencia en la edad del animal, determinan distinta respuesta a una restriccion
cronica en la diéta: los animales de 4 semanas muestran una mayor depresion del sistema IGF
I {es decir disminuciones de los niveles de IGF I en plasma y de su ARNm en higado, IGFBP
3, e insulina) que los animales de 8 semanas, lo que siguiere una mayor sensibilidad a la
restriccion de dieta (Oster y cols. 1996).

En nuestro caso, la recuperacion ponderal es mas rapida cuanto mayor es la rata. Si
seguimos avanzando en edad, se ha visto que 3 dias de ayuno ocasionan una pérdida ponderal
mayor en animales de 3 meses de edad, que en animales de 1 afio o 2 afios, mientras que la
recuperacion fue mas rapida y total cuanto mas jovenes eran los animales, y no llegaba a ser
completa en animales de 2 afios, en los que ademas, pueden existir enfermedades relacionadas
con la edad (Gruenewald y cols. 1996).

En los animales deficitarios en GH, parece que el tratamiento con GH es efectivo para

acelerar la recuperacion, pero ésto es mas evidente si se comienza mas tarde. Parece que
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existe una cierta refractariedad por los ajustes metabélicos que se estan produciendo. Por
gjemplo: el patron secretor de GH parece no recuperarse inmediatamente con la
realimentacion, sino que han de pasar 3 dias para volver a mostrar el patron secretor normal
de los animales adultos (Tannenbaum y cols. 1979, 1989). De igual forma, algunos autores
describen que, tras 3 dias de ayuno, los niveles de IGF I aunque aumentan con la
realimentacion no se recuperan totalmente hasta 3 6 4 dias después (Maes y cols. 1991,
Ziegler y cols. 1995). Por otra parte, se ha descrito que la rapida ganancia de peso que ocurre
inicialmente tras un periodo largo de restriccion de dieta en ratas hembras (Gruaz y cols.
1994) aparece igualmente si los animales eran tratados con anticuerpo anti-GHRH, aunque
luego alcanzan rapidamente una meseta en la ganancia ponderal. Tampoco parece que el
efecto de GH sea Unicamente metabélico desde el momento en el que observamos aumento
en la longitud tibial.

En general el tratamiento con GH en estados catabolicos parece ser beneficioso como
han descrito Lanz y cols. (1992), la administracion de GH con la realimentacion, tras
malnutricion cronica en animales machos de 6 meses, aumenta la ganancia ponderal tras $
semanas de tratamiento, acelera el retorno a valores normales de IGF I y aumenta la
recuperacion de la masa muscular. Probablemente el efecto de GH pueda deberse a que se
trata de animales mucho mayores, y el tratamiento con GH fue cronico. |

Los mecanismos que influyen en la secrecion de GH y en el control del tamafio
corporal adecuado tras la malnutricion aguda o crénica no parecen estar claros (Harel y

Tannenbaum 1995).

8. ANALISIS MATEMATICO DEL CRECIMIENTO OSCILATORIO
(CARACTERIZACION DE LOS MINIESTIRONES).

Al ser éste un abordaje novedoso tanto desde el punto de vista de la metodologia
(rhicroknemornetﬁa) como de la elaboracion matemética de los resultados obtenidos
(aplicacion de las funciones Gompertz), resulta dificil discutir éstos con los de otros autores,
pues légicamente no existen. Solamente puede realizarse alguna comparacion colateral 0 bien

- intentar interpretar directamente los datos.
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Para describir los incrementos de velocidad se desarrollé un modelo matematico que
caracterizara funciones locales de tipo doble exponencial, con forma de “S” (Burmeister y
cols. 1997). Asi el algoritmo numérico -reconoce el equivalente matematico de lo que
llamamos un “miniestiron”.

Este modelo matematico ofrece la ventaja de un analisis individual, donde los
parametros que caracterizan cada miniestirdn se obtienen de forma aislada, con lo que los
datos no se aplanan como ocurre cuando se aplica la modificacion de la media movil
(Hermanussen y cols. 1988a, 1988b), que depende de intervalos (Hermanussen y cols.
1997b).

La mayoria de nuestros experixhentos finalizaron alrededor de los 60 dias de vida, por
lo que unicamente los grupos de machos control y machos tratados con GMS existen datos
de edades superiores.

Este modelo matematico pone de manifiesto las diferencias que observamos en el
patron de crecimiento entre machos y hembras ya que existe un dimorfismo sexual, donde los
machos presentan miniestirones de mayor amplitud y de mayor duracién que las hembras, es
decir mantienen un crecimiento elevado durante mas tiempo y con tasas superiores a las |
- hembras, lo que les permite obtener una longitud tibial superior (Hermanussen v cols. 1997b,

Rol de Lamay cols. 1997).

Para clanficar la discusion se representa graficamente la forma de cada tipo de
- miniestiron. No representan una media de los valores de cada grupo. Tampoco se trata de
velocidades de crecimiento sino de datos directos de longitud. La forma doble exponencial
indicaria un aumento progresivo en la velocidad de crecimiento hasta alcanzar un méaximo, a

contmuacion la velocidad vuelve a decaer de forma exponencial.
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MACHOS
Normales Normales +GH GMS _ GMS+GH
HEMBRAS

VY A

Esquema de la forma supuesta de los miniestirones bajo distintos regimenes de experimentacion.

El tratamiento con GH en animales normales sélo parece tender a aumentar la
amplitud de los miniestirones en los animales hembras, sin llegar a modificar la pendiente del
miniestiron. Sin embargo ese aumento en amplitud fue suficiente como para que eéte
trafarniento ocasionara una ganancia en longitud tibial superior a lo normal. Probablemente un
insuficiente numero de animales justifique que las diferencias no Heguen a ser significativas.

"En los machos no se produce ningun cambio en los miniestirones por efecto del tratamiento
con GH, como cabe esperar de su falta de efecto sobre la longitud tibial de estos animales
(Tresguerres 1994, Hermanussen y cols. 1997b). ‘

Por otro lado el déficit de GH producido por el tratamiento neonatal con GMS, sélo
llegé a producir cambios significativos en los grupos de hembras, ciisminuyendo la amplitud y
la duracién de los miniestirones. En machos a pesar de que el tratamiento con GMS Hevé a

~ una clara disminuci6n en la longitud tibial de estos animales, solo detectamos una tendencia a
la disminucion de la amplitud de los miniestirones. De hecho, st en el caso de l;os machos se
incluyen los animales de mis de 60 dias, tanto normales como tratados con GMS, la
disminucion en la amplitud si lléga a ser significativa y -la pendiente aumenta llevando a

miniestirones mas similares a los observados en hembras (amplitud: machos 2,95 mm vs GMS
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2,38 mm, y: machos 0,96 vs GMS 1,39). Esto indica que la edad parece influir mas a los
animales con GMS que a los normales, como ya veremos mas adelante, o que al aumentar el
nimero de animales las diferencias liegan a ser significativas.

Hay que indicar que a pesar de que el nimero de machos y hembras sometidos a
tratamiento con GMS fue similar, el nimero de miniestirones considerados como
significativos fue menor en los machos, por lo que esta diferencia puede permitir la
observacion de efecto en el caso de las hembras.

El tratamiento con GH tanto en machos como en hembras, tratados con GMS, tiende
a restablecer la forma de los miniestirones descritos como “normales”, de igual forma que
estimulaba el crecimiento longitud tibial en ambos grupos (Tresguerres y cols. 1994,
Hermanussen y cols. 1997b, Rol de Lama y cols. 1997).

Para investigar la secuencia de los miniestirones, determinamos el momento (edad)
del maximo de velocidad de crecimiento (-B/y), estudiando el intervalo de tiempo entre dos
miniestirones. Nos encontramos con la existencia de intervalos “vacios” debido a que algunas
de las funciones obtenidas tuvieron que ser excluidas por no cumplir los criterios marcados de
significacion. Se decidié no incluir el tiempo que esas funciones abarcabarn, ya que
desconocemos su significado biolégico. Por tanto, utilizamos (nicamente aquellos
miniestirones considerados como tales y que fueran consecutivos. -

Existia una claro efecto de espaciamiento entre los miniestirones con el aumento de la
edad en la mayoria de los grupos estudiados, salvo en los animales normales tratados con GH
y en los animales machos tratados con GMS y GH. Este tiltimo grupo mostré un valor
moderado de correlacidn con la edad que no llegé a ser significativo, ya que solamente se
encontraron 11 miniestirones subsecuentes, frente a 33 en el caso de las hembras sometidas a
~ este mismo tratamiento. Por otra parte, la correlacion periodo/edad detectada existe
independientemente de que se incluyan o no animales de mas de 60 dias.

El tiempo medio transcurrido entre los picos de los miniestirones oscilaba entre los 4
y 5 dias, siendo de 4.6 dias (SD 2,3) en los machos, (4,35 SD 1,6 sin considerar los animales
de mas de 60 dias), y de 4,2 (SD 1,6) en las hembras normales. Esto parece apoyar la idea de
una cierta periodicidad. A pesar de ello, las altas desviaciones estandar sugieren una secuencia
m4s cadtica de miniestirones, o al menos poco predecible, ya que hay que tener en cuenta que

existen unos intervalos “‘vacios™ entre esos miniestirones, de duracion variable.
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Otra caracteristica de los miniestirones, la amplitud también disminuye con la edad en
todos los grupos, aunque en los machos tratados con GMS este efecto se produce
principalmente en los animales de mas de 60 dias, puesto que si se excluyen estos animales la
correlacion edad/amplitud deja de ser significativa.

Respecto a la pendiente de los miniestirones, el efecto de la edad es mucho menos
importante y parece afectar (inicamente a los animales normales, aunque con una correlacion
muy baja, y 4 los animales tratados con GMS. Este efecto solo se pom;, de manifiesto al incluir
animales de més de 60 dias, no detectandose con anterioridad; asi en general, la pendiente
seria mas independiente de la edad (Hermanussen y cols. 1997b). -

Quisimos saber si podiamos predecir de algun modo la amplitud o el momento de un
méximo de velocidad de crecimiento en fincién de lo que hubiera ocurrido en el miniestiron
anterior. Para ello se anafizaron las amplitudes de miniestirones subsecuentes o tripletes
subsecuentes. Los. tripletes subsecuentes comprenden 3 miniestirones v 2 intervalos de
tiempo.

No encontramos ninguna correlacion entre el primer y el segundo intervalo entre
miniestirones (Hermanussen y cols. 1997b). En cuanto a las aniplitudes se encontré una
correlacion positiva débil, aunque significativa en algiin caso que se debia fundamentalmente a
los animales de mas de 60 dias en los que al disminuir la amplitud de los miniestirones con la
edad, era mas frecuente encontrar miniestirones de corta amplitud consecutivos.

En conclusion, el crecimiento es un proceso no lineal (Togo y Togo 1982, Valk y
cols. 1983a, 1983b, Wit y cols. 1987, Tresguerres y cols. 1995, Hermanussen 1995,
Hermanussen y cols. 1995, 1997b, Wolthers 1996, Rol de Lama y cols. 1997), y este
procesamiento matematico pone de manifiesto el dimorfismo sexual en— el patron de
crecimiento en la rata, y su dependencia de la hormona de crecimiento (Hermanussen y cols.
1997b). Los miniestirones son muy heterogéneos y poco predecibles en cuanto a su amplitud,
o0 ¢l momento en ¢l que van a ocurrir (Hermanussen y cols. 1997b).

De hecho sometiendo a este procesamiento matematico los datos obtenidos en
neonatos humanos por mini-knemometria (adaptacion para recién nacidos, Michaelssen
1991), se encontré que los miniestirones tendian a aparecer cada 4,2 dias pero con una
desviacion estandar de 1,9 dias indicando también una gran dispersion (Hermanussen y cols.

1997a).
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Discusién

Este tipo de comportamiento puede ser la causa de las inadecuadas predicciones de
crecimiento (Wales y Milner 1987, Wit y cols. 1987, Hermanussen y cols. 1987, 1988b,
1989) a largo plazo a partir de datos obtenidos a corto plazo por knemometria (Hermanussen
y cols. 1997a).

Una cuestion importante es que las oscilaciones en la velocidad de crecimiento siguen
existiendo, en nuestros animales, aun durante la administracion exdgena diaria de GH, lo que
parece sugerir que existen variaciones temporales en la sensibilidad del cartilago a esta
hormona (Tresguerres y cols. 1994, Ariznavarreta 1996a). De igual forma en humanos, dosis
constantes de GH no llevan necesariamente a tasas de crecimiento constantes sino también
oscilantes (Hermanussen y cols. 1987, 1988c), mas ain, Hermanussen y cols. (1988c)
encontraron una mejora en la velocidad de crecimiento, monitorizada por knemometria, en
nifios en los que la administracion de GH se sincronizaba con los estirones endogenos de su
velocidad de crecimiento, lo que indicaria que se estaba administrando la GH en los periodos
de maxima respuesta.

Retomando un aspecto comentado al principio de nuestra discusidn, sobre la
existencia de “saltos” o incrementos constantes en la velocidad de crecimiento, cabe la
posibilidad segiin io que hemos detectado en la rata, que algunos de los incrementos bruscos
pudieran ser confindidos con un “salto”, mientras que aquellos miniestirones que transcurren
de forma mas suave pudieran ser confundidos con un incremento constante si el periodo de
observacion es corto (Hermanussen y cols. 1997b)

Por otra parte esta técnica matematica requiere un elevado nimero de datos lo que

resulta muy dificil de obtener, por lo que seran necesarios estudios posteriores.
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Conclusionies

2§ La microknemometria es una técnica valida y muy precisa para el seguimiento diario

del crecimiento tibial en la rata.

K El crecimiento es un proceso no-lineal ya que la velocidad de crecimiento en longitud
tibial, no sélo varia con la edad y el sexo del animal, sino que presenta incrementos no
constantes (miniestirones) tanto dia a dia como incluso en periodos inferiores a 24

horas.

2€ La rata macho joven presenta un patrén de crecimiento aparentemente méaximo, por lo
que no resulta posible su incremento, mediante la administracién de GH a dosis altas,
al menos en los tiempos de observacion de nuestros estudios. Por el contrario, las
hembras si son sensibles al tratamiento con GH, incrementando su velocidad de

crecimiento.

3¢ La administracion de altas dosis de GH aumenta la velocidad de crecimiento tibial en
la rata macho tratada con GMS, efecto que no pudo ser potenciado por la

administracion de androgenos, en nuestro estudio.

2 En la rata existe un patron dimérfico dependiente del sexo tanto en el patron normal

de crecimiento, como en la respuesta a los distintos tratamientos.

2€ Los esteroides sexuales son necesarios tanto en la etapa neonatal de la vida del animal
como en la vida adulta, por lo que el tratamiento neonatal con PT en la hembra o la
castracion neonatal en el macho no parecen ser suficientes para, respectivamente,

masculinizar y feminizar totalmente sus patrones de crecimiento.

3€ La realimentacion tras la restriccion dietética severa en la rata macho no determina un
crecimiento compensatorio inmediato en la longitud tibial como ocurre, sin embargo,
en el peso corporal, sino que es un proceso mas suave y paulatino. Ademas la

recuperacion del animal depende de la edad en la que esta restriccién se instaure.

2€ Dadas las discrepancias existentes entre el peso y la longitud tibial parece mas
recomendable para la evaluacion del crecimiento del animal, la utilizacion de técnicas
que midan el crecimiento de los huesos largos en vez el peso corporal en el que

repercuten factores como el grado de hidratacion o los depésitos de grasa.
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