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Introducción

1. EL FACTOR DE CRECIMIENTO SEMEJANTE A LA INSULINA TIPO 1 Y SU

RECEPTOR
Una estimulaciónapropiadadel cerebroconducea dos t¡~os de movimientos:1)

movimientosexternos,diseñadospara obtenerfinesdeseablesypara evitarotrosno deseables

o dañinosy u) movimientosinternos o pasiones,a través de los cuales la liberación de

espíritusanimalesregulan el corazón,el hígado,y otrosórganos. Cuandoseencuentrauna

amenazaconfuerza, la pasiónde la ira causala liberación de espíritusfuertes,mientras

cuandose evita, la pasióndel miedo causaen el cerebro la liberación de espíritusdébiles.

Con estas palabrasRene Descartes,en 1669, concebíatodo un sistema de señalización
químicaintercelular entre el cerebroy distintasdianasdel organismo. De los sistemasde

comunicaciónquímica, análogosal concebidopor Descartes,ha dependidola compleja
evolución de los organismospluricelulares. Dicha comunicaciónes esencialtanto para
fenómenosde crecimientoy división como para coordinar las diversasactividadesen el
normal funcionamientode los miles de millonesde célulasde un organismo.

La comunicaciónquímica intercelular se basa en la secreciónde substanciasque
actúancomoseñalesparacélulassituadasa ciertadistancia.Estacomunicaciónha llegado
a serla funciónprimariade dossistemasde órganosinteractuantesaltamenteespecializados,

el sistemanerviosoy el sistemaendocrino.Célulasnerviosasy endocrinaspresentannotables
diferenciasen el modode suseñalizaciónintercelular.Sin embargo,enalgunosaspectos,los
mecanismosde señalizaciónde ambossistemasson similares. Muchasde las moléculasde

señalizaciónutilizadaspor las células endocrinasson tambiénutilizadaspor las neuronas,

comoson las hormonaspeptidicas(Hókfelt, 1991).
Las hormonas peptídicasse encuentran ampliamentedistribuidas en numerosos

orgamsmosy tejidos, pudiendo actuarpor diferentesvías de comunicaciónintercelular
(hormonaendocrina,factorlocal, neurotransmisory neurohormona;Krieger, 1983). Unbuen
ejemplode hormonaspeptídicasampliamentedistribuidasenlos organismos,sonlos péptidos
de la familia de la insulina. Los péptidosrelacionadoscon la insulinahansidodetectadosen
insectos,anélidos, moluscos,protozoos,hongos, plantascon flor e incluso organismos

unicelularescomolas bacterias(Sehuldinery col., 1991). Dentro de un mismo organismo,

los péptidosde la familia de la insulina se hallandistribuidosen numerosostejidos. Esta
ubicuidad pareceindicar que, en el curso de la evolución, ante la necesidadcrecientede
diversificar la señalalizaciónintercelular,un relativamentepequeñonúmerode substancias
químicas mensajerasy sus receptoreshan desarrolladouna multiplicidad de papeles
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Introducción

funcionalesespecíficos,pudiendocoordinardiferentesactividadesen un mismo organismo

(Scharrer,1987).
En los vertebrados,los péptidosmiembrosde la familia de la insulina soncuatro: la

propiainsulina, los factoresde crecimientosemejantesa la insulinatipo 1 y II (IGF-I e IGF-

II) y la relaxina(Bolander, 1989a).
El descubrimientode los IGFs serealizó apartirdel análisisindependientey paralelo

de tresfactoresdiferentes,cadaunode ellosresponsablede diferentesactividadesbiológicas:
1. Lassomatomedinas:factoresque mediabanla actividadpromotoradel crecimiento

de la hormonadel crecimiento(GH) en el cartílago (Daughadayy col., 1972).
2. Moléculasconactividadsimilar a la insulinano suprimible(NSILA): factoresque

estimulabanla captaciónde glucosaen tejido adiposo,incluso en presenciade antisueroa-
insulina (Froeschy col., 1963).

3. Moléculasconactividadestimulantede multiplicación (MSA): factoresdel suero

o medioscondicionadosqueestimulabanla proliferaciónde célulasen cultivo (Piersony
Tiemin, 1972)

La purificaciónde las somatomedinasde suerohumanopermitió la identificaciónde
tres fracciones,somatomedinaA (Hall, 1972), somatomedinaC (VanWyk y col., 1974) y

somatomedinaB (Fryklund y col., 1976), esta última se comprobó más tarde que no
correspondíaa una somatomedina.El análisis de los NSILA de suero humano dio la

estructurade los dos IGFs, denominadosIGF-I e IGF-II (Rinderknechty Humbel, 1978a;
Rinderknechty Humbel, 1978b).La somatomedinaC secomprobóque eraidénticaal IGF-I
(Klapper y col., 1983) y la somatomedinaA era unamezclade las dos especiesde IGFs
(Spencery col., 1983). La purificación de MSA permitió su identificación con IGF-II
(Marquardty col., 1981).Actualmenteseha adoptadounaúnicaterminología:IGF-I eIGF-

II.

Los IGFs sonpéptidosgeneradosprobablementepor duplicación. Todostienenuna
cadenaA y otra B unidaspor tres puentesdisulfuro. Las mayoresdiferenciasresidenen la
presenciay longitud del péptido C, así como en la extensiónde los terminalesamino y

carboxilo(Bolander, 1989a). IGF-I e IGF-II tienenun 64% de homologíaentresi y un 50%
cadaunode ellosconla insulina (Daughadayy Rotwein, 1989).A diferenciade la insulina,
la cual solo es sintetizadapor las células B del páncreasen el adulto, los IGFs son
sintetizadospor múltiplesórganos(D ‘Ercole y col., 1984). El cuartomiembrode la familia

de la insulina, la relaxinaúnicamenteposeeun 20-25% de homologíaconla insulina o los
IGFs (Bolander, 1989a). Algunos autorespiensanque el factor de crecimiento nervioso
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(NGF), con un 15-20% de homologíacon los IGFs, podría ser otra de las moléculas

relacionadasconla familia de la insulina, pudiéndosehabergeneradopor unareduplicación
parcial del gen de la proinsulina(Bolander, 1 989a). La actividadbiológica de estafamilia
es doble: crecimientoy metabolismo,ambasestáninterrelacionadasya que el metabolismo
debeserajustadoparapoderrealizarseel crecimiento(Froeschy col., 1985).La insulinaes

fundamentalmenteuna hormonaanabólica,aunquealtas concentracionespuedenpromover
el crecimiento,probablementea través del receptorde IGF-I (R-IGF-I; Mosesy Tsuzaki,
1991). La especifidadde las accionesde estashormonasviene dadapor el tipo de receptor

con los que interactuan(Bolander, 1989b). Los receptoresde la familia de la insulina
presentansimilitudes con otros factoresde crecimiento(factor de crecimientoepidérmico,
EGF; factor de crecimiento derivado de plaquetas,PDGF), pudiendo ser debida a una
evoluciónconvergenteo a unaduplicacióndegenesconintercambiode dominios(Bolander,

1989b).

1.1. El IGF-I
El IGF-I madurocontiene70 aminoácidosdistribuidosen los dominios: NH,B-C-A-

DcooH (Foyt y Roberts, 1991; Zapf y col., 1981; Daughadayy Rotwein, 1989). Una
importantecaracterísticaessualtaconservaciónen la evolución.En la filogenia deIGF-I las
sustitucionesde aminoácidossonrelativamentepocas.Entre los mamíferosla conservación
de la secuenciade aminoácidosde IGF-I circulanteesmayor del 92%. La mayor partede

las sustitucionessuelenestarcercanasal grupo terminalcarboxilo (Foyt y Roberts,1991).
En otrosgrupos de vertebrados,e incluso procordados,ha sidodemostradala presenciade

materialsimilar aIGF-I (Reineckey col., 1991; Kajimoto y Rotwein, 1990; Reineckey col.,

1993). Estepéptido es producidomayoritáriamentepor el hígado,bajo el control de OH,
ejerciendoimportantesaccionesendocrinas(Froesch,1985). Sin embargo,otros muchos
tejidostambiénsoncapacesde sintetizarlo,ejerciendoposiblementeaccionesautocrinasy/o

paracrinas(D’Ercole, 1984).
Al igual que otros péptidos secretables,IGF-I es sintetizadocomo un precursor

(preproíGF-I) el cual contieneun péptido señal (Foyt y Roberts, 1991). Estudiosen la
caracterizacióndel ADNc de IGF-I, hanmostradola presenciade un quinto dominio en el

extremoterminal carboxilo, el péptido E. Enel casode algunasespeciescomoel hombreo
la rata, dos tipos de secuenciaADNc han sido descritas,las cuales codifican para dos

diferentespéptidosE, originandodos IGF-I diferentes:IGF-Ia y IGF-Ib. Estasdiferencias
sonel resultadodeun procesamientoalternativode los transcritosprimarios(Robertsy col.,
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1987). El péptido E no forma partedel IGF-I madurocirculante, sino del proIGF-I. Sin
embargo,en algunoscasosel péptido E se ha encontradoen formasmadurasdel péptido
(Conovery col., 1989). El posiblepapel del péptido E es desconocido.

El genque codificaal IGF-I esun único genconvariosexones.En la rataestegen
poseemásde 70 Kb y estacompuestopor 6 exonesseparadospor 5 intrones.Los exones1
y 2 codificanel péptidoseñaly secuenciasdeunaregiónno traducida5’. El exón 3 codifica
el restode la secuenciadel péptidoseñaly la mayoríadel dominio B. El exón4 codifica el

restodel dominio B, el C, el A, el D y los 16 primerosaminoácidosdel péptido E. El exón
5 codifica partedel dominio E y el 6 el resto del péptidoE y unasecuenciade unaregión

no traducida 3’. Existe una regulaciónde procesamientoalternativo capaz de generar
diferentesARNm, los cuales codifican distintas moléculasprepro-IGF-I o proIGF-I con
diferentespéptidos señalo con diferentespéptidos E, que se procesanhacia una misma
moléculamadura. Es probableque exista un procesamiento,transportey secreciónde la
prohormonao de la forma maduracaracterísticode cadapreproíGF-I. Enfuncióndelestado
de desarrolloy de una maneraespecíficapara cadatejido la proporciónde cada ARNm

puedevariar indicandounamultitud de funcionesparala moléculamadurao de algunosde

susprecursores(Lund y col., 1991; Adamoy col., 1991a;Gilmour, 1994). La transcripción
del gende IGF-I estacontroladapor, al menos,dospromotoreslos cualesoriginandistintos
ARNms (Steenberghy col., 1993; Adamo y col., 1993; Gilmour, 1994). Otro mecanismo
por el cual se generandiferentestamañosde los ARNm de IGF-I esla presenciade sitios de

poliadenilación(Lund y col., 1991; Adamoy col., 1991a).
La necesidadde modular cuidadosamentelos niveles de hormona activa bajo

diferentescircunstancias(en distintos tejidos y en diferentesestadosfuncionales)requiere

múltiples niveles de control. Estos podrían incluir la síntesis de diferentesespeciesde
ARNm, los cuales puedenser diferencialmenteestableso diferencialmentetraducidos.

Ademásla codificaciónde distintosprecursoresprepro- y pro-IGF-I por diferentesARNm
puede permitir un control más de la expresióndel gen de IGF-I, como puede ser el
procesamiento,transportey secrecióndel productoprimario de la traducción.

1.2. El R-IGF-I
Lasaccionesbiológicasde IGF-I sonel resultadode unacadenade eventos,loscuales

son iniciados por su interaccióncon la porción extracelularde una glicoproteina de

membrana.La unión del ligando causacambiosalostéricosen la estructuradel receptorque
sontransducidosmedianteun segmentotransmembrana,el cual activaun dominiocatalítico
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citoplasmáticode la molécula(Wernery col., 1991). La organizacióndel preproreceptorha
sidoestablecidamedianteanálisisdesecuencia,mostrandola siguientedisposición:NH,péptido

señal-subunidada- subunidadBcooH (Maly y Ltithi, 1986; Ullrich y col., 1986).La proteína
maduraesun heterotetrámerocon la conformaciónB-a-a-B. La subunidadaes totalmente

extracelulary contenieneunaregiónrica en cisteinay 11 sitiospotencialesde glicosilación.
La subunidadB esunacadenatransmembranaconun dominio intracelularenzimáticotirosina

quinasay un sitio de uniónparaATP (Morgany col., 1986). La homologíamasalta entre
los receptoresde IGF-I y de insulina resideen el dominio tirosina quinasa,mientrasque la
másbajase encuentraen los segmentosricos en cisteina,pudiéndoseexplicarlas diferentes
especificidadesde los receptoresde IGF-I y de insulina por sus ligandos (Wernery col.,
1991). Existe una heterogenicidadde R-IGF-I en diferentes tejidos, presentandola a

subunidaddiferentesafinidadespor ‘251-IGF-I y diferentespesosmoleculares,consecuencias

probablementede unaglicosilacióndiferencial(Gammeltofty col., 1985).
Los ARNm de R-IGF-I se piensaque derivande un único gen. En el adulto, los

niveles máximos de expresióndel transcrito de R-IGF-I son detectadosen cerebro, sin

observarseningúnmensajeenhígado.El promotordel gendel R-IGF-I pareceteneralgunas
similitudesconlospromotoresaltamenteregulados(Wernery col., 1991). Los diferentesR-
IGF-I quesehandescritopodríanserel resultadode procesamientosalternativosdel ARNm

o de maduraciónpostraducionalespecíficade tejido. Sin embargono puedeser descartada
totalmentela posibilidadde la existenciade un segundogen.

La afinidadde R-IGF-I por IGF-I es aproximadamentemM, siendode 2 a 10 veces
menorpor IGF-II y de 100 a 500 vecesmenorpor insulina. A su vez el receptorde la
insulina, ademásde por insulina, tambiénpresentaafinidadpor los IGFs, mientrasque R-

IGF-II tansolopresentaafinidadpor los dosIGFs. La capacidaddeIGF-I, KW-II e insulina
de unirse a los distintos receptoreshace que, in vivo, se puedansolapar las acciones

biológicasde estos péptidos.Debido a este “solape”, en determinadasocasiones,los IGFs
puedeninducir hipoglucemiay la insulina puedepresentaractividadmitogénica(Schuldiner
y col., 1991; Wernery col., 1991).

La uniónde IGF-I a sureceptorinducela autofosforilaciónde la subunidad11 de dicho

receptor. Esta fosforilación es dependientede la concentraciónde ligando y necesitala
presenciade Mn2~ y Mg2~ATP (Jacobsy col., 1983; Sasaki y col., 1985). Entre los
substratosexógenosde la actividadtirosina quinasade R-IGF-I destacanlos polímerosde
ácidoglutámicoy tirosina(Glu/Tyr (4:1)), S6 ribosomaly proteínashistónicas(Sasakiy col.,
1985; Wernery col., 1991). Tanto la autofosforilacióncomola actividadtirosinaquinasade
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R-IGF-I son necesariaspara mediar las accionesbiológicas de IGF-I. En un principio,
medianteel empleode cultivos celulares,seidentificaronunaseriede proteínascontirosinas

fosforiladasinmediatamentedespuésde la uniónde IGF-I a sureceptor(pp185, PP175~PP

170 y pp22O), sugiriéndoseun papel de estos substratosendógenosfosfoproteicoscomo
mediadoresde la acción de IGF-I (Roth y col., 1991; Werner y col., 1991). Más
recientementesehapurificadounade lasproteínascomponentesdela 185,denominándose

el substrato1 del receptorde insulina (IRS-1), dicho substratoescomúnparalos receptores

de insulinay de IGF-I. La uniónde IGF-I o insulinaasusreceptoresprovocala fosforilación
del IRS-1, el cual interactuasobreproteínasqueposeendominios5H2 (src homology2). La
quinasa3’ fosfatidilinositol pareceser la principal proteínaa la cual se asociael IRS-1,

debidoa estainteracciónseproducela acivaciónde la quinasa(Keller y col., 1993; Chuang

y col., 1993; Myers y col., 1993). Estaactivaciónde la quinasa3’ fosfatidilinositol seha
demostradoquepuedeser inhibidapor fosfatasastransmembranales(Way y Mooney, 1993).
Por último, la quinasa3’ fosfatidilinositol podría ser la responsablede la elevaciónde los

fosfatidilinositol 3,4-difosfato y 3,4,5-trifosfatoobservadaen células tratadascon insulina.
Es posible que, ademásde los fosfatidilinositoles,existanotros substratosde la quinasa3’
fosfatidilinositol aún desconocidosque permitan el desarrollode la señal inducida por
insulina/IGF-I(Keller y col., 1993).El hechode que IRS-1 seaunaseñalcomúntanto para

IGF-I comoparainsulina, hormonascon respuestasfisiológicasdiferentes,hacepensaren
unaposiblefosforilaciónparcial y específicade IRS-1 inducidapor cadahormona.Tampoco

se descartaninteraccionesde IRS-1 condiferentesproteínascondominios5H2,asícomola
existenciade otrasproteínasdiferentesde IRS-1 susceptiblesa fosforilaciónpor la subunidad
13 del receptorde IGF-I/insulina(Pragery Melmed, 1993; Myers y col., 1993).Otrosautores
tambiénrelacionanproteínascomoraso la quinasaactivadapormitógenos(MAP kinase)con

la via de señalizaciónintercelularinducidapor R-IGF-I (Lu y Campisi, 1992; Roth y col.,
1991)

Algunos aspectosde las señalesmitogénicasinducidaspor los receptoresde IGF-I y

de insulina son similares a las generadaspor una familia de moléculasde membrana
transformantes,denominadasoncogenestipo-src,los cualesincluyenv-erb,v-fins,y neu.Así
pues, se ha sugeridoque los receptoresde IGF-I y de insulina pudieranrepresentarproto-
oncogenespotenciales.En relacióna estapotencialaccióntransformante,se ha demostrado

que una sobrexpresiónde R-IGF-I en células NIH3T3 puedepromover transformaciones
neoplásicasdependientesde IGF-I. De todaslas proteínasoncogénicasestudiadas,la proteína
transformantedel virus sarcomaaviar(y-ros) parecela mássimilar a los receptoresde IGF-I
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y de insulina (Wernery col., 1991).
Al igual que otrashormonaspeptidicas,el IGF-I unidoa sureceptores internalizado

por endocitosis,siendo requeridaciertas secuenciasdel receptorpara este proceso(p .e.

NPXY). Tras la internalizaciónde los complejosligando-receptor,el IGF-I es degradado
(Gearyy col., 1988; Hsu y col., 1994).

En la mayoríade las célulasR-IGF-I esun heterotetrámeroa2B2. Recientemente,se
handescritoen variostejidos y líneascelularesunasubpoblaciónde receptoreshíbridosque

contienenlassubunidadesa y 13 del receptorde IGF-I y las subunidadesay B del receptor
de insulina con una configuraciónBIoF4-aIoF~I-aiMuIina-BiMuIina. Sin embargo,no seconoceel
controldelensamblajede las distintassubunidades,papelbiológico, distribucióny regulación
de estos receptores.La existenciade receptoreshíbridos podría incrementarlas posibles

accionesbiológicasqueparecíanrestringidasa los ligandos individualescon susreceptores
homólogos(Pessiny Frattali, 1993; Jacobsy Moxhan, 1991; Wernery col., 1991).

1.3. Proteínasde unión de los IGFs
Las proteínasde unión de los IGFs (IGFBPs) sonmoléculasque presentanunaalta

afmidadpor los IGFs y que seencuentranprincipalmenteen líquidosextracelulares,jugando
importantespapelesen el control de las accionesde los IGFs (Clemmons, 1991; Baxter,

1991).
Actualmentehansidodescritasseisfonnasdiferentesde IGFBPs(IGFBP-1 - IGFBP-

6), ubicuamentedistribuidasenlíquidosextracelulares.LasIGFBPspresentanafinidadesmuy
altaspor ambosIGFs, amenudosuperioresquelas que presentanlos receptoresde los IGFs
por susligandos. Debido a que la insulina no seunea estasproteínas,las IGFBPspodría

estar implicadasen los mecanismosreguladoresdiferencialesy coordinadosde las acciones
de estasdos clasesde hormonas(IGFs e insulina). IGFBP-1,-2 y -3 presentanhomologías
estructuralesentresi, como son la presenciade regionesricas en cisteinas.De estastres
IGFBPs, IGFBP-1 e IGFBP-2, contienenunasecuenciaArg-Gly-Asp cercade sucarboxilo

terminal, la cualpodríamediarsu fijación a proteínasde la matriz extracelular,denominadas
integrinas(Rosenfeldy col., 1990; Clemmons,1991).

Las IGFBPs puedenregular: 1) la cantidad y el transportede los IGFs en los

compartimentosvasculares,II) el transportede los IGEs en líquidos intersticialeshacia
célulasy tejidosespecíficos,III) la cantidadde IGFs disponible para interaccionarcon sus
receptoresespecíficos,IV) el metabolismode los IGFs en los fluidos intersticialesy V) la

acciónde los IGF en sus células diana, potenciándolao inhibiéndola (Clemmons, 1991;
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Baxter, 1991). Por último, ha sidopropuestoque algunasIGFBPspuedanejerceracciones
celularesdirectas,independientesde los IGFs (Drop y col., 1991)

Los diferentesdominiosde los IGFs poseendiferentesfunciones,el dominioB (el N-

terminal) presentauna gran afinidad por las IGFBPs, mientrasque el dominio A es el
responsablede su unión a los receptores(Clemmons,1991). Cuandolas IGFBPs y los
receptoresde los IGFs estánpresentesconjuntamenteen un mismo sistemafisiológico, los
IGFs presentesen el medioseunena IGFBPso a susreceptoresen funciónde susafmidades

relativas, existiendoun equilibrio mediadopor estasafinidadesrelativas. En condicionesde

equilibrio, IGFBP-3pareceser la IGFBP conmayor afinidadpor los dosIGFs, siendoesta
afinidad mayor de 10 vecesque la de R-IGF-I por ambosIGFs. En todos los casos las

afinidadesde IGFBPspor los dos ligandoses igual o mayorque la de R-IGF-I por ambos
ligandos, indicandoque los IGFs seunenpreferencialmentea IGFBPs. Tanto el pH como
las salesparecenafectar a afinidadesde las IGFBPSpor los IGFs (Rosenfeldy col., 1990;

Clemmons, 1991; Baxter, 1991; Clemmonsy col., 1992). Característicamente,ciertas
IGFBPs son capacesde adherirsea las superficiescelulares.A bajasconcentracionesde

IGFs, estas IGFBPs controlan, principalmente,la distribución de IGFs entre IGFBPs
asociadasa superficiescelularesy susreceptoresde membrana.A concentracionesaltasde
IGFs, las IGFBPs libres también compiten por los IGFs del medio. Mediante este

mecanismo,las IGFBPspodríanregularla cantidadde IGFs asociadoscon la superficiede
tipos celularesespecíficosy modularsu interacciónconel R-IGF-I, regulandofinalmentela
acciónde los IGFs sobreel metabolismocelular(Clemmons,1991).

Unagran variedadde factorespuedenregularla expresiónde lasdiferentesIGFBPs
(insulina, IGFs, GH, AMPc, glucocorticoides,progesterona,hormonastiroideas, estados

nutricionales...).Algunosde estosfactorestambiénson reguladoresde la expresióndel los
IGFs,aunquetambiénexistenfactoresreguladoresespecíficosde la expresiónde las IGFBPs
y no de los IGFs (Clemmonsy col., 1991; Bale y Conover, 1992).

1.4. Regulaciónde la expresiónde IGF-I y R-IGF-I
Tanto la expresióndel ligando IGF-I, comola de su receptor,estánsometidasauna

regulaciónmultifactorial. Factoreshormonalesy nutricionales,específicosde cadatejido y

de cadaépocasdel desarrollo, regulan la expresióndel sistema IGF-I (Rotwein, 1991;
Rotweiny col., 1993).

Regulaciónduranteel desarrollo
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En los distintos tejidos, el ARNm de IGF-I y su receptorson expresadosde fonna

diferencial duranteel desarrollo. Durante el crecimiento fetal y postnatalhay una alta
expresiónde IGF-I y R-IGF-I en numerosostejidos,el cual probablementedesempeñeuna

función autocrina y/o paracrinaen el crecimiento y desarrollo. En edadespostnatales
tempranas la producción hepática de IGF-I ARNm llega a ser cuantitativamente

predominante,incrementandosusnivelesentre10 y 100 vecesdesdeel nacimientohastala
edadadulta, siendoIGF-I una importanteseñal endocrinapara el crecimientolongitudinal

postnatal.Inversamentea la expresióndel IGF-I hepático,susreceptoresestánpresentesen
el hígadofetal, perono enel adulto. La placentaesotrode los mayoresproductoresde IGF-

1, siendosu expresiónreguladaen su desarrollo.La regulaciónde la expresiónde IGF-I y
su receptorduranteel desarrollo, tanto en el hígado comoen tejidos extrahepáticos,es el
resultadode la interacciónde numerososfactores sistémicosespecíficosde cada tejido
(Adamoy col., 1991b; Bachy col., 1991b).

Regulaciónpor honnonassistémicas

Uno de los efectosde la uniónde OH a susreceptoreshepáticoses la estimulación
de la síntesis y secreciónde IGF-I, el cual es el principal responsabledel crecimiento
longitudinal. Con la excepciónde algunostejidos comoel tracto reproductorfemenino, la

mayorpartede la producciónextrahepáticade IGF-I tambiénesreguladapor OH, pudiendo
actuarIGF-I sintetizadolocalmentedeunamaneraautocrinay/o paracrinasobreestostejidos

(Adamo y col., 1991b; Rotwein y col., 1993; Faginy col., 1988).
Otras hormonascirculantes únicamenteregulan la expresión del IGF-I que es

producidoen órganosdiana específicos.De este modo, las hormonasfolículoestimulante

(FSH) y luteiizante (LH) incrementanla síntesis de IGF-I en testículo y ovario sin
incrementarlos nivelescirculantesde IGF-I (Adamoy col., 1991b; Wernery col., 1991).

Los estrógenossonel principal estimulofisiológico de IGF-I producidoen el úteroy en las
célulasde la granulosadel ovario, aunquetambiénpuedenestimularla producciónde IGF-I
y sureceptoren otros tejidos (Murphy, 1991; Adamoy col., 1991b; Michels y col., 1993).
Los glucocorticoidestambiéntienencapacidadde regularIGF-I, su receptore IGFBPsen
diversostejidos (Price y col., 1992; Adamoy col., 1991b). Los efectosinhibidoresde los
glucocorticoidessobre los niveles del sistemaIGF-I descritospor varios autores,podrían

explicar los efectosantiproliferativosy retardadoresdel crecimientode estashormonassobre

el organismo. Otras hormonasque puedenregular los niveles de IGF-I y de su receptor
incluyen las hormonastiroideas, paratiroideay gonadotropinascoriónicas(Wernery col.,
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1991; Adamoy col., 1991b; Rodriguez-Arnaoy col., 1993; Mielí y col., 1993).
En ratasdiabéticasseproduceunaresistenciaa OH acompañadade un descensode

la síntesisde IGF-I en hígado(LcRoith y col., 1991; Adamo y col., 1991a).Estedescenso

de IGF-I circulante está asociadocon una retraso en el crecimiento total y de órganos
específicos.La producciónde IGF-I por algunosórganosextrahepáticostambiénpareceestar
disminuidaen la diabetes,mientrasqueen otros, comoel riñón, estáestimulada(Catanese
y col., 1993). Estosdatosreflejanla importanteinteracciónde la insulina con la expresión
de IGF-I. Más recientementese han implicado a los glucocorticoidescomo factores

reguladoresde los niveles de IGF-I durantela diabetes(Unterman y col., 1993). La

expresiónde R-IGF-I e IGFBPstambiénsealteraen la diabetes(Wernery col., 1991; Bach
y col., 1991a;LeRoith y col., 1991).

Regulaciónporfactoresde crecimiento.

Al igual queexisteunacompleja interrelaciónentrelas hormonascirculantesconel
objeto de conseguirun equlilibrio en la expresiónde cadaunade ellas, lo mismo parece

ocurrir conotros mensajerosquímicos: los factoresde crecimientos.Cadavez son máslos
trabajos que demuestranaccionesreguladorasentre diferentes factores de crecimiento,
reflejandola importanciade la accióncoordinadaentredistintos factoresde crecimiento.Ha

sidopropuestoqueIGF-I esun mediadorde los efectospromotoresdel crecimientode otros
factoresde crecimiento,regulandoel crecimientocelular basal(Lowe, 1991). Factoresde
crecimiento como EGF, factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF), factor de
crecimientotransformantetipo 131 (TGFI31) y PDGF son capacesde regular la síntesisde

IGF-I en diferentestipos celulares(Murrayy col., 1993;Canalisy col., 1993).Tambiénhan

sido descritasinteraccionescooperativasentrePDGF y FGF con IGF-I en diferentestipos
celulares(Barneay Cho, 1993a;Nicolí y Russell, 1991; Pfeifle y col., 1987).

Regulaciónpor otrosfactores
Otros muchos factores como son el calcio intracelular (Hovis y col., 1993),

endotoxinas(Fan y col., 1994), prostaglandinas(Raisz y col., 1993)... son capacesde
regularla expresióngénicade IGF-I en determinadostipos celulares.

Regulaciónen estadosnutricionalesalterados.

La síntesisde IGF-I y su receptoresafectadaen estadosde malnutrición.Duranteel
ayuno o dietas pobresen proteínaslos niveles de IGF-I en suero y su síntesisen hígado
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desciendende unamaneraespecíficapara cadatejido. Estedescensopuedeser debido, al

menosen parte, a la reducciónde los niveles de OH y a la resistenciahepáticaa dicha
hormona(LeRoithy col., 1991; Bachy col., 1991b;Thisseny col., 1994).

Regulaciónduranteneoplasia,diferenciacióny regeneracióncelular

La existenciade lineas celularesy tumorescancerígenosque expresanIGF-I y su

receptorha sugeridola posibilidad que este factor de crecimiento pueda ser regulado e
interveniren procesoscancerígenos(LeRoithy col., 1991). La expresiónde IGF-I también

ha sido estudiada en varios modelos de diferenciación celular y desdiferenciación,
observándoseque la expresiónde IGF-I puede estaren funcióndel gradode diferenciación
celular (Adamo y col., 1991b). IGF-I tambiénpuedeser inducido por lesionestisularesy

actuaren los procesosde regeneracióny reparaciónde tejidos de un modo autocrino y/o
paracrino. IGF-I pareceespecialmenteimplicado en la supervivenciay regeneracióndel
sistemanervioso(Mattsony col., 1993), músculo esquelético(Edwall y col., 1989) y en

hipertrofias renales (Hirschberg, 1993). En estos casos los niveles de IGF-I son
incrementados,ejerciendounaacciónlocal independientede OH.

Distintosnivelesde regulaciónde la expresiónde IGF-I

Todas las posiblesregulacionesde la expresiónde IGF-I, anteriormentedescritas,

puedentenerlugara diferentesnivelesa lo largo de la síntesisdel péptido, de tal modo que
las posibilidadesde regulaciónde la expresióndel IGF-I maduroadquierenuna enorme

complejidad(Adamoy col. 1991a).
A nivel transcripcional,ademásde unaregulaciónde la expresióndel ARNm total

de IGF-I, puededarseunaregulacióndiferencialdelas distintasespeciesdeARNmsde IGF-

1, por iniciación de diferentespromotoreso por procesamientoalternativo, pudiéndose
originar múltiples moléculasprepro-IGF-I.

A nivel postranscripcionallos posiblesniveles de regulaciónson másnumerosos.
Ciertasvariantesde ARNm de IGF-I presentanunavida mediamáscortaque otras(p.e. la

de 7.5 Kb), existiendounadiferente estabilidadde los transcritos.Un modo adicional de
regulaciónpodría ser la traduccióndiferencial de los diferentes transcritos, originando

diferentesprepro-IGF-I.El procesamientodelpéptidoseríaotro nivel potencialderegulación
de IGF-I, el cual incluiría la escisiónde los diferentespéptidos señal y la potencial

glicosilación diferencial de las prohormonas.Las distintas formas glicosiladas, podrían
presentardiferenciasestructuralesy un diferentetransporteintracelular.Por último, aunque
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La capacidadde estimularel transportede glucosapor IGF-I pudieraestarrelacionadocon

la distribuciónheterogéneay diferencialen los tejidosde la expresióndesubtiposespecíficos
de transportadoresde glucosa(Zapfy col., 1981; Lowe, 1991; Froeschy col., 1985).

Ademásde los efectosmetabólicos,IGF-I tieneimportantesaccionesen la promoción

del crecimiento de una gran variedad de tipos celulares, algunas de las cuales son
dependientesde OH y otras independientes(de Pabloy col., 1990; LeRoith y col., 1991;
Lowe, 1991; D’Ercole, 1991). Para que IGF-I estimule la proliferación celular parece
necesariola interaccióncon otros factoresde crecimiento. IGF-I actúacomoun factor de
progresión,permitiendola progresiónde la faseG~ del ciclo celular y la iniciación de la

síntesisdel ADN. Sinembargo,paraqueunacélulasalgadela faseG~ y entreen la G1 hace
falta la actuaciónde otros factores de crecimiento denominadoscompetentes(PDGF,

FGF...). El efecto de IGF-I como factor de progresiónpareceestimularmodificaciones
postranscripcionalesde proteínasespecificasmás que la transcripciónde estas proteínas.

Probablementeotra funciónde IGF-I durantela faseG~ seala estimulaciónde la producción

del ARN ribosomal(Lowe, 1991).
El importantepapel que jueganIGF-I y sureceptoren el crecimientoembrionarioy

postnatalha sido recientementeevidenciadomedianteel desarrollode mutantesa los cuales
les ha sidoeliminadolos genesde IGF-I y deR-IGF-I. Los mutantesparaR-IGF-I mostraban

unaseveradeficienciaen el crecimientoy fallecíanen el momentodel nacimiento.Algunos

de lo mutantesparaIGF-I lograbansobrevivir, aunquemostrabanimportantesdeficiencias
en el desarrolloy crecimiento(Liu y col., 1993; Baker y col., 1993).

IGF-I juega un papel crítico en el crecimiento y desarrollo. Sin embargo, la

persistenciade la expresiónde IGF-I en el hígado y otros tejidos extrahepáticosen el

individuo adultoque hanfinalizadosucrecimientohacepensaren otrasposiblesaccionesde
IGF-I. Recientementeseha demostradoque IGF-I en el adulto puedeestar implicado en
reparacióny regeneraciónde tejidos. El músculoesqueléticoy el sistemanerviosoparecen
ser de los tejidos que respondena la acciónregeneradorade IGF-I durantelesiones. En
etapasadultas, IGF-I tambiénha sido relacionadocon procesosinflamatorios, dondesu

cooperacióncon otros factoresde crecimiento,comoes el PDGF,pareceser fundamental
(Lowe, 1991). Por otra parte, la potenteacciónmitogénicade IGF-I ha sugeridoque este

péptidopuedaestarimplicado en procesostumorales(Pragery col., 1994).
Actualmente se están buscando posibles aplicaciones terapéuticasde IGF-I.

Determinadoscasos de diabetes,insensibilidad a OH, osteoporosis,inmunodeficiencia,
neuropatíaperiféricay fallo renalpodríanser algunoscandidatosa las aplicacionesclínicas
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de IGF-I (Froesch,1993; Bondy, 1994).

2. IGF-I Y R-IGF-I EN SISTEMA NERVIOSOCENTRAL (SNC)
2.1. IGF-1, su receptore IGFBPsen SNC

Hastahacerelativamentemuy poco tiempo, la posibilidad de que el SNC pudiera
sintetizarpéptidosrelacionadosconla insulina, incluidoIGF-I, habíasido temade polémica
(Baskin y col., 1988). La síntesisde JGFspor el SNC, hoy en día esta bien establecida

<Hepler y Lund, 1990; Bondy y Lee, 1993). Sin embargo,la posible síntesisde insulina
siguesiendodiscutida(Schechtery col., 1994; Devaskary col., 1994; Heidenreich,1991).

En el SNC de variosmamíferos,incluido humanos,IGF-I ha sido aislado(Saray

col., 1982; Yamaguchiy col., 1990; D’Ercole y col., 1984; Sara y col., 1986; Carlsson-
Skiwirut y col., 1986). Curiosamente,la única especiedel péptido detectadaen cerebro

humanoha sido una forma truncadade IGF-I (des(1-3)-IOF-I),la cual carecedel tripéptido
terminaldel dominio B (Gly-Pro-Glu, OPE)(Saray col., 1986; Saray col., 1989; Carlsson-
Skiwirut y col., 1986). Se postula que esta modificación del N-terminal se debe a

modificacionespostraduccionalesdela honnona,pudiendorepresentardes(1-3)-IGF-Iy OPE

dos formas finales de la mismaproteína.El IGF-I truncadopresentaunamayor actividad
biológicaqueel péptidoIGF-I intacto,probablementedebidoa queestedes(1-3)-IGF-Ipierde
su capacidadde unirsea IGFBPs. Al no poderunirsea susproteínasdeunión,estepéptido

truncadopresentaunavida mediamáscorta, pero a su vez una mayordisponibilidadpara
susreceptores(Saray Carlsson-Skiwirut,1990). Ha sido descritala presenciade IGFs en
el líquido cefalorraquideo(LCR), siendomayoritariala presenciade IGF-II respectoa los

niveles encontradosde IGF-I (Haselbachery Humbel, 1985).
Mediantetécnicasbioquímicasseha podidodetectarel ARNmde IGF-I en áreasdel

SNC de humanosy roedores(Rotwein y col., 1988; Sandbergy col., 1988; Bach y col.,
199la). Al igual que en otros tejidos extrahepáticos,la especiedel ARNm de IGF-I que

predominaen cerebrode rata es IOF-Ia.
Ademásdel demostradoorigen endógenode IOF-I en SNC, ha sido propuestauna

posible entrada del péptido circulante a través de la barrerahematoencefálica.Se ha
demostradoquelas célulasendotelialesde cerebropresentanR-IGF-I, los cualessoncapaces

de internalizarprincipalmenteIGF-II y en menormedidaIGF-I (Rosenfeidy col., 1987;
Frank y col., 1986; Pardridge,1986; Duffy y col., 1988).

Mientrasque los nivelesde IGF-I y de suARNm en SNC son bastantemoderados,
la expresiónde sus receptoresen tejidos nerviosos es de las más elevadasdentro del
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organismo,estandopresentesen neuronas,célulasde glia y endoteliales(Wernery col.,
1991). Característicamente,debidoaun patróndiferentede glicosilación, la subunidadade
R-IOF-I encontradoen cerebroes algomáspequeñaquela de otros tejidos.Estosreceptores

de menortamañohansido descritosenneuronas,mientrasque el R-IGF-I presenteencélulas
de glia y endotelialessondel mismo tamañoque los aisladosen tejidosperiféricos(Burgess
y col., 1987, Shemery col., 1987, McElduff y col., 1988, Heidenreichy col., 1986). En
cultivos primarios de neuronas,ha sido demostradoque una vez unido el ligando a su
receptorse produceuna endocitosis y degradacióndel péptido (Nielsen y col., 1990),

probablementedesencadenandomecanismoscelulares semejantesa los descritosen otros
tejidos.En esteúltimo sentido,muy recientementeseha descritola expresióndel ARNm de
IRS-1 en SNC, localizándoseen neuronas(Baskiny col., 1994).

En cuantoa la presenciade IOFBPs en SNC, Binoux y col., (1981) fueron los

primerosque las describieronen explantesde tejido nervioso.Más tardeseha comprobado
quetantoel LCR comoel parénquimanerviosopresentanIOFBPs,pudiendoser sintetizadas
tantopor astrocitoscomopor neuronasen cultivo (Clemmons,1991). Aunque en distintas
cantidadesy presentandodiferentespatronesde distribución, la expresiónde los ARNm de
varias IGFBPshansido localizadasen distintos derivadosde la placaneural (Rosenfeldy

col., 1988; Stenversy col., 1994; Bach y col., 1993; Bondy y Lee, 1993b; Brar y
Chernausek,1993; Oreeny col., 1994). Al igual queen otros tejidos,en el SNC las IGFBPs
podríanmodulary dirigir las accionesbiológicasde los IGFs.

2.2. Distribución de IGF-I y R-IGF-I en SNC
Cultivos celulares,tanto neuronascomoneuroglia, son capacesde producir IOF-I-

inmunoreactivo(-IR; Kiess y col., 1984; Ponsy Torres-Alemán,1992). Estudiosrealizados
in vivo también han demostradola presencia de IGF-I en SNC. Análisis de las

concentracionesde IGF-I en extractosácidos de SNC de mamíferoshanmostradoque el

bulboolfativo, hipotálamo,cerebeloy cortezacerebralson las áreascerebralesque presentan
un mayor contenidode IOF-I-IR (Saray col., 1982; Yamaguchiy col., 1990). Respectoa
los estudiosinmunocitoquimicos,los resultadospresentadoshastael momentono son muy

homogeneos.El primer estudiodetalladode la localizaciónde IOF-I en SNC adulto fue
realizadopor Noguchiy col. (1987)dondeencontrabanun grannúmerodeneuronaspositivas
para IGF-I en numerosasáreasdel cerebroanterior, a excepciónde la cortezacerebral.
PosteriormenteHanssony col. (1988b), tras administraciónde colchicina a ratasadultas,

únicamentehallan inmunoreactividadparaIGF-I en las motoneuronasdel astaanteriorde la
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médulaespinaly en célulasde Purkinje del cerebelo.Más recientemente,García-Seguray

col., (1991) encuentran inmunoreactividad para IGF-I en SNC adulto en células
ependimarias,eminenciamedia, y algunasneuronasdel núcleoarcuato,mientrasquetrasla
administración de colchicina numerosas áreas presentabanIGF-IR. Si bien la
inmunoreactividadparaIGF-I en SNC adultoha sidolocalizadaprincipalmenteenneuronas

y ependimocitos(Anderssony col., 1988; Hanssony col., 1988b; García-Seguray col.,
1991), duranteel desarrolloy lesionestambiénes detectadaen célulasgliales(Anderssony

col., 1988; Hanssony col., 1988b; García-Segura.,1991; Komoly y col., 1992; García-
Estraday col., 1992).

En cuanto a la expresióndel ARNm de IOF-I en SNC, las distintas técnicas

empleadashanmostradonotablesdiferenciasen los resultadosobtenidos.Mediantetécnicas

deNorthernblot algunosautoreshansidocapacesde detectarexpresióndel ARNmde IGF-I
en tejidos nerviososen desarrollo(Lund y col., 1986; Ballottí y col., 1987), sin que otros
autoresfuerancapacesde detectaríaenel adulto (Lowey col., 1987).Mediantela aplicación
de técnicasde hibridación más sensiblesque el Northernblot, como es el ensayo de
protecciónde ribonucleasas,seha demostradoque neuronasy célulasde glia en cultivo, así

comoextractosde cerebro,expresanel ARNm de IGF-I (Rotweiny col., 1988). En SNC
adulto losnivelesde expresiónmásaltoscorrespondennconla médulaespinal,bulboolfativo

y cerebelo(Rotwein y col., 1988). Sinembargo,la aplicaciónde técnicasde hibridacionitt

situ hanmostradoque la expresióndel gende IGF-I esmuy bajay restringidaamuy pocas
áreas.Werthery col. (1990)describieronporprimeravezla localizaciondel ARNmdeIGF-
1 en el cerebrode rata adulta, dondelos tránscritosfueronhalladosúnicamenteen el bulbo
olfativo, hipocampoy cerebelo.Sin embargo,estudiosde hibridación in situ posteriores
(Bondy, 1991) no hanreproducidolos resultadosanteriores.En esteúltimo trabajo,la señal

de hibridaciónpara el ARNm de IOF-I en SNC adulto se localizabaen bulbo olfativo,
cortezapiriforme, colículos superiores,oliva superiory célulasde Purkinje del cerebelo.
Mientras que en el adulto los tránscritosdel gende IGF-I detectadospor hibridación in situ

son observadosen muy pocas áreas,duranteel desarrollosu distribución es mucho más

amplia,localizandoseprincipalmenteen neuronas(Bondy, 1991;Bartletty col., 199la,b;Lee
y col., 1992b).

Los primerosestudiosde distribuciónde R-IOF-4en SNC de roedoresy humanosse
realizaronmediantetécnicasautoradiográficasde unión de ligando marcado.Estos trabajos
mostraronlas densidadesmás altasde receptoresen plexoscoroideos,eminenciamediae
hipófisis y niveles más moderadosen bulbo olfativo, hipocampo,cerebeloe hipotálamo
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(Bohanony col., 1986; Lesniak y col., 1988; Araujo y col., 1989; Matsuo y col., 1989;

Bassasy col., 1989; Ademy col., 1989; Kar y col., 1993b). Debidoa que el SNC también
expresaotras moléculascon afinidad por IOF-I, los resultadosobtenidosen los estudios
autoradiográficosde unión de ligando marcado puedanreflejar, ademásde R-IOF-I,

receptoresde IOF-II, de insulinae IGFBPs.La aplicaciónde técnicasde hibridaciónitt situ

usandosondascomplementariasal ARNm de R-IOF-I elimina las posiblesreaccionesde
cruce entreR-IGF-I y otrasproteínasligadorasde IGF-I.

Recientementehansido publicadosvariosestudiosde localizacióndel ARNmde R-
IOF-I en SNC mediantetécnicasde hibridaciónitt situ (Marks y col., 1991; Bondyy col.,
1992). En general,estosestudiosestánen concordanciaconlos trabajosde autoradiografia

de receptores,aunquelas diferenciasmásnotablessehallaronen áreashipotalámicas,más
concretamenteen la eminenciamedia. Por otra parte, mientrasque tanto neuronascomo
células de glia en cultivo presentanR-IGF-I y suARNm (Shemery col., 1987; Baron-Van

Evercooreny col., 1991), los estudiosde hibridaciónitt situ muestranqueel ARNm delR-
IGF-I se localiza fundamentalmenteen somasneuronales.

2.3. Regulaciónde la expresiónde IGF-I y R-IGF-I en SNC

En SNC la expresiónde IOF-I y la de su receptores altamentereguladaduranteel
desarrollo(Rotweiny col., 1988;Bondy, 1991; Bachy col., 1991a,b;Garcia-Seguray col.,
1991). Aunque R-IGF-I es regulado durante el crecimiento, en el adulto se expresa
abundantementeen muchasáreasdel SNC (Marks y col., 1991; Bondy y col., 1992). Por
el contrario, la expresiónde IOF-I experimentauna dramáticadisminución al llegar a la

madurez(Bondy, 1991; Garcia-Seguray col., 1991.), siguiendo patronesde expresión
específicospara cada región del SNC (Bach y col., 1991a,b). En épocaspostnatales

tempranasseobservaun máximoen la expresiónde IGF-I, principalmenteen zonasdonde
persistela neurogénesisy dondeseoriginala sinaptogénesis(Bartletty col., 1991a,b;Bondy,

1991).
Comomencionamosanteriormente,OH estimula la síntesisde IOF-I en múltiples

tejidos. En SNC no esta del todo claro esta acciónde OH sobre la producciónde IGF-I
endógeno(Adamo y col., 1991a). Sin embargo,existen varios estudiosque apoyanesta
hipótesis. Existe una dependenciadel ARNm de IOF-I por OH en cerebrode ratones
deficientesen OH (Mathewsy col., 1986). La hipofisectomíareducela expresióndel IOF-I

hipotalámico, la cual es restauradatras administraciónsubcutaneade OH (Wood y col.,
1991). Porúltimo la administraciónintracerebroventricular(icv) de OH tambiénincrementa
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los niveles de expresiónde IOF-I en cerebro (Hynes y col., 1987). Otras hormonas

circulantes como son glucocorticoidesy hormonastiroideas tambiénparecenregular la
expresiónde IGF-I en tejidos nerviosos,al menosen cultivos primarios (Adamo y col.,
1988; Binoux y col., 1985). Ademásciertos factoresde crecimientopuedenmodular los
nivelesde IGF-I célulasnerviosascultivadas(Ponsy Torres-Alemán,1992).

Dentro del SNC diversostipos de lesionespuedeninducir la expresiónde IGF-I y de
su receptor(Hanssony col., 1988a;Komoly y col., 1992; Lee y col., 1992a; García-Estrada

y col., 1992; Yamaguchiy col., 1991; Kar y col., 1993a).En algunoscasosel significado
de esta regulación es la de actuar como un factor trófico para la supervivenciay
mantenimientode las célulasnerviosas(Oluckmany col., 1992).

Recientementeha sidodescritala presenciadeIOF-I y suARNm endiversostumores
cerebrales(gliomas, estesioneuroblastomay oligodendrogliomas).A diferenciadel tejido
cerebralnormal, donde pricipalmente se encuentraARNm del IGF-Ia, los tránscritos
encontradosen tumorescorrespondiana las dos especiesde IGF-I, IGF-Ia e IGF-Ib. La

presenciade IGF-I en tumorescerebralesjunto a la expresióndiferencialde susARNm ha
sugeridounaparticipaciónautocrinao paracrinade estefactor en el crecimientocelulardel
tumor (Sandberg-Nordqvisty col., 1993).

2.4. Accionesde IGF-I enSNC
Al igual que en otros tejidos, las accionespropuestasde IGF-I en SNC podrían

agruparsedentro de tres categorias: i) accionestróficas, u) accionesmetabólicasy iii)
accionesespecializadasespecificasdel tejido nervioso:neuromodulación.

Existenevidenciasexperimentalesqueapoyanaccionesde IGF-I en SNC paracada
unade estastrescategorias.Estepéptidono es el único mensajeroquímicoal cual sele han
atribuidopapelesfuncionalestan diferentescomosonel trofismo y la neuromodulación.Si

revisamosla bibliografía encontraremosque, bajo ciertascircustancias,neurotransmisores

clásicos como son GABA o serotonina y hormonas péptidicas como la hormona
adrenocorticotropa(ACTH) o la hormonaestimulantede los melanocitos(MSH) pueden
actuarcomoseñalesreguladorasdel crecimiento(Lauder, 1993;Redburny Schousboe,1987;

Strandy col., 1991). Por otro lado, factoresde crecimientocomoel EOF puedenejercer
accionesneuromoduladoras(Plata-Salamán,1991). Estos datos parecenindicar que los

mensajerosquímicos del SNC pudieranno teneruna total rigidez en el tipo de acciones
funcionalesque pudieranejercer.

De nuevo y del mismo modo que en otros tejidos, IGF-I en SNC pareceejercer

18



Introducción

algunasde sus accionesinteraccionandocon otros factores de crecimiento.De todos los
factoresde crecimientopresentesen el SNC, el NGF y el FGFhansido los dosfactoresmás
estudiadoshastael momentoen relacióna sus interaccionescon IGF-I (Ang y col., 1993;

Werther y col., 1993; Pons y Torres-Alemán,1992; Torres-Alemány col., 1990b; Mill y
col., 1985; Recio-Pintoy col., 1984; Fródiny Gammeltoft, 1994).

El IGF-I comofactor neurotrófico.

El sencillotérminode neurotrofismoenglobatodaunaseriede complejasy diferentes

accionesen las quese incluyensupervivencia,división, desarrolloy diferenciaciónde las
célulasnerviosas,asícomoel mantenimientoy la regeneraciónde lasmismas.En losúltimos
años se han realizadosnumerososestudios in vitro (lineas celulares donadas,cultivos
primarios, explantes,etc.) e iii vivo de tejidos nerviosos,demostrandoque IOF-I ejerce

diversasaccionesen el crecimiento y desarrollode célulasnerviosas.Estos trabajoshan
permitido considerara IGF-I como un importantefactor neurotrófico, tanto duranteel
desarrollocomoen edadesadultas.

La supervivenciade una seriede neuronasy célulasde glia en cultivo requierela

presenciade dosisbajasde IGFs o dosisaltasde insulina (Ekstrómy col., 1993; Aizenman
y de Vellis, 1987; Torres-Alemany col., 1990a;Becky col., 1993; Werthery col., 1993;

Torres-Alemany col., 1992; Haselbachery col., 1989; Recio-Pintoy col., 1986; Hughes
y col., 1993; Schumachery col., 1993), muy probablementepor la interacciónde estos

péptidoscon el R-IOF-I (Mastersy Raizada,1993). La activaciónde R-IGF-I promueveel
crecimiento celular, incluyendo la inducción de la síntesis de ácidos nucléicos y de
mitogénesis(Lenoir y Honegger,1983; Shemery col., 1987;DiCicco-Bloomy Black, 1988;
Saray Carlsson-Skwirut,1988; McMorrisA y Dubois-Dalcq,1988).

La administraciónde IGFs o insulinaen cultivos de neuronaspromuevela formación
de neuritas y un incrementoen los niveles del ARNm de tubulinas (Ang y col., 1993;
Fernyhoughy col., 1993; Mill y col., 1985; Recio-Pintoy col., 1986; Recio-PintoeIshii,
1988; Fernyhoughy col., 1989). Debido a que los IOFs son requeridoscomofactoresde

supervivenciaparaestostipos celulares,en ocasioneses difícil establecersi los efectosen
la formaciónde neuritassondiferentesde los de supervivencia.

Además de jugar un papel en la supervivencia, división y formación de
prolongacionesen célulasneurales,IOF-I tambiénparticipaen procesosde diferenciación.

IGF-I esun factor diferenciadorparaprecursorescatecolaminérgicosen culivo (Xue y col.,
1988).En la lineacelularSH-SY5Y,procedentede neuroblastomahumano,IGF-I promueve
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la diferenciaciónde estasneuronasdisminuyendolos niveles del ARNm del factor de
transcripciónasociadocon la proliferaciónc-myc y aumentandola expresióndel gende la
proteínaasociadaa los conosde crecimiento-43(GAP-43; Palmany col., 1991; Sumantran

y Feldman,1993).
IGF-I promueveel desarrollode las célulasde glia en cultivo, fundamentalmentede

oligodendrocitos(McMorris y col., 1986; vanderPal 1988).La uniónde IGF-I asureceptor
(Masters y col., 1991) induce diferenciaciónde las células de glia no diferenciadasen

cultivo, principalmente, hacia oligodedrocitos(McMorris y col., 1988) e incrementalos
niveles de la proteínabásica de la mielina (Sanetoy col., 1988). Durante estadosde

malnutrición disminuyen los niveles circulantes de IGF-I (Thissen y col., 1994),
produciéndoseunabipomielinizacióndel cerebroenperiodoscríticosdel desarrollo(Wiggins,

1982). Estos trabajosapuntabanhacia un importante papel de IGF-I en el desarrolloy
producciónde mielina de los oligodendrocitos.Más recientementese ha podido comprobar
la implicaciónde IGF-I en fenómenosde mieliizaciónitt vivo. Porun lado, Komoly y col.

(1992) demostraronun incrementoen la síntesisde IOF-I y su receptore,en astrocitosy
oligodendrocitosrespectivamente,en animalessometidosa desmielinizaciónexperimental.
Por otro lado, ratonestransgénicosparaIGF-I presentanun cerebromayorquelos controles
y un importante aumentoen la cantidad de mielina, sin estarmodificado el número de

oligodendrocitos(Carsony col., 1993).
Variosautoreshan relacionadoa los IGEsconfenómenosde sinaptogénesis.Durante

la sinaptogénesisdel músculoesqueléticoseproduceun incrementoenlos nivelesdel ARNm
de IOF-II delmúsculo,disminuyendoduranteel períododeeliminaciónde sinápsis.Posterior

denervacióndel músculo induce expresiónde IGF-II, al tiempo que se forman nuevas
sinápsis(Ishii, 1989). La aplicación exógenade IGF-I en músculo duranteel períodode
eliminaciónde sinápsisprevieneel descensode las OAP (Caroni y Becker, 1992).

En cuantoal posiblepapel fisiológico de IOF-I en lesionesy regeneracióndel SNC,
los principales sistemasestudiadoshan sido las neuronasmotorasespinalesy la corteza

cerebral.IOF-I previenela muerteneuronale incrementala actividadde la acetiltransferasa
de motoneuronasen cultivo. Itt vivo reducela muertede neuronasmotorastantodurantela

muerteprogramadadel desarrollocomoenaxotomíay seccionamientode la médulaespinal.
También es capaz de incrementarla ramificación de las placas motorasy de originar
regeneración,la cuales inhibidapor la perfusiónde anticuerposcontraIGF-I. Todo ello ha
conducidoa proponera IGF-I como posible tratamientoterapeúticoen afeccionesde las

neuronasmotoras(Lewis y col., 1993; Ishii y Marsh, 1993; Glaznery col., 1993; Hansson
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y col., 1988a;Caroni y Grandes,1990; Sjobergy Kanje , 1989). Comomodelo de lesión
de la cortezacerebralseha utilizado la isquemialocal. Tras la lesión, variosautoreshan
demostradoque las áreasdañadascontienennumerososastrocitosque sintetizanIGF-I.

Ademásde incrementarsela expresiónde IGF-I, se induce la expresiónde IGF-II, de los
receptoresde ambosIGFs y la de las IGFBPs2,3,4 y 5. La administraciónicv de IGF-I
exógeno, despuésde originar la lesión, reducela muerte neuronal, sugiriendoque este

péptidopodríatenerun potencialuso terapeuticoen lesionesdel cerebro(Gluckmany col.,

1992; Klempt y col., 1992; Beilharzy col., 1993; Leey col., 1992a>.
Un posiblepapel de IGF-I en lesionesdel SNC tambiénha sidopropuestoparaotras

áreas,comoesel casodel hipocampo(Yamaguchiy col., 1991; García-Estraday col., 1992;
Kary col., 1993a).

El IGF-I como neuromodulador
A diferenciade los abundantesestudiosrealizadosproponiendoun posible papel

neurotróficode IGF-I enSNC, un reducidonúmerode trabajossugierenque IGF-I participe

en fenómenosde neuromodulación.
El primerestudio dondese implicó aIGF-I en la regulaciónde la neurotransmisión

fue realizadopor Nilsson y col. (1988). Estosautoresencontraronque IOF-I estimulabala
liberación de acetilcolina evocada por potasio en rebanadasde corteza cerebral.
Posteriormente,el mismo grupo demuestraque el tripéptido aminoterminalde IOF-I, OPE,

potenciala liberaciónde acetilcolinaen cortezacerebraly de dopaminaen estriado,pudiendo
unirsea los receptoresde glutamatodel tipo NMDA (Saray col., 1989). Finalmente,estos

autoresobservanque la liberación de la acetilcolinaesestimuladapor IGF-I(1-7o) y más
potentementepor OPE, pero no por des(1-3)-IGF-I(Nilsson-Hakanssony col., 1993). Los

autoresproponenqueapartir de un únicoIGF-I<1-70),por procesamientoposttranscripcional,
seoriginendes(1-3)-IGF-Iy GPE,estandoel primerpéptido implicadoenfenómenostróficos,
mientrasqueGPE lo estaríaen neuromodulación(Saray Carlsson-SkiwirutC, 1990).

Otros grupos han descrito que IGF-I también puede reducir la liberación de

acetilcolinaen rodajasde hipocampo(Araujo y col., 1988) y disminuir la actividad de la
enzimacolinaacetiltransferasaencultivosde estriado(Brassy col., 1992). Referenteaotros
neurotransmisores,IOF-I disminuye la liberación de GABA inducidapor glutamatoen el
cerebelo(Castro-Alamancosy Torres-Alemán,1993). Por último, se ha demostradoque

des(1-3)-IGF-Iejerce una potente acción inductora en la producción del neuropeptidoY
(Barneay col., 1993b).
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El mecanismopor el cual IGF-I puedeejercer sus accionesneuromoduladorases

desconocido.Nilssony col. (1988) en un principio propusieronque el efectodel péptido

3sobrela liberaciónde acetilcolinapudieraestarrelacionadocon la aperturade canalesde
Ca2+. En este sentidoha sido demostradoque IOF-I incrementalas corrientesde Ca2 en

neuronascultivadasde la lineaNxO (Kleppischy col., 1992).El incrementoenlas corrientes
de Cal* pudieraestarrelacionadoconlos efectosneuromoduladoresdelpéptido,o inclusocon

aquellosotrospromotoresdel crecimiento.

El IGF-I como regulador del metabolismo.
En cultivosprimariosdecélulasastroglialeso neuronas,se ha demostradoque IGF-I

escapazde incrementarla expresiónde transportadoresde glucosaen ambostipos celulares,
peroúnicamenteestimulala incorporacióndeglucosay los nivelesde glucógenoen astrocitos

(Wernery col., 1988; Dringeny Hamprecht,1992).

2.5. IGF-I en sistemasneuroendocrinos
IGF-I ejerceun control en la síntesisy liberaciónde OH, LH, FSH, prolactinay el

péptido intestinal vaasoactivo(VIP) hipofisarios (Melmed, 1989; Monta y col., 1987;
Yamashitay Melmed, 1986; Goodyery col., 1986; Kanematsuy col., 1991; Lara y col.,
1994),ademásinhibe la liberacionde OH inducidapor el factor de liberaciónde OH (GRF;
Ceday col., 1987). Varios autoreshanpropuestoqueel IGF-I del SNC, másconcretamente
el hipotalámico,puedeinfluir la liberaciónde OH (Berelowitzy col., 1981; Tannenbaumy
col., 1983). Sin embargo,másrecientementeseha sugeridoqueel reguladorcentralde OH

seriaIGF-II y no IGF-I (Spencery col., 1993).
A nivel hipotalámico, IOF-I modifica la liberación de somatostatina(SOM)

(Berelowitz y col., 1981) y de la hormonaliberadorade LH (LHRH; Hiney y col., 1991)

y regulalos nivelesde los ARNm de SOM y GRF (Satoy Frobman,1993).
Estas accionesde IGF-I sobre hormonas hipofisarias y factores de liberación

hipotalámicos,junto con la abundanciay localizaciónde R-IOF-I en el eje hipotálamo-

hipofisario,ha permitidoproponerun posiblepapel neuromoduladory/o neuroendocrinodel
IGF-I hipotalámico(Berelowitzy col., 1981; Tannenbaumy col., 1983; Woddy col., 1991;

Sato y Frohman,1993).

De las accionesreguladorasde IOF-I sobre hormonashipofisariasy factores de
liberación hipotalámicos, la inhibición de la síntesis y liberación de GH es el mejor
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establecidoy seinterpretacomoun posiblecontrolderetroalimentaciónnegativoejercidopor
IOF-I (Melmed, 1989).

En basea la accióninhibidorade IOF-I sobreOH, junto con la posibleimplicación
del IGF-I hipotalámico,nos propusimosestudiarla posibleregulacióny participacióndel
IOF-I central en situacionesde disminución de la secreción de OH, como son el

envejecimientoy diabetesmellitus.
Con el envejecimientose producenimportantesalteracionesen el eje GH-IOF-I,

disminuyendola síntesisy liberaciónde OH, IOF-I (Coheny col., 1992; López, 1994) y de
los dos factoreshipotalámicosque principalmentecontrolanla liberaciónde OH: SOM y

ORE (Sonntagy col., 1986; Sonntagy col., 1981; Hoffmany Sladek1980; Morimoto y col.,
1988; Sonntagy col., 1990; Wang y col., 1993; DeGennaroy col., 1989; Deslauriersy
col., 1991).

Por otra parteseconoceque la administraciónde estreptozotocina(STZ) provocala
destrucciónselectivade las células13 delpáncreas,originandoun modelodediabetesmellitus

dependientede insulina (Rakienteny col 63, Kim y Steinberg84). El déficit de insulina
circulante, así como la hiperglucemiainducida, causanimportantesdesajustesfuncionales.

Una de las modificaciones originadas en este modelo de diabeteses la alteración del
crecimiento(Gonzálezy John1985), acompañadade unanotabledisminuciónen la síntesis
y secreciónde 01-1, así como de su respuestaal 01ff (Oonzálezy John 1985; Tannenbaum

1981; Ndon y col., 1992). Además,se produceunadramáticadisminuciónde la expresión
de IGF-I y su ARNm en órganos periféricos, la cual es independientede los niveles
circulantesde la OH (Faginy col., 1989; Olchovskyy col., 1991) y dependienteencierta
medidade glucocorticoides(Untermany col., 1993).
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Objetivos

Considerandola posible acciónautocrinay/o paracrinade IGF-I en el SNC y su
relacióncon el sistemaneuroendocrino,los objetivos iniciales de la presentetesis

fueron los siguientes:

1. Analizar la localizacióncelular del péptido IGF-I y su ARNm en el SNC de la rata
adultamediantela aplicaciónde técnicasinmunocitoquimicasy de hibridaciónin situ.

2. Analizar la localizacióncelular del ARNm de R-IGF-I en el SNC de la rata adulta
empleandotécnicasde hibridaciónitt sitie.

3. Examinar la posible regulación de IGF-I en áreasconcretasdel SNC durante

situacionesde disminuciónde la secreciónde GH. Comomodelosexperimentalesse
eligieronel envejecimientoy la diabetesmellitus. Modelosconunadisminuciónde
los niveles de OH bienestablecidaen la rata.

4. Estudiarel posiblepapel funcional de IGF-I en aquellosmodelosque evidenciaran
unaregulaciónde la expresióndel péptido.
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Materialesy Métodos

1. TEJIDOSUTILIZADOS

En la realizaciónde estatesis sehanempleadotejidosprocedentesde las siguientes
especies:
1) Ratasadultas(ambossexos)de la cepaWistarde 7-8 semanasy 26-32mesesde edad.II)

Ratonesmacho adultosde la cepa Balb/C de pesocomprendidoentre20-25 gr. Ambas
especiesde roedoresfueroncriadosen la colonia del Instituto Cajal (CSIC, Madrid). Los

animalespennanecieroncon aguay comida ad libitum bajo condicionescontroladasde
temperatura(22±20C)y humedad(48±2%).El ciclo diario fue de 12 horasde luz y otras
12 horas de oscuridad. III) Monos macho adultos de la especieMacaca mulata. IV)
Humanosvarones,de edadescomprendidasentrelos 65 y los 75 años,sin evidenciaalguna
de enfermedadescerebrovasculareso neurodegenerativas.

Parala localizacióny manipulaciónde las distintasáreascerebralesseemplearonatlas
esteretáxicosdel SNC de rata (Paxinosy Watson,1982), ratón (Broadwell y Bleier, 1977)
y mono (Szaboy Cowan, 1984).

2. PRODUCCIONDEL ANTISUERO a-IGF-I
El antisueroempleadopara la detecciónde IGF-I seobtuvopor la inmunizaciónde

conejosneozelandesescon IOF-I(
170) recombinantehumano(Bachem)ligado a albúminade

suero bovino (BSA, Sigma) con carbodiimida (Abraham y Gover, 1991). Se hicieron

reaccionar1.7 mg de IGF-I con2 mg de BSA en 4 ml de tampónfosfato (PB) 0.05 M pH
7.6 en presenciade 16 mg de carbodiimida. La reacciónse llevó a cabo a temperatura

ambientedurante24 horas.
La suspensiónde IOF-I-BSA se aplicó a los conejos por múltiples inyecciones

subcutáneasrepartidaen dosdosis.En la primeradosis,el IOF-I ligado (0.5 mg por animal)
semezclóconadyuvantecompletode Freund(Difco) en proporción1/1 (y/y) y con4mg por
conejode Mycobacteriumtuberculosis(Difco). Además,cadaconejorecibió 0.5 ml de una

suspensiónde antígenode Bortadellapertussis(Difco) via subcutanea.En la segundadosis,
cadaconejorecibió 0.4 mg de IOF-I ligado a BSA, mezcladoen proporción 1/1 (y/y) con

adyuvanteincompletode Freund(Difco). Los conejosse sangraronperiódicamente(10-30
ml de sangrecada4 semanas)a partir de los 30 díasdespuésde la segundainyección.

3. TECNICAS BIOQUIMICAS
3.1. Radioinmunoensayode IGF-I
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Materialesy Métodos

3.1.1.Cálculode la capacidady especificidaddel antisuero
El suero obtenido en cadasangradose tituló haciendoreaccionar100 gl de cada

diluciónde antisuerocon100 gl de IGF-I-I’~ (5.000cpmaproximadamente),100 ~ilde suero

normalde conejoaunadiluciónfinal 1/1200(Calbiochem)y tampónde ensayo(700gl). La
precipitaciónde los complejosantígeno-anticuerposerealizóempleandoun segundoantisuero
(ARGO, antigaminaglobulina de conejo obtenidoen cabra,Calbiochem)a dilución final

1/240.
Cuandoel título (dilucióndel antisueroa-IGF-Ique ligó el 50%delIOF-I-I’25) decayó

por debajode 1/10.000(dilución final) los conejosfueronreinmunizadoscon unadosisde
0.4 mg de IGF-I por conejomásadjuvanteincompletode Freund(1/1, y/y).

La especificidaddel antisueroa-IGF-I sedeterminóanalizandola capacidadde otros
péptidosparacompetirconIOF-I-I’25 por los sitios de uniónal anticuerpo.Seensayaron27

péptidosdiferentes,algunosde ellos estructural,anatómicao funcionalmenterelacionados
con IGF-I: proinsulina, insulina (Bachem), IGF-II (Lilly), neurofisina 1, neurofisina II
(Sigma), arginina-vasopresina(AVP), oxitocina (OT), GRF

143 de rata, GRF129humano,

GRF1~ humano, SOM 14, SOM 28, VIP, hormona liberadora de hormona
adrenocorticotropa(CRiH), calcitonina, honnonaparatiroidea,pentagastrina,neurotensina,
polipéptido pancreático,colecistoquiina,LHRH, 13-encefalina,gastrinaIP, bradiquinina,

substanciaP, glucagóny MSH (Bachem).Solucionesinicialesde 100 ¡xg/ml de cadaunode

estospéptidosen ClH 0.001 N sediluyeronsucesivamenteen tampónde ensayohastauna
concentraciónde 100 pg/ml. Se realizaroncurvasstandardde IGF-I como se describirá
posteriormentey otras27 curvasstandardempleandocadauno de los péptidosanterioresa
concentracionesde 100 pg/ml a 100 gg/ml. Las condicionesdel ensayofueronlas habituales

parael radioinmunoensayo(RIA) de IGF-I.

3.1.2. lodaciónde IGF-I
El mismo IGF-I (Bachem)conel que fueroninmunizadoslos conejosse iodó por el

método de Greenwoody col. (1963)a temperaturaambiente.Paraello, 5 ¡~g del péptidoen

50 M
1 de PB 0.5 M, pH 7.6 sehicieronreaccionarcon 1 mCi de NaI’~ (actividadespecífica

17 Ci/mg, New EnglandNuclear)en presenciade 10 ¡4 de unasoluciónfrescade Cloramina
T (0.25 gg/gl en PB 0.01 M, pH 7.6, Merck). La incorporaciónde Jl25 a la moléculade
IGF-I se paró a los 30 segundospor adiciónde 100 ji1 de unasoluciónde albúminabovina

cristalina(BSAc) al 5% en PB 0.01 M, pH 7.6.
La mezclaseaplicóa unacolumnade 1 x60 cm de SephadexG-50 fmo (Pharmacia),
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parasepararel IGF-I-I’~ del 1125 libre y de la BSAc-I’~. La columnafue equilibraday eluida
conel tampónde PSA, recogiendofraccionesde 1 ml. Paradiferenciarel IGF-I-I’25 del 1125

se realizó una precipitación de proteínascon ácido tricloroacético (TCA). Para ello a
alícuotasde 50 jil de cadafraccióneluidase les añadió1 ml de soluciónde TCA al 10% y
250 jil de BSAc al 0.5% en aguadestilada.Los precipitadosobtenidospor centrifugacióna
2.500 rpm durante 10 minutos se cuantificaronpor contaje de centelleo liquido. Las

fraccionescorrespondientesal IOF-I semezclaron,sealicuotarony seconservarona -200C.
Inmediatamenteantes de su utilización en el PSA, cada fracción se recromatografió
empleandola mismacolumna.La actividadespecificadel IGF-I-I’~ fue lSOjiCi/jig.

3.1.3.Protocolode radioinmunoensayo
Parala curvastandardseutilizó unasolución inicial de JOF-1 en CIR 0.001 N, de

la que seprepararonalícuotasde 10 ng/ml en tampónde ensayoqueseconservarona-200C.

Las concentracionesde IOF-I en la curvafueronde0.156,0.312,0.625, 1.25, 2.5, 5, 10,
20, 40 y 80 ng/ml. Todas las dilucionesserealizaronen tampónde ensayoque consistióen
PB 0.05 M pH 7.6, EDTA 0.025%,0.1% BSAc, 0.1% AzNa.

El antisueroa-IGF-I se empleó a una dilución inicial de 1/1.500 (dilución final
1/15.000).La preparaciónde IGF-I-I’25 se empleó a razónde 5.000 cpm/tubo. El suero

normalde conejo (Calbiochem)seempleóaunadilución final de 1/1.200.La precipitación

de los complejos antígeno-anticuerpose realizó por el método del segundoanticuerpo,
utilizandounaantigammaglobulinade conejoobtenidaen cabra(Calbiochem)a unadilución
final de 1/240. La preincubacióncon el antisueroa-IGF-I fue de 24 horas a 40C. La
incubaciónposteriorconIGF-I-I’25 fue de 24-48 horas.Todo el procesose realizóen hielo.

Los precipitadosfinales secolectaronpor centrifugacióna 3.000 rpm durante60 minutosa
40C.

Cadaconcentraciónde la curvastandardsepipeteópor triplicadoy las muestraspor

duplicado,neutralizandolaspreviamenteconcantidadesequimolaresde NaOH o por dilución
enel tampónde RIA. Todaslas muestraspertenecientesal mismoexperimentose incluyeron

en el mismoensayo.
Los coeficientes de variación intra e interensayo fueron del 7% y 15%,

respectivamente.La sensibilidaddel PSA de IGF-I fue de 0.25 ng/tubo.

3.1.4.Procesamientodemuestras
Las concentracionesde IGF-I de suerosde ratafueronmedidospor el PSAde IOF-I
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previa extracción ácida. Las muestras fueron acidificadas y eluidas en columnas
cromatográficasde fase reversa(Sep-pakC18, WatersAssociates),separandode estemodo

el IOF-I de sus BPs.

3.2. Westernblot
Para la realizacióndel Westernblot se usó una electroforesisunidimensionalpara

proteínasen gel de poliacrilamida con SDS al 0. 1%. El tampón de carga para la

electroforesisfueTris-ClH pH 6.8 5OmM, SDSal 4%, Glicerol al 20%, 2-fl-mercaptoetanol
al 6% y azul de bromofenolal 0.002%. El gel separadorse preparóal 14% a pH 8.8 y el
concentradoral 6% a pH 6.8. Lasmuestrasse mantuvieronen aguaaebullición durante2-3
minutos para facilitar su solubilización. Se corrierontresmuestras,unacon proteínasde

pesosmolecularesconocidos,otra con 1 jig de IGF-J(170)(Bachem)y una terceraconun 1
jig de IGF-II (1-67) (Lilly). Las muestrasfuerontransferidasaunamembranade nitrocelulosa
conun tamañode porode 0.22gm (Millipore) medianteun HoefferTrans-Blotcelí a200mA
(80 V) durantedos horas a temperaturaambienteen el tampón 25 mM Tris, 192 mM
glycine, 20% (y/y) metanol. El pasode las muestrasde los geles a la membranafue

verificadopor el pasode las proteínasde pesosmolecularesconocidos(preteflidas),asícomo
tiñendoel gel de poliacrilamidadespuésde la transferenciacon azulde coomassie.

Unavez completadala transferencia,las membranasfueronincubadasenunasolución

debloqueoqueconteníaun 20% de suerofetal deterneray un 5 % de lechedesnatadalíquida

en tampónTBS (Tris-HCl 50 mM apH 8.0, NaCí 150 mM, Tween-20al 0.05% (y/y)),

duranteunahoraen agitaciónatemperaturaambiente.Lasmembranasfueronincubadascon
el antisueroa-IGF-I diluido 1:400 duranteuna nochea 4

0C en TBS con un 5% de leche

desnatadalíquida. Los inmunoblotsfueron procesadosusandoinmunoglobulinasde cabra
conjugadasconfosfatasaalcalinageneradascontraconejo (pico Blue TM Immunoscreening
kit, Stratagene)segúnlas indicacionesdel fabricante.

3.3. Radioinmunoensayode vasopresina

3.3.1. Caracteristicasdel antisuero
Se utilizó un antisuero, previamente descrito (Sánchez-Francoy col., 1986),

desarrolladoenconejoscontraAVP sintéticaligadaatiroglobulinabovinaconglutaraldehido,
el cual no presentareacción de cruce con OT, neurofisinas,ni con IGF-I. Unicamente

presentareaccióncruzadaconarginina-vasotocina,no presenteen mamíferos.
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3.3.2. lodaciónde vasopresina
La AVP se iodó por el métodode Greenwoody col. (1963) a temperaturaambiente.

15 gg de AVP sintética(Bachem)en 50 ¡¡1 de PB 0.5 M, pH 7.6 se hicieronreaccionarcon
0.6 mCi de NaI’25 (actividadespecífica17 Ci/mg, New EnglandNuclear)enpresenciade 10
jil de una solución fresca de Cloramina T (1 gg/jil en PB 0.05 M, pH 7.6, Merck). La
incorporaciónde 1125 a la moléculade AVP se paró a los 15 segundospor adición de 100 ¡4

de unasoluciónde albúminabovina cristalina(BSAc) al 25% en PB 0.01 M, pH 7.6. La
mezclaseaplicóa unacolumnade 1 x60 cm de SephadexG-25 fino (Pharmacia)paraseparar
la AVP-I’25 del 1125 libre y de la BSAc-1125. La columnafue equilibraday eluidacon un
tampón de ácido acético0.1M con BSA al 0.125%, recogiendofraccionesde 1 ml. Las

fraccionescorrespondientesa AVP semezclaron,repartieronen alícuotasy seconservaron
a -20<. Inmediatamenteantesde su utilizaciónparaPSA, cadafracciónse recromatografió

empleandola mismacolumna.La actividadespecíficade la AVP-I’~ fue 15OjiCi/jig.

3.3.3. Protocolodel radioinmunoensayo
Parala curvastandardse utilizó unasolución inicial de AVP en ClH 0.001 N, de la

que seprepararonalícuotasde 10 ng/ml en tampónde ensayoque seconservarona -20<.
Las concentracionesde AVP en la curva fueronde 0.97, 1.95, 3.9, 7.81, 15.62, 31.25,

62.5, 125, 250y 500 pg/ml. Todaslas diluciones se realizaronen tampónde ensayoque
consistióenPB 0.025M pH 7.5, EDTA 0.25%, 0.25%BSAc, 0.1% AzNa. El antisueroO-
AVP se empleóa unadilución inicial de 1/40.000(dilución final 1/400.000).El restodel
protocolodel PSAdeAVP fue el mismo queel de IGF-I. Los coeficientesde variaciónintra
e interensayofueron 8% y 13% respectivamente.La sensibilidaddel PSA de AVP fue de

0.7-1 pg/tubo.

3.3.4.Procesamientode muestras

El contenido de AVP en distintas áreascerebralesse determinó mediantePSA,
descritoanteriormente(Sánchez-Francoy col, 1986). Bloques queconteníanhipotálamosy
fragmentos de cerebro anterior (libres de estructurashipotalámicas), así como las
neurohipófisisy adenohipófisisfueronhomogeneizadosen ácido acético1 M, calentadosen

agua en ebullición durante5 mm y centrifugadosdurante25 mm a 17.000 rpm. Los
sobrenadantesfueron recogidosy almacenadosa -800C hasta su utilización. Las muestras

fueron acidificadas y eluidas en columnascromatográficasde fase reversa(Sep-pakC
18,

WatersAssociates).
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3.4. Valoración de proteínas
Las proteínasse cuantificaronpor el método de Lowry (1951) en alícuotaspor

duplicado de SOgí de extractoscelulares despuésde sonicar, hervir y centrifugar las
muestras.Para la curva standard se empleó una solución acuosade BSAc (Sigma) de

lmg/ml.

3.5. Análisis estadísticode datos
Para la comparaciónestadísticade las concentracionesplasmáticasde IOF-I entre

animales deshidratadosy controles, se utilizó el test t de Student, comprobándose

previamentela distribuciónnormal de los datos medianteel test de Kolmogorov-Smirnov.

Para la comparaciónestadísticade los niveles de AVP en el experimentode
administraciónde antisueroÓ-IGF-I i.c.v., se usó un análisis de varianzade doble vía,
previa comprobaciónde la normalidadde las distribucionesy de la homogeneidadde las
varianzasmedianteel test de Cochran.Cuandoel ANOVA revelóefectossignificativos, se
aplicó el test de Scheffécomopruebaparala comparaciónde las mediasa posteriori.

3.6. Ensayo de protección de ribonucleasas
Medianteestatécnicaseanalizaronlos nivelesdel ARNm de IGF-I en hipotálamos

de ratascontrolesy deshidratadas.La cantidadde ARN total hibridadafue de 33 pg.
El ADNc de IGF-I (Lowe y col., 1988) estabainsertoen el vector pGEM-3, y fue

linearizadocon la enzimade restricciónHind III. Se construyóuna ribosondaen sentido
inverso, segúnla técnicadescritapor Lowe y col. (1987),utilizando 32aP-UTPy la ARN

polimerasaT7. El ensayomostrabados fragmentosprotegidosprincipalesde 376 (IGF-Ib)
y 224 pb (IGF-Ia) (Lowe y col., 1988).

La hibridaciónde cantidadesidénticasdeARN total de los dosgruposexperimentales
se realizó bajo condicionesya descritas(Lowe y col., 1987), a 450C, durante14-18 horas,
en unasoluciónqueconteníaformamidaal 75%, Tis-ClH 80 mM, EDTA 4mM, CíNa 1.6

M, SDS0.4% y 6x10’ cpm de la ribosondamarcada.Después,seprocedióa la digestióncon

40 mg/ml de ARNasa-Ay 2 mg/ml de la ARNasa-Tí(Lowe y col., 1987). Los fragmentos
protegidosfueronextraidoscon fenol-cloroformo, precipitadoscon etanol, y sometidosa
electroforesisengeldesnaturalizante(poliacrilamida8%/ureaSM). Posteriormente,los geles
se autorradiografiaronen placas de rayos X a -80<, durante 20 días, y usando dos

amplificadoresde señal.Lasseñalesobtenidasenla autorradiografiafueroncuantificadaspor
densitometríay se expresaronen unidades densitométricasarbitrarias. En cada gel se
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incluyeron,ademásde las muestras,la ribosondanativa(sin incubar,en dilución variable),
la ribosondadigerida sin AiRNasas(diluida antes de la aplicación en el gel), ARNt de

levadurahibridado con ribosonda(control negativo) (Shemery col., 1992), y pBR332,
digerido con Mspl, comomarcadorde pesomolecular (Biolabs, New England,USA).

4. TECNICAS HISTOQUlMICAS
4.1. Fijación y preparaciónde los tejidos

Con el objeto de preservarla estructurade los tejidos así comola de los diferentes
antígenosque contienen,todos los tejidos a los que se les aplicaron las distintas técnicas
histoquimicasfueronfijados. El tipo de fijación dependiódel tipo detejidoutilizado asícomo

del estudio a desarrollar. Con el objeto de eliminar la influencia de las variaciones
hormonalescircadianasen las distintassituacionesexperimentalesestudiadas,los animales
fueronsacrificadossiempredurantelas primerashoras de la mañana.

En general, para estudios de localización, los animales fueron anestesiadosy

perfundidoscon solucionesfijadoras.Bajo los efectosdel anestésico(Equitesin2.5 ml/kg
intraperitoneal,JansenLab) se insertóunacánulaatravésdel ventrículoizquierdoen la aorta
ascendente,por la quese hizo pasarprimeramenteun PB salino(PBS) seguidode 500 ml de
la solución fijadora, siendoparaformaldebídoal 4% en PB 0.1M pH 7.4 paraestudiosde

microscopiaóptica, y añadiendoglutaraldehídoal 0.1% a la solución anterior, para los
estudiosde microscopiaelectrónica.Posteriormenteseextrajeronlos diferentesórganosa
estudiar(cerebro, hipófisis, hígadoo riñón), se cortaronen bloquesy se postfijaron por
inmersión en la misma solución fijadora (exceptoel glutaraldehido)durante3-4 horas a
temperaturaambiente.

En el análisis de tejidos humanos,los cerebrosfueronextraídosduranteautopsias
(transcurriendode 4 a 6.5 horasdesdeel momentode la muerte)parasu posteriorfijación.
Los cerebrosfueronfijados por perfusióndel órganoconparaformaldehídoal 4% entampón

borato,pH 9.0 y pequeñosbloquessepostfijaronen el mismo fijador durante4 horas.
Parael estudiodurantecondicionesde estrésexperimentalseprocedióa la fijación

de los tejidosmedianteinmersiónen solucionesfijadoras,conla finalidad de evitarel posible

estrésproducidoduranteel procesode la anestesiao de la perfusión. Los animalesfueron
decapitados,los tejidos a estudiarfueronextraídosy cortadosen pequeñosbloquesen los 3
primeros minutos despuésde la decapitación,para evitar la posible degradaciónde los

péptidosa estudiar.Inmediatamentefueronsumergidosen la soluciónfijadoraparaestudios
de microscopiaóptica. Los bloquessemantuvieronen estasolucióndurante72 horasa 40C.
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Tras la fijación de los tejidos, en todos los casos de estudios a nivel óptico, los

bloques se crioprotejieron mediante su inmersión en sacarosa al 30% en PB O. 1M a 4<

durante toda una noche con agitación continua.

Paralos estudiosde microscopiaópticaseobtuvieronseccioneshistológicasde 30-40

gm y de 7-12 jim de espesormediantela utilizaciónde un micrótomode congelación(Lcitz)
o de un criostato (Reichert-Jung), respectivamente. Para microscopia electrónica los bloques

fueronrapidamentecongeladospor inmersiondurantepocos segundosen nitrógenoliquido
y traspasados inmediatamente en PB a 4<, posteriormente se obtuvieron secciones

histológicas de 4OMmde espesor mediante un vibratomo Lancer.

4.2. Inmunocitoquimica
Para la detección de los distintos antígenos estudiados se utilizaron los suiguientes

anticuerpos y

fluorescencia

col., 1992).

seaplicarontécnicasinmunocitoquimicasconperoxidasas(Sterberger,19791),
indirecta (Coons, 1958) y de doble marcaje (Levet y col., 1986; Rubinstein y

Anticuerpos

contra

IGF-I,,

IGF-I

AVP

AVP

OT

SOM

GRF

galanina

calbindina
LNGFR

ACTH,I 24>

c-Fos

Generados en

conejo

conejo

conejo
conejo

conejo
conejo

conejo

conejo
raton

raton

conejo

conejo

Codigo

FL-5 1089

UB3-189

AB937
AB911

1125
C 8666

ME2O.4
AB902

Dilución de trabajo

1/400-1/1000’
1/200-1/500”

1/1000’
1/5000’

1/3000’

1/3000’
1/3000’

1/2000’

1/2000’

l/lO00f 1/50001
1/50’

1/8000’

1/1500’

Procedencia

H. Ramón y Cajal

NIH

H. Ramón y Cajal

ChemiconInt.
Chemicon mt.

H. Ramóny Cajal

H. Ramóny Cajal

Hammersmith H.

Sigma

Worcester
Chemicon Int.

Curran y Morgan, 1985

inmunomarcaje para

“, inmunomarcaje para
microscopia de luz.

microscopia de fluorescencia.
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4.2.1.Métodode peroxidasa-antiperoxidasa
En los estudios de microscopia óptica, las secciones histológicas fueron incubadas

durante 30 minutos en H202 al 0.3% (y/y) en PBS (con tejidos humanos se añadió metanol

al 10%). Las secciones fueron lavados intensamente con PBS y se preincubaron en suero

normal de la especie animal donde se desarrolló el anticuerpo secundario (cabra o conejo)

diluido al 3% durante 30 minutos, con secciones humanas se empleó suero fetal de ternera

al 10%. Todos los sueros y anticuerpos específicos fueron diluidos en PBScon Tritón X-100

(PBST) al 0.2% y los lavados se realizaron únicamente con PBS. Las incubaciones con los

anticuerpos primarios se realizaron durante toda una noche a 4< en agitación (con tejido

humano se añadió suero fetal de ternera al 1 %). Tras la noche de incubación las secciones

fueron lavadas e incubadas con un antisuero de cabra o de conejo frente a ininunoglobulinas

(IgG) de conejo o de ratón (Sigma, ICN) diluido 1:50 o 1:10 durante 1 hora a temperatura

ambiente. Una vez lavados los cortes, se incubaron con un complejo peroxidasa-

antiperoxidasa (PAP) desarrollado en conejo o en ratón (Sigma, ICN) diluido 1:1.000 en

PBST durante 1 hora y 30 minutos. Tras varios lavados los cortes se incubaron en una

solución de tetrahidrocloruro de 3,3’ diaminobencidina al 0.06% (DAB, Sigma). Después de

10 minutos, se añadió 11202a la solución de DARa una concentración final de 0.003%. La
reacción se paró mediante lavados con PBS. Las secciones fueron montadas sobre

portaobjetos cubiertos por gelatina al 0.5%, deshidratadas y montadas en resma Danimar.

Para estudios de microscopiaelectrónica,el inmunomarcajeserealizó del mismo modoque
paramicroscopiaóptica, exceptoqueno seutilizó H202 en los pretratamientos, ni detergentes
en las incubacionesde los sueros.Despuésdel reveladode la inmunoreacción,las secciones

fueron lavadasen PBS durante 1 hora y postfijadasen tretróxido de osmio al 1 % en PB

0.1M pH 7.4, duranteotra hora. Las seccionesfueron deshidratadasen alcoholes(en el
alcohol al 70% se añadióacetatode uranilo al 1%), montadasen portaobjetoscon resma
DurcupanACM (Fluka), cubiertasconcubreobjetosde plásticoy polimerizadasdurantetres
díasa 56<. Las seccionesfueron reincluidasen cápsulasde plástico en Durcupan. Se
obtuvieronseccionesultrafinas, semontaronen rejillas cubiertaspor Formvary se tiñeron

con citrato de plomo.
Como controlesinmunocitoquimicosse incubaronseccioneshistológicasomitiendo

el antisueroprimarioo remplazandoloconconcentracionesequivalentesde sueropreinmune.

La especificidaddel antisueroFL-51089 fue verificadamediantela incubaciónde secciones
histológicas con el antisuero previamente preadsorbidocon 1.45 gg/ml de IGF-II-7o
recombinantehumanoduranteuna noche a 4<. Además,se compararonlos resultados
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obtenidoscon el antisueroFL-51089 con los obtenidosutilizando otro antisueropoliclonal
contraIOF-l (UB3-189).

4.2.2. Métododel complejo avidina-biotina
Algunas de las reaccionesinmunocitoquimicasfueronrealizadascon la técnicadel

complejoavidina-HRP-biotinilada(ABC). Paraello se siguió el mismoprotocoloque para
el desarrollode la PAP hastael lavado despuésde la incubacióndel antisueroprimario,

seguidamentelas seccioneshistológicasfueron incubadasconIgGs desarrolladasen cabra
contraIgOs de conejoo ratónconjugadasconbiotina (Vector) a unadilución 1/100 enPBST

duranteunahora. Despuésde lavarlas secciones,estasfueronincubadasenel complejoABC
(VectastainElite kit, Vector)disuelto en PBST durante1 horay 30 minutos. El protocolo
del reveladofue el mismo que para la PAP.

4.2.3. Intensificacióndel producto de reacción
Una vez adheridaslas seccionesa los portaobjetos,pero manteniéndosehúmedas,

fueronintroducidasen unacámaracontetróxido de osmioal 1% en PB 0.1M pH 7.4 de tal
modo que únicamente recibieran los vapores del osmio. Transcurridos de 30 segundos a 2

minutosse lavaronconPBS y semontaroncon resmaDammar.

4.2.4.Método de fluorescenciaindirecta
Despuésde la incubaciónconlos anticuerposprimarios, traslos lavadosconPBS,las

seccionesfueronincubadasconIgOs a-conejoo a-ratóngeneradosen cabraconjugadoscon

tetrametilrodaminao isotiocianatode fluoresceinarespectivamente(TRITC, FITC; Sigma)
diluidos 1:40 - 1:80 durante una hora a temperaturaambiente. Las seccionesfueron
intensamentelavadasen PBS y montadasen portaobjetosen glicerina:PBS(1:9).

4.2.5. Doble marcaje en cortes seriados
Parala demostrarla coexistenciade dosantígenosdiferentesen la mismacélula se

emplearoncortes seriadosde 7jim. Cada uno de los cortes adyacentesadheridos a

portaobjetosgelatinizadosseincubóconun antisueroprimario diferentey serevelómediante
la técnicade la PAP.

4.2.6. Doble marcaje en la misma sección
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4.2.6.1. Utilización de dos cromógenosdiferentes

Seutilizaronseccionesde 3Ogmde espesor.Parala visualizacióndel primerantígeno
seusó la técnicadel ABC. Unavez reveladala peroxidasadel complejo ABC, las secciones
inmunoteflidas con el primer anticuerpo primario fueron lavadas intensamente en PBS e

incubadasconel segundoanticuerpoprimario, siguiendoel mismoprotocoloqueen la PAP
hastalos lavadospreviosal revelado.Las seccionesfueronlavadas5 vecesen PBS 0.01M

pH 6.8 e incubadasen unasoluciónde diclorurode benzidina0.01% (Sigma)y nitroprusiato
sódico0.025% (Sigma)en el mismotampón.Transcurrido10 minutosseañadióH202 auna

concentraciónfinal de 0.0015%,la reacciónfue detenidalavandolas seccionesconPBS pH
6.8. El controlde la posiblereacciónde cruce entreambosmarcajesfue realizadoincubando
ambas veces con el antisuero contra el primer antígeno. Este tipo de técnica fue

especialmenteútil, principalmente,en los casos en los que para localizar dos antigenos
diferentes,únicamentese disponíade antisuerosgeneradosen las mismasespecieshuésped,
ya que el productode la inmunoreaccióndelcomplejoABC proveeunacompletaprotección
de las IgOs unidasfrente el segundoanticuerpo.

4.2.6.2. Utilización de dosfluorescentesdiferentes

Este tipo de técnicaúnicamentesepudo emplearen los casosen los que sedisponía
de anticuerposcontraantígenosdiferentesgeneradosen distintasespecieshuéspedes.Para

la visualizacióndel primer antígenousamosla técnicade inmunofluorescenciaindirectacon
TRITC o conFITC. Lasseccionesinmunoteñidasconel primeranticuerpoprimario fueron
lavadasintensamenteen PBSe incubadasconel segundoanticuerpoprimario. Estesegundo
anticuerpoprimario fuevisualizadoempleandode nuevola inmunofluorescenciaindirectacon
un anticuerposecundarioconjugadoa unamoléculafluorescentedistintade la empleadaen

la deteccióndel primer antígeno.El control de la posible reacciónde cruce entreambos

marcajesfue realizandolas incubacionesomitiendoalgunode los anticuerposprimarios.

4.3. HIBRTDACION IN SITU

4.3.1. Preparación de tejidos
Para los experimentosde hibridación in sitie se fijaron por perfusión ratasadultas

macho, los cerebrose hipófisis fueronextraídos,postfijados y crioprotejidosen sacarosa
comose describió anteriormente.Los tejidos fueroncongeladosen isopentano(enfriadocon
nitrógeno liquido) y almacenados durante 24-48 horas a -80<. Se realizaron cortes de 10 gm

a -20
0Cenun criostato,las seccionesserecogierondirectamenteenportaobjetospreviamente

cubiertospor poli-L-lisina (Sigma). Los corteshistológicospermanecierona 43< al vacio
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5 minutosy otros30 minutosen fijador. Posteriormentefueronlavadosen PBS, acetilados

en anhídridoacético al 0.25% en tampónTEA, fijados una vez más durante5 minutos,
lavadosen PBS y deshidratadosen un gradientede alcoholes.Una vez secospor completo,
los portaobjetosfueronalmacenadosa -800Chastasu posteriorhibridación.

4.3.2. Preparación de sondas
El ADNc de IGF-I estabainserto en el vectorpGEM-3 (Lowe y col., 1988) y fue

linearizado con Hind III. La sonda de ARNede R-IGF-1 se sintetizó a partir de un inserto
de ADNc subclonadoen el vector pGEM4 (Ullrich y col., 1986; amablementecedidopor

el Dr. Santos),el plásmidofue linearizadocon la enzimade restricciónPvuII. Los ARNc

de IGF-I y R-IGF-I fueronsintetizadospor transcripción iii vitro usandoUTP marcadocon
355(1.200Ci/mnol; New EnglandNuclear),generandosesondasconunaactividadespecífica
de 1.2±O.2x109cpm/ggARN. La reacciónde transcripciónse realizó incubandoljig de

ADNc linearizado con 7.5U de ARNpolimerasa 17 durante 4 horas a 300C, con el 50% de

la polimerasaañadidadespuésde 2 horas. La reacciónse finalizó incubandocon DNasa-I
durante 10 minutos a 37<. La mezcla de reacción fue precipitada en etanol absoluto en

presenciade ARNt de levadurasy diotiotreitol.

4.3.3. Hibridación
Las seccionesfuerondescongeladasy rehidratadasen 2xSSC. La prehibridacióne

hibridación se realizaron según el método previamente descrito por Mellstróm y col 1991.

El tratamientode posthibridaciónfue el siguiente: 15 minutos en SSCx2 a temperatura
ambiente,30 minutosa 37< conRNasaA (30 ¡íg/ml), 4 lavadosde 15 minutosen SSCx2

a 500C y 4 lavadosde 15 minutosa 500 en SSCxO.1 con B-mercaptoetanol14 mM. Las
seccioneshistológicassedeshidrataronconetanolal 50, 70 y 90% conacetatoamónico0.3M

y por último, fueronexpuestasa placasfotográficas(AmershamB-max) durante40 días o

a unaemulsiónfotográfica (KodakNTB2)durante60 días.Comocontrolde hibridaciónno
específica,seccionesadyacentesfueronpretratadasconRNaseA antesde la hibridacióncon
la sondade ARN antisentido.MedianteNorthernblot seha demostradoqueestasondano

poseecruce con el receptorde la insulina(comunicaciónpersonaldel Dr. A. Santos).

4.4. Doblemarcajehibridaciónja situ-inmunocitoqufmica
Despuésde realizar los lavadosde la hibridación in sitie, los portaobjetosfueron

lavadosen PBS e incubadoscon los antisuerosprimarioscorrespondientes(Ó-c-Fosy
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AVP). La técnicainmunocitoquimicaaplicadafue la de la PAP, anteriormentedescrita,con
la modificaciónde no tratar las seccionesconperóxidode hidrógenocomopretratamiento.
Tras el reveladode la inmunotinción los portaobjetosfueron deshidratados,secadosy
expuestosa unaemulsiónfotográficaNTB2 durante40 días.

4.5. Contratinciones
Algunos portaobjetoscon seccioneshistológicasprocesadaspara inmunocitoquimica

o parahibridaciónin sitie fueron teñidas con violeta de cresilo o con tionina para una mejor

identificaciónde los elementosmarcados.

4.6. Análisis estadísticode los datos
Parala semicuantificaciónde los nivelesde ARNmdel R-IGF-I en el experimentode

deshidrataciónse contaron los granos de plata reducidade la hibridación in sitie sobre
neuronasmagnocelularesde los núcleos hipotalámicos supraóptico (n= 85 células) y
paraventricular(n= 24 células)de seccioneshistológicasprocedentesde animalescontroles

(n=6 secciones)y deshidratados(n=8 secciones).Se aplicó un análisis de la varianza
seguidode el test de significaciónde Bonferrom.

5. MODELOS EXPERIMENTALES

5.1. Administración de colchicina
A un grupode animales,48 horas antesde ser sacrificados,se les administró75 gg

de colchicinadisueltaen 10 ji
1 de PBSen el ventrículolateral derecho.Las coordenadasde

las inyeccionesfueron: antero-posterior-0.8 mm, medio-lateral-1.6mm, dorso-ventral-3.5

mm (desdela superficiede las meninges),estasfueroncalculadassegúnel atlasestereotéxico
de Paxinosy Watson(1982). Comocero estereotáxicose usó el bregma.El planoutilizado
(barra de los incisivos a -3.3 mm) incluía la línea interaural y era paralelo a aquel que

contieneel bregmay al lamda.

5.2. DiabetesMellitus
Ocho ratas macho (200-250 gr) fueron inyectadas con una única dosis de

estreptozotocina(STZ, Sigma;60 mg/kg) disueltaen el momentode suutilizaciónen 0.25

ml de tampóncitrato, PH 4.5. Ocho ratascontrol recibieronun volumenigual del vehículo.
La inducciónde la diabetesfue definidapor la apariciónde glucosuria(Keto-Diabur-Test
5000, BoehringerMannheim),glucemiaen sangre(Glucostix, Bayer), pérdidade pesoy
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poliuria el tercerdía despuésde la administraciónde la STZ. Todos los animalesfueron
mantenidosseis semanascon aguay comida ad libitum. Tras seis semanaslos animales
fueron anestesiados,se tomaronmuestrasde sangrey orina paracontrolar la glucemiay
glucosuriay finalmentefueronperfundidos.

5.3. Estimulaciónosmótica
Se emplearondos modelosde deshidratación,uno agudo y otro crónico. Para el

modeloagudolos animalespermanecieron24 horasantesde sersacrificadosconNaCíal 2%
en sus bebederosy con libre accesoa la comida. En el modelo crónico los animales

permanecieronconun régimenintermitentedeaguasaladaduranteseisdías(Shermany col.,
1988). En esteúltimo modelosemantuvoalas ratasconNaCíal 2% en los biberonesdesde
las 16 horas hastalas 10 horasy las restantesseishorascon aguanormal. Comocontroles

se tomaronratascon accesoa aguanormaldurantelos mismostiempos.Para los estudios
de histoquimicalos animalesfueronperfundidos,mientrasque paralos bioquímicosfueron

decapitados.

5.4. Preñez y lactancia
Ratashembraadultasvirgenesenel estadode estro(n=4), preñadasen el día 21 de

la gestación(n=3) y lactantesen el día 10 de lactacióncon 8 críascadauna(n=3) fueron

perfundidasparael posterioranálisisinmunocitoquimicode sushipotálamosy neurohipófisis.
En el momentode sacrificar los animalesdel segundogrupo, dos de ellos habíanparido

algunosmomentosantes.

5.5. Estrés agudo por inmovilización
Doce ratasmacho(200-250gr) fueronusadasen esteexperimento.El grupo control

(n=4) fue decapitadoinmediatamentedespuésde sacar los animales de sus cajas. Los

animalesposteriormenteestresadosfueroninmovilizadosmediantesu introducciónen conos
de plásticoque restringíantotalmenteel movimiento(Orr y col., 1990) durante15 minutos

(n= 4) o 45 minutos (n = 4), inmediatamentedespuésfueron sacrificados. Los tejidos a
estudiarfueronrápidamenteintroducidosen solucionesfijadoras.
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5.6. Administración de antisuero a-IGF-I icv
Se purificaron IgGs a partir de antisueroPUS1089 (Ac-IGF-I) y suero normal de

conejo (NRS) en columnas de 1.5x30 cm de Dietilaminoetil-celulosa(DEAE-celulosa;
Whatman Ltd), equilibradasy eluidas con PO4 0.01M pH 7.6 a temperaturaambiente.
Previamente,los suerosse dializaron frente al mismo tampón durante48 horas a 4<
aplicándose1 ml en cadacolumna.Serecogieronfraccionesde 1 mí, seleccionándoselasque
conteníanlas IgGs por su máximaabsorcióna 280 nm, que se liofilizaron y congelarona -

20< hastasu utilización.
A 13 ratasmachoselesadmiistróen el ventrículolateral 15 jil de IgGs purificadas

de FL-5 1089 (el equivalentea 50gl de antisuero).Otras tantasfueroninyectadascon IgGs
purificadasde NRS (el equivalentea 50 ji

1 de suero).Transcurridas24 horasdespuésde la
administración,un grupo de ratas inyectadascon a-IGF-I (n= 7) y otro con NRS (n= 7)
fueron deshidratadas(NaCí al 2% en agua), sacrificándosepor decapitación24 horas

después.
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Resultados

1. DISTRIBUCION DE IGF-I Y SU RECEPTOR EN SNC ADULTO
1.1. Distribución del péptido IGF-I en SNC
1.1.1.Caracterización del antisuero cr-IGF-I
Análisispor RÍA

En los estudiosde PSApresentadosen estetrabajose empleóel antisuerocodificado

como FL-51089 a una dilución final de 1/15.000.Como se muestraen la figura lA, la
concentraciónde IGF-I necesariaparadesplazaren un 50% la unión inicial del IGF-I-I’25 al
antisuerofue de5 ng/ml. El coeficientede variaciónintraensayofue de] 7% y el coeficiente

de variación interensayodel 15%.
La especificidaddel antisuerofue demostradapor la ausenciade reacciónde cruce

frente a 27 péptidosensayados:IGF-II, proinsulina (Fig. lA), insulina, neurofisina1,
neurofisinaII, AVP, OT, GRF

143de rata,GRF129humano,GRF1~humano,SOM 14, SOM
28, VIP, hormonaliberadorade hormonaadrenocorticotropa(CRH), calcitonina,hormona

paratiroidea,pentagastrina,neurotensina,polipéptidopancreático,colecistoquinina,LHRJ-I,
B-encefalina, gastrmna IP, bradiquinina, substancia P, glucagón y MSH. Ninguno de estos

péptidosdió reaccióncruzadaconel antisueroFL-51089 ni aúna concentracionestan altas
como 1 jig/ml.

Análisispor Westernblot

Despuésdel reveladode la fosfatasaalcalina de la membranadel inmunoblot, se

observóqueel antisueroFL-51089, a la concentraciónde 1:400, fue capazdereconocerlpg
de IGF-1170 humanorecombinante.Sin embargono reconoció la mismacantidadde IGF-II
(Fig. iB).

Análisis inmunocitoquímico

Controles positivos.
Comocontrolespositivos seutilizaron el hígadoy el riñón de ratasadultastratadas

concolchicina.Estosórganospresentanun alto nivel de síntesisde IGF-I y su distribución

esbienconocida.En el hígado,la inmunoreactividadparaIGF-I se presentabadistribuidaen
los citoplasmasde los hepatocitos(datos no mostrados),mientrasque en el riñón, el
inmunomarcaje se observó focalmente en células de los tubos colectores y de las asas de

Henle de la médula renal (Figs 2C-E). Los resultados obtenidos estaban en concordancia con

la localizacióndel péptidoy de suARNmdescritapor otrosautores(Hanssony col., 1988b,

Anderssony col., 1990, Chin y col., 1992).

40



Resieltados

Controles de especificidad.
La incubaciónde corteshistológicosdel hipotálamode ratastratadasconcolchicina

y decerebeloshumanosomitiendoel antisueroprimarioo remplazandoloconconcentraciones

equivalentesde suero preinniuneno ofreció ningún tipo de inmunoreacción.Las mismas
áreasdescritasincubadasconel antisueropreviamentepreadsorbidocon 1.45jig/ml de IGF-
~ recombinantehumanoduranteunanochea4< mostraronunaausenciade inmunotinción
(Fig. 2). Además, incubacionesde seccionesde cerebeloshumanoscon otro anticuerpo

policlonal a-IGF-I (UB3-189) ofrecieron resultadosequivalentesa los obtenidoscon el
antisueroFL-51089 en el patrón de inmunomarcaje.Sin embargo, la intensidadde la
inmunotinción fue notablementemás débil utilizandoel antisueroUB3- 189 que con el FL-
5 1089.

1.1.2. Distribución de IGF-I en SNC
1.1.2.1.Distribución del péptido IGF-I en SNC de rata

En el SNC de ratasadultassin tratamientoprevio alguno, la inmunoreactividadpara

IGF-I fue observadaprincipalmenteen el cerebelo,y muy débilmenteen el hipotálamoy la

neocorteza.Tras 48 horas de la administraciónicv de colchicinano seapreciaroncambios
en el patrónde inmunomarcajedel cerebelo.Sinembargo,se observóun notableincremento
en la intensidad del marcaje para IGF-I en el hipotálamo y, en menor grado, en la

neocorteza.Aunquela administraciónde coichicinaindujo un incrementoen la intensidaddel
marcaje,en general,el patrónde distribuciónde los elementosquelo conteníanfue la misma

que en los animalesnormales.Sin embargo, la administraciónde colchicina produjo la
apariciónde célulasinmunopositivasen el complejohipocampal,principalmenteen el giro

dentado,sin que los animalesnormaleslas presentaran.

Localizaciónde IGF-I en cerebelo

La inmunoreactividadparaIGF-I fue detectadafundamentalmenteen las células de
Purkinje (Hg. 3A). Algunascélulasde Golgi de la capade los granostambiénpresentaban

productode reacción,aunquemuydébilmente(Fig. 3B). El productode reacciónpresentaba
un aspectodensoy granular(Figs 3C-F). En las célulasde Purkinjeel inmunoprecipitadose
encontró concentradoalrededorde losnúcleos,asícomorellenandodifusamenteel pericarion
(Figs 3C-F) y sus procesos dendriticos primarios en la capa molecular (Figs 3C,D). También

se detectaronalgunosaxonespositivos emergiendode la basedel somade las célulasde
Purkinje (Figs 3E,F). El vermis fue el áreadel cerebeloquemayor númerode célulasde
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Purkinjepositivaspresentaba.
Las neuronas de Purkinje inmunoreactivaspara IGF-I, identificadas con el

microscopioóptico, mostrabanlas caracteristicasultraestructuralestípicasde las célulasde
Purkinje (Peters y col., 1991). Presentabanun núcleo pálido y prominente,con una

membrananuclear profundamenteinvaginada (Fig. 4C). El núcleo estabarodeadopor
abundantecitoplasmarico en orgánulos, incluido el aparatosubcisternalde membrana
descrito por Rosenbluth (Fig. 4A). La superficie externa de la membrana plasmática del soma

celular,asícomola de susdendritasprimarias,estabanprincipalmentecubiertapor procesos

gliales. El producto de reacción denso a los electrones fue encontrado en cisternas del

retículo endoplásmico rugoso (Figs 4A,B) y muy ocasionalmente asociado con la membrana

nuclear (Fig. 4C) y cuerpos multivesiculares (Fig 4D). De modo característico, el

inmunomarcaje para IGF-J no se encontró en ningún caso asociado con el nucleoplasma, ni

con la superficieexternade las mitocondrias,ni con otros orgánulossubcelulares.

Localizaciónde IGF-I en hiDotálamo

En el hipotálamo,la inmunoreactividadparaIGF-I se observócomoun productode

reacción granular y difuso que ocupaba somas neuronales, sus procesos dendríticos, fibras
nerviosas y estructuras similares a terminales.

Las neuronas positivas para IGF-I se agrupaban principalmente en los núcleos

supraóptico y paraventricular (Figs 5). En el núcleo paraventricular las células
inmunoreactivasparaIGF-I correspondíana neuronasmagnocelulares(FigsSA,B). Neuronas

positivas para IGF-I también fueron detectadas en los grupos accesorios magnocelulares

(Peterson,1966), los cualesincluyen los núcleoscomisural anterior (Fig. 6A), circular,
fornicales anterior y posterior, retroquiasmático y el núcleo del fascículo prosencefálico

medial (datos no mostrados). Los grupos accesorios magnocelulares que presentaban IGF-I-

IR citados anteriormente, frecuentemente, se situaban a lo largo del curso de los axones de

las neuronas magnocelulares que se dirigen hacia la eminencia media (EM), a menudo en

asociación con pequeños vasos (Fig. 6B). Otras neuronas positivas para IGF-I fueron

encontradas en las áreas hipotalámicas anterior y lateral (Hg. 6A), preópticas medial y lateral

(Fig. 6C), los núcleos periventriculares preóptico y anterior (Fig. 6A) así como en el núcleo

de la estría terminal (Figs 6A,D).

Las fibras nerviosas y posibles terminales que contenían IGF-I-IR presentaban una

morfología varicosa y se localizaban principalmente en la zona interna de la EM(ziEM), y

en menor número, en la zona externa de la EM (zeEM; Fig. 7A). Fibras y posibles
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terminales inmunoreactivos también fueron observadas dentro de los núcleos periventricular

(recuadro en fig. 7C), paraventricular, comisural anterior y arcuato, así como en el
hipotálamo mediobasal lateral (Fig. 7C). La mayor densidad de fibras nerviosas y de posibles

terminales inmunoreactivos para IGF-I fueron detectados en la neurohipófisis (Fig. 7B),

mientras que únicamente una muy tenue inmunoreactividad fue observada en la adenohipófisis

(no mostrada).

Los somas hipotalámicos inmunoreactivos para IGF-I analizados a microscopia

electrónica mostraban las mismas caracteristicas ultraestructurales que las neuronas

magnocelulares neurosecretoras (Kalimo, 1971). Los somas presentaban un gran tamaño y
contenian un nucleo excéntrico con un prominente nucleolo. El citoplasma poseía un retículo

endoplásmico y un aparato de Golgi altamente desarrollado y, característicamente, un gran

número de gránulos de secreción de centro denso, fácilmente identificables por su estructura

y tamaño (1 S0-l9Opm). El precipitado del inmunomarcaje para IGF-I se detectó

ocasionalmente en el interior de algunas de las cisternas del retículo endoplásmico rugoso

(Fig. 8A) y del aparato de Golgi (Figs 8B,C). Algunos de los gránulos de secreción exhibían
IGF-I-IR en su interior (Fig. 9). Los resultados obtenidos fueron similares para neuronas

inmunoreactivas de los núcleos supraóptico y paraventricular. El producto de reacción del

IGF-I-IR no se encontró en ningún caso en asociación con otros orgánulos subcelulares ni

con su superficie externa.

Colocalizaciónde IGF-I conAVPy OT
En condicionesnormaleslas neurohormonasAVP y OT sonsintetizadasen diferentes

neuronas, formando dos poblaciones distintas (Vandesande y Dierickx, 1975; Mohr y col.,

1988). La distribución de somas inmunoreactivos para AVPy OT obtenida en este estudio

corresponde con la descrita con anterioridad (Sofroniew, 1985). Ambas neurohormonas se

presentaban en somas magnocelulares neurosecretores y en menor grado en neuronas

parvocelulares. En el núcleo supraóptico AVP-IR fue detectada principalmente en porciones

ventrales y mediales del núcleo, mientras que OT-IR se situaba en porciones dorsales y

laterales. En el núcleo paraventricular las neuronas que contenían OT-IR se extendían en

dirección rostrocaudal con localización anterior y ventromedial, rodeando un amplio grupo

de somas inmunoreactivos para AVP. Los núcleos magnocelulares accesorios (Peterson,

1966), fundamentalmente el comisural anterior, presentaban mayoritáriamente OT-IR. Otras

regiones hipotalámicas como son los núcleos de la estría terminal o el supraquiasmático

también presentaban somas inmunoreactivos. El núcleo supraquiasmático únicamente contenía
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AVP-IR.

Mediante la aplicación, de técnicas de doble marcaje, utilizando dos cromógenos

diferentes, cuyos productos de reacción difieren tanto en coloración como en el tipo de

precipitado (Fig. 10) se demostró que mayoritariamente las neuronas magnocelulares que

expresaban IGF-I-IR y las que contenían AVP-IR constituían poblaciones celulares diferentes

(Figs 1OA,C). Aunque en un bajo porcentaje, algunas neuronas coexistían IGF-I-IR y AVP-

IR (Fig. 1OE). El producto de reacción para IGF-I fue encontrado principalmente en cuerpos

celulares que contenían OT-IR (Figs 1 OB,D) distribuidos en los núcleos supraóptico,

paraventricular y accesorios magnocelulares. Muy ocasionalmente neuronas positivas para
IGF-I no presentaban OT-IR (Fig. 1OF), así como ciertas neuronas OTpositivas no contenían

IGF-I-IR (Fig. 100). En ningún caso se hallaron somas con IGF-I-IR en el núcleo

supraquiasmático. Mediante técnicas de doble marcaje en cortes seriados (Fig. 11) se

obtuvieron los mismos resultados que empleando dobles marcajes en la misma sección.

Localizaciónde IGF-I en neocorteza

La inmunoreactividadparaIGF-I se localizó en un reducidonúmerode neuronasde
tamaño medio, no piramidales, situadas aisladamente. Aunque la corteza somatosensorial fue

el área que contenía un mayor número de neuronas inmunomarcadas (Fig. 12), estas estaban

presentes en todas las áreas neocorticales. Las neuronas positivas se hallaban en las capas

corticales superficiales (11-1V) sin una distribución laminar concreta (Figs 12A-C). IGF-I-IR

se detectó como un tenue producto de reacción que ocupaba el soma neuronal y

ocasionalmente sus procesos dendriticos (Figs 12A-C). Los núcleos celulares siempre se

presentaron negativos. Anivel ultraestructural el producto de reacción únicamente fue hallado

en el interior de algúnas de las cisternas del aparato de Golgi (Figs 12D,E).

Localizaciónde IGF-I en la formaciónhivocamval

En los animales sin ningún tratamiento previo, la formación hipocampal en ninguna

ocasión presentó inmunoreactividad para IGF-1 (Fig. DA). 48 horas después de la

administración de colchicina se pudo observar la aparición de inmunoreactividad para IGF-I

en la formación hipocampal, principalmente en el giro dentado (Fgs 1 3B-E). Aunque el

inmunomarcaje se presentaba en ambos giros dentados, la intensidad del mismo fue mayor

en el lado ipsilateral a la inyección. Las células del giro dentado inmunoreactivas para IGF-I

aparecían en unos casos concentradas en grupos (Fig. 13B) y en otros dispersas (Fig. 13D).

La inmunoreactividad se localizaba en los citoplasmas de pequeñas células, aparentemente
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células granulares (Figs 13C,D).

1.1.2.2. Estudio comparadode la localización de IGF-I en el hipotálamo de otras

especies.

Con el objeto de confrontar los resultadosobtenidosen rata con otras especies,
realizamosun estudioinmunocitoquimicoenhipotálamosde ratón,áreadondeteníamosbien
caracterizadala localizaciónde IGF-I-IR. Además,ampliamosesteestudioen monos,con
el fin de obtener información referente a la posible presencia de IGF-I-IR en hipotálamo de

primates.

Localizaciónde ¡GEl en hipotálamode ratón

En general,la distribuciónde las célulasquecontenían IGF-I-IR correspondíacon
la descritaen la rata.Los somasinmunoreactivosparaIGF-I seencontraronprincipalmente
en los núcleos paraventricular (Fig. 14) y supraóptico.

Localizaciónde ¡GE-! en hipotálamode mono (Macacamulata)

Como se muestra en la figura 15 y de forma paralela a la establecida para los

roedores, en Macacamielata IGF-I-IR se encontraba contenido en neuronas magnocelulares

neurosecretoras hipotalámicas.

1.1.2.3.Distribución del péptido IGF-I en algunasáreas de SNC humano
La localización de factores tróficos en el cerebro humano constituye una primera

aproximación en el estudio de su posible implicación en procesos neurodegenerativos. En el

presente trabajo, el análisis realizado en cerebros humanos se limitó a aquellas áreas a las

que se tuvo disponibilidad y además presentaban un tiempo post-mortem corto, una buena

fijación y conservación del tejido. Además, con la finalidad de intentar definir subpoblaciones

neuronales y posibles relaciones con otros factores tróficos, realizamos algunos estudios de

colocalización.

Localizaciónde ¡GE-! en cerebelo

Después de realizar el procesamiento inmunocitoquimico de las secciones histológicas,

se observó que un intenso marcaje para IGF-I ocupando el soma, dendritas y axones de las

células de Purkinje (Figs 16) a lo largo de todas las regiones del cerebelo, incluidas arqueo,

paleo y neocerebelo. El producto de reacción se situaba en la mayor parte del arbol
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dendrídicode las célulasde Purkinje, incluso rellenandoalgunasde las espinasdendríticas

(Figs 16C,D). Los axones de las células de Purkinje tenían una morfología varicosa y

presentaban IGF-I-IR a lo largo de su curso. Ocasionalmente, la porción proximal de los

axones de las células de Purkinje exhibían balonamientos (torpedos axonales). Algunos de

estos axones presentaban una morfología arciforme (Fig. 1 6C) y contenían un intenso

marcaje para IGF-I (Figs 16C, 17A). También fue detectado IGF-I-IR en colaterales

recurretes de los axones de las células de Purkinje. La mayoría de estas estructuras formaban

plexos en la zona infraganglionica (Figs 1 7C-D) formando, en algunas ocasiones, cestos
alrededor de estructuras sin marcaje en la capa de los granos (Figs 17C,D).

Colocalizaciónde ¡GE-! con calbindinay LNGER

Conel objeto de averiguarsi las neuronaspositivaspara IGF-I podríanrepresentar
una subpoblación de las células de Purkinje realizamos un estudio de dobles marcajes para

IGF-I y calbindina,ya que estaúltimaproteínaes consideradacomoun marcadorde todas

las célulasde Purkinje(Scotti y Nitsch, 1992).Por otro lado,enbaseala posibleinteracción
entredistintos factorestróficos, realizamosdoblesmarcajesparaIGF-I y el receptorde baja
afinidad para NGF(LNGFR) con el objetivo de analizar posibles relaciones anatómicas.

Los resultados obtenidos utilizando anticuerpos contra calbindina fueron acordes con

estudios anteriores en humanos (Scotti y Nitsch, 1992). Las células de Purkinje mostraban

un intenso inmunomarcaje para calbindina en sus somas, dendritas y axones de modo

uniformepor todo el cerebelo(Figs 18B,D,19A,B).
El patrón de inmunomarcaje para LNGFRfue el mismo que en descripciones previas

en humanos (Mufson y col., 1991). Unicamente, algunas de las células de Purkinje

presentabaninmunoreacciónpositiva.El productode reacciónteníaun aspectogranularque
ocupaba principalmente y característicamente la periferia del núcleo celular, y en menor

grado dendritas y axones (Figs 19C-E).

Los doblesmarcajesinmunocitoquimicosrealizadosdemostraronque, en general,la

poblaciónde célulasde Purkinjepositivaspara IGF-I erahomogénea.Analizandosecciones
en diversas áreas corticales se comprobó que la gran mayoría de células de Purkinje que

expresabancalbindina-IRtambiéncontenianIGF-I-IR (Figs 18, l9AB). Por otra parte se

observóque la mayorpartede célulaspositivasparaLNGFR tambiéneraninmunoreactivas
para IGF-I (Figs 19C-E). Sin embargo, tan solo algunas células de Purkinje que expresaba
IGF-I-IR no contenia inmunoreactividad para LNGFR(Fig 19C,D).
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Localizaciónde ¡GE-! en la neocortezasomatosensorial

En la corteza somatosensorial humana, muy ocasionalmente se encontraron neuronas

positivas para IGF-I. Dichas neuronas se localizaban en capas superficiales (1-111; Fig. 20A).

En contraste con el escaso número de somas con inmunoreactividad para IGF-I, se detectaron

numerosas fibras nerviosas inmunoreactivas, principalmente en las capas profundas (Figs
20C, D). Tanto las capassuperficiales(Fig. 20B) como la substanciablancade la corteza
cerebral, también presentaban fibras nerviosas con marcaje positivo.

1.2. Distribución del ARNm de IGF-I en SNC

Duranteel primerperíododel desarrollode la presentetesis,antesde comenzarlos

estudios de expresión génica empleando técnicas de hibridación in sitie, aparecieronalgunas
publicaciones en las que se describía la localización del ARNmde IGF-I en SNC(Werther
y col., 1990; Bartlett y col., 1991a,b; Bondy, 1991). Una vez comenzado a trabajar con las

técnicas de de hibridación iii sitie, realizamos hibridaciones para el ARNmde IGF-I con la

finalidad de tener a punto las técnicas. Analizando la expresión de IGF-I en el SNCde rata
adulta, obtuvimos resultados muy similares a los descritos por Bondy (1991). En general, en

SNC de rataadultala expresióndel ARNm de IGF-I eramuy bajay estabarestringidaaunas
pocas áreas. Principalmente encontramos tránscritos para IGF-I en el bulbo olfativo, corteza

piriforme (Fig. 21A) y células de Purkinje de cerebelo (Fig. 21B). Debido a la semejanza

entre nuestros resultados referentes a la expresión del ARiNm de IGF-I en SNCcon los de

otros autores, no seguimos realizando experimentos de hibridación con el ARNmde IGF-I

que fueran encaminados a describir su distribución en SNCen condiciones basales.

1.3. Distribución del ARNm de R-IGF-I en SNC de rata
Al comienzo de estos experimentos la distribución de R-IGF-I en SNC había sido

estudiada mediante técnicas autoradiográficas con ligando marcado. Unicamente una

publicación describía la distribución regional de la expresión del ARNmde R-IGF-I en el

SNC, aunquecontécnicasbioquímicasdehibridaciónlíquida (Baron-VanEvercooreny col.,
1991). Al tiempo que finalizábamoslos experimentosde distribucióndel ARNm de R-IGF-I
en SNC de rata, fueronpublicadosdos trabajosque describíandicha distribución(Marks y

col., 1991; Bondy y col., 1992). En general, nuestros resultados fueron equiparables a los

descritos por Marks y col. (1991) y Bondy y col. (1992). Sin embargo, algunas diferencias

fueron observadas.

La especificidadde los resultadosobtenidoscon la sondadel ARNc de R-IGF-I
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mediantela aplicaciónde técnicasde hibridaciónin sitie fue confirmada por los siguientes

controles: 1) Las secciones histológicas tratadas con RiNasa A antes de la hibridación no

presentaron ninguna señal positiva (Fig. 22). 2) Otros experimentos, realizados en paralelo

y usando el mismo método, con sondas de similares tamaños y actividad específica no

relacionadas con la del ARNmde R-IGF-I mostraron un patrón de hibridación diferente
(datos no mostrados). 3) En el núcleo arcuato, donde los receptores de insulina son

abundantes (Lesniak y col., 1988; Marks y col., 1990) no se detectó ninguna señal de

hibridación (Fig. 23C), indicando que la sonda utilizada no tiene reacción cruzada con el

ARNmdel receptor de insulina.

Tanto el SNCcomo la hipófisis de ratas adultas presentaban una amplia distribución

de tránscritos del ARiNm de R-IGF-I. La hipófisis presentaba una muy intensa señal de

hibridación en la pars tuberalis (Figs 23C, 24A,B), pars distalis y pars intermedia (Recuadro

en fig. 24A). En el cerebro, los órganos circunventriculares contenían gran cantidad de

tránscritos del ARNmde R-IGF-I, los cuales incluían a los plexos coroideos (Figs 23B-D),

órgano subfornical (Fig. 23B), área postrema (Fig. 23D), órgano vascular de la lamina

terminal y la glándula pineal (datos no mostrados). Los bulbos olfativos, hipocampo y

cerebelo (Fig. 22, 23) presentaba una prominente señal de hibridación. El bulbo olfativo

contenía tránscritos del R-IGF-I en las capas celulares glomerular, mitral y granular (Figs

23A, 25A). En el hipocampo, una fuerte señal de hibridación fue detectada en la capa de los

granos del giro dentado y en la capa piramidal del cuerno de Aminon, principalmente en los

campos CMy CA3 (Figs 23C, 25C). En el cerebelo, tanto las células de Purkinje como las

células grano mostraban señal de hibridación (Figs 22A, 23D, 25B). Las áreas telencefálicas
que mostraban un marcaje específico fueron la corteza cerebral (capas II, III y VI) (Figs 22,

26A,B), corteza piriforme (Figs 23C, 26C), núcleos olfativos (Fig 22), núcleo endopiriforme

(Fig. 23B), islas de Calleja, complejo amigdalino, núcleo acumbens y el núcleo de la estría

terminal (datos no mostrados). En el diencéfalo, se encontró hibridación en los núcleos

talámicos ventrolateral, laterodorsal y anterior (Fig. 22), los cuerpos geniculados (datos no

mostrados), los núcleos hipotalámicos supraóptico (Figs 23B, 24C), paraventricular (Fig.

24D) y supraquiasmático (Fig. 23B) y el núcleo habenular medial (dato no mostrado). En e]
rombencéfalo, las áreas que exhibían ARMmde R-IGF-I incluían los núcleos pontinos, el

tracto solitario, los núcleos gracile, cuneatus e hipogloso, la oliva inferior y la formación

reticular (datos no mostrados).
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2. REGULACION DE IGF-I Y SU RECEPTOR ENSNC

2.1. Regulación de IGF-I en situacionesde disminución de GH

2.1.1.Envejecimiento
La distribucióndel marcajeparaIGF-I en SNC de ratasjóvenesy envejecidassin

tratamiento previo alguno correspondía al descrito anteriormente. El patrón de distribución
y la intensidad del marcaje para IGF-I en SNCde ratas jóvenes fue similar al observado en

ratas envejecidas, sin encontrarse cambios, con la excepción de la EM.
En la EMde ratas jóvenes la inmunotincion para IGF-I se presentaba como un

producto de reacción de muy débil intensidad en fibras nerviosas que atravesaban la capa

fibrilar de la ziEM (Figs 27A,B). La intensidad del marcaje para IGF-I de las ratas

envejecidas fue notablemente incrementado en todos los niveles la EM(Figs 27C-H). El

patrón de distribución del marcaje también presentó cambios. Fibras varicosas con grandes

dilataciones se localizaban en la capa fibrilar y, característicamente, en la hipoependimal de
la ziEM. Algunas fibras inmunoreactivas se hallaban en la capa ependimal entre los tanicitos,

extendiéndose junto al lumen ventricular. En ocasiones dichos axones inmunoreactivos,

aparentemente, aparecían en el interior del tercer ventrículo, en contacto con el LCR.

2.1.2. Diabetes inducida por estreptozotocina
En el modelo de diabetes, además de analizar el inmunomarcaje para IGF-I, también

estudiamos la posible intervención de otros reguladores de los somatotropos, el péptido

inhibidor SOM(Vale y col., 1973) y los estimuladores GRF (Brazeau y col., 1982) y

galanina (Maiter y col., 1990).
Enel momento del sacrificio los animales inyectados con STZ mostraron una marcada

hiperglucemia (>400 mg/dl), glucosuria (>5 g/dl), así como una aparente pérdida de peso

y poliuria.

La distribución inmunocitoquimica de SOM, GRF y galanina en e] hipotálamo

correspondía con la descrita en trabajos anteriores (Bennett-Clarke 80, Merchenthaler 84,
Palkovits 87). La mayor población de somas positivos para SOMse disponía a lo largo de

la pared del tercer ventrículo del hipotálamo anterior (Fig. 28), mientras que la densidad más
alta de fibras inmunoreactivas se hallaban en la zeEM (Fig. 29). Tanto GRF-IR como

galanina-IR se encontraron principalmente concentrados en fibras que cursaban por la zeEM

(Fig. 30). En áreas hipotalámicas apenas fueron observados somas positivos para GRFy

galanina, ya que sin manipulaciones previas los niveles de péptido inmunoreactivo son muy

bajos (Merchenthaler 84, Palkovits 87). La localización de IGF-I-IR en el hipotálamo fue la
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descritaanteriormente.
De los cuatropéptidosestudiados,únicamenteIGF-I presentódiferenciasen el patrón

de inmunotinción asociadas con la administración de STZ. En las ratas diabéticas se observó

un incremento en la inmunoreactividad para IGF-I en los somas de los núcleos

paraventricular (Figs 3 1A,B), supraóptico (Figs 3 1C,D) y accesorios magnocelulares,

respecto al débil marcaje presente en los animales controles. A diferencia de los animales

controles,dondeno se encontrópositividadparaIGF-I en células de la adenohipófisis,la
diabetes inducida por STZ provocó la aparición de células dispersas, positivas para IGF-I

(Fig. 32).

2.1.3. Consideracionesrespecto a la regulación de IGF-I en situacionesde supresión
de GH.

Enlosdosmodelosexperimentalesanteriormentedescritos,acompañandola supresión

de GH, encontramos alteraciones de IGF-I-IR. En un principio, el objetivo del presente

estudio fue analizar las posibles interacciones entre dos factores implicados en el crecimiento,

GH eIGF-I, en el eje hipotálamo-hipofisario.Sin embargo,la localizacióncelularde IGF-I
y sus receptoresen el sistema hipotalámiconeurohipofisario(SHN) apuntabanhaciauna
posible relaciónentreIGF-I y las hormonasneurohipofisarias,OT y AVP. Un examende
la bibliografía sobre los dos modelos estudiadosanteriormente, ademásde mostrar
alteracionesen la fisiología de los somatotropos,tambiénrevela modificacionesen las
neuronasmagnocelularesdel SUN. La relaciónexistenteentrelos dos modelosestudiados

(envejecimientoy diabetes)conla actividaddel SHN nos llevo adiseñarexperimentosdonde
seexaminarala posibleparticipaciónde IGF-I en modelosespecíficosde estimulacióndel

SUN.

2.2. Regulación de IGF-I en situacionescaracterísticas de activación del sistema
magnocelularoxitocinérgico

Enbaseala colocalizaciónmayoritariadeIGF-I-IR conOT-IR,elegimosdosmodelos

en los cuales, a pesar de estimularse la actividad de las dos poblacionesneuronales
magnocelulares, están más relacionados con OTque con AVP. Uno de ellos fue la gestación

a término y la lactancia, situacionesclásicasde activación y plasticidad del sistema
oxitocinérgico (Van Tol y col., 1988; Poulain y Wakerley, 1982; Theodosis y Poulain,

1993). El segundo fue un tipo de estrés agudo, el cual pareceestar principalmente
relacionado con la liberación de OT (Romero y col., 1993).
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2.2.1. Preñez a ténnino y lactancia
Tras el procesamiento inmunocitoquimico para IGF-I, al comparar los núcleos

paravetricular y supraóptico (Fig. 33), así como las neurohipófisis (Fig. 34) no se
encontrarondiferencias entre los animalescontroles,preñadosa término y lactantes.El
inmunomarcajede los tres grupos analizadosfue muy débil y en el hipotálamoapenasse
podían definir somas.

Enparalelose analizóel inmunomarcajeparaAVP y OT en el lóbulo posteriorde la

hipófisis de los tres grupos experimentales. Como se puede observar en la fig. 34 mientras

que el patrónde inmunomarcajepara IGF-I en las neurohipófisisno mostrabadiferencias,
la inmunoreacción para las dos neurohormonas, principalmente AVP, presentaba un

disminución en los animales preñados a ténnino como en los lactantes comparados con los

controles, como se ha descrito con anterioridad (Van Tol y col., 1988; Crowley y col.,

1993).

2.2.2. Estrésprovocadopor inmovilización
Trasel procesamientoinmunocitoquimicoparael IGF-I deleje hipotálanio-hipofisario

de animales controles y estresados (15 mm y 45 mm) no se observaron cambios aparentes
ni en la distribución ni en la intensidad del marcaje para dicho factor (datos no mostrados).

Comovalidaciónde la situaciónestresanteseanalizóla inmunoreactividadparala ACTH(I.U)
en las adenohipófisisde todos los animales.Despuésdel estímuloestresantese observóun

incrementode células positivas así como de su intensidadde inmunorreacciónpara la
corticotropinaen el lóbulo anteriorde la hipófisis tantoen las ratasestresadasdurante15 mm
como en las ratas estresadasdurante45 mm. El incrementoen la inmunoreacciónpara

ACTH fue menosmarcadotras45 mm que tras 15 mm (Fig. 35).

2.2.3. Consideracionesrespecto a la regulación de IGF-I en situacionescaracteristicas

de activación del sistemaoxitocinérgico
Las situacionesfisiológicas que afectande modo característicoa la actividad del

sistema oxitocinérgico examinadas en este trabajo no originaron ningún cambio apreciable

en la inmunoreactividadparaIGF-I en el SHN. Es de señalarque si bien en estassituaciones

se incrementa la actividad del sistema magnocelular hipotalámico, en ninguna de ellas se
generan estímulos, como son cambios de la osmolaridad plasmática, que pudieran estar

relacionados con la secreción de AVPpara regulación del balance hídrico. Si reconsideramos
los resultados obtenidos al estudiar el envejecimiento y la diabetes mellitus, encontramos que
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estas dos situaciones están relacionadas con actividad del SUN, más concretamente con el

vasopresinérgico y su funcionalidad como regulador del balance hídrico. Además, en los

modelos de envejecimiento y diabetes si que encontramos una regulación de la

inmunoreactividadparaIGF-I. Todoello nos llevó aexaminarla posibleregulaciónde IGF-I

durante deshidratación, situación que si bien activa (una vez más) las dos poblaciones

magocelulares, es la que tiene una relación fisiológica mas estrecha con AVP.

2.3. Regulación de IGF-I y de los ARNm de IGF-I y de R-IGF-I en situaciones
caracteristicasde activación del sistema magnocelular vasopresinérgico.

2.3.1.Deshidratación.
Como modelo de hiperactividad del SHNempleamos la deshidratación. Durante la

estimulación osmotica se induce un aumento en la expresión y liberación de las hormonas

neurohipofisariasAVP y OT, así comofenómenosde plasticidadneuronal,principalmente
en el sistema oxitocinérgico (Theodosis y Poulain, 1993).

Empleandoun modelode deshidrataciónaguda(24 horas)se observaroncambiosen
la expresión IGF-I-IR y de su ARNm, sin observarse variaciones en la expresión del ARNm

del R-IGF-I. Con el objeto de analizar si la deshidratación a tiempos más prolongados podría
llegar a alterar los niveles del ARNmde IGF-I, se usó un modelo de deshidratación crónica

intermitente(seisdías).
Regulación de IGF-I-IR y su ARNm.

La hiperosmolaridadprovocadaenlas ratasdeshidratadasdurante24horasincrementó
notablementeel inmunomarcajepara IGF-I en neuronasmagnocelularesde los núcleos

hipotalámicos paraventricular (Fig 36A,B), supraóptico (Fig 36C,D) y accesorios, así como

en fibras nerviosas de la neurohipófisis (recuadros en Fig 36A,B). Sin embargo, no se

observó ninguna diferencia ni en la distribución ni en la intensidad de la inmunoreacción para

IGF-I en célulasde la cortezacerebral(recuadrosen Fig 36C,D).El patrónde colocalización

con las hormonas neurohipofisarias durante la deshidratación aguda fue el mismo que el

descrito en animales tratados con colchicina (datos no mostrados)

El análisis densitométrico de las bandas hibridadas con la ribosonda de IGF-I mediante

el ensayo de protección de ribonucleasas mostró un incremento en la expresión del gen de

IGF-I en los hipotálamosde ratasdeshidratadasdurante24 horas respectoa aquellosotros
de ratascontroles(Fig. 37).

Durantela deshidrataciónagudano seobservaronmodificacionesen los niveles de

IGF-I-IR circulantes.En los controles102.6 ±15 ng/ml y en los animalesdeshidratados
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114.4 ±11.5 ng/ml.

Regulación del AIRNm de R-IGF-I.
En los animalesdeshidratadosdurante24 horasno seencontrarondiferenciasen los

niveles de ARNmdel R-IGF-I (datos no mostrados).
Tras seis días de deshidratación intermitente se encontró un incremento en la

inmunoreactividadde la proteína c-Fos en neuronasmagnocelularesde los núcleos

supraóptico (Fig 38A,C} y paraventricular. Los animales deshidratados mostraron un

incremento en la expresión del ARNmde R-IGF-I en el núcleo supraóptico (Fig 384B,D).

Sin embargo, no se encontraron cambios en la expresión de los tránscritos de R-IOF-l en el

núcleo paraventricular (datos no mostrados). Las neuronas magnocelulares que expresaban

un incrementoen la acumulacióndel ARNm de R-IGF-I tambiénmostrabanuna intensa
inmunoreactividad para c-Fos (recuadros en Fig 38).

2.3.2. Consideracionesrespecto a la regulación de IGF-I y R-IGF-I en el SHN
Volviendoarevisartodoslos resultadosobtenidoshastael momento,observamosque

cadavezeranmáslos datosque indicabanunaposibleinteracciónde IGF-I conlas hormonas

neurohipofisarias. Debido a las propiedadestróficas de IGF-I y a que el sistema
oxitocinérgico es el sistema que fundamentalmente experinienta fenómenos de plasticidad,

IGF-I podríaestarrelacionadoconOT. Sinembargo,en los diferentesmodelosestudiados,

cuando encontramos regulación de la expresión de IGF-I también existían cambios en la
osmolaridady alteracionesen el equilibrio hídrico. Por otro lado, entre las áreas que
presentabanuna mayor expresión del gen de R-IGF-I estaban aquellos órganos

circunventriculares que funcionan como osmorreceptores. Durante el estímulo osmótico se

incrementa la síntesis y la liberación de las dos neurohormonas, siendo AVPla que tiene un
papel decisivo en la homeostasis del organismo, sin que se conozca la función que desempeña

OT durantela estimulaciónosmótica.Porello nosplanteamosel analizarla posibleinfluencia
de IGF-l sobre AVP. En primer lugar, mediante dobles marcajes examinamos la posible

presenciade tránscritosde R-IGF-I en las neuronasvasopresinérgicas. Poesteriormente
estudiamosel posiblepapel reguladorde IGF-I en la liberaciónde AVP.
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3. INTERACCIONES DE IGF-I CON AVP EL SHN DE RATA ADULTA

3.1. Coexistenciadel ARNm de R-IGF-I con AVP en neuronasmagnocelulares
hipotalámicas.

Como se muestra en la figura 39, la señal de hibridación del ARNmde R-IGF-I fue

detectada en neuronas que expresaban inmunoreactividad para AVP. Además de las neuronas

vasopresinérgicas, otros células negativas para AVP también presentaban tránscritos del R-

IGF-I, siendoprobablementeneuronasoxitocinérgicas.

3.2. Efecto de la administración icv de anticuerpos a-IGF-I sobre los niveles de AVP.

Teniendo en cuenta los resultados anteriormente descritos en lo referente a la
localización y regulación de IGF-I y de su receptor en el SHN, se analizó el posible papel

regulador de IGF-I sobre la neurohormona AVP, midiéndose los niveles de AVP en ratas

deshidratadas a las cuales se les admiistró previamente anticuerpos a-IGF-I por via icv.

Tras 24h de deshidratación, el contenido de AVP-IR disminuyó significativamente

(Sch=4.38, p<O.005) en las neurohipófisis de los animales deshidratados tratados con Ab-

IGF-I, respectoa aquellostratadoscon Ab-IGF-I sin deshidratar(Fig. 40A). Se aprecióuna

disminución en los niveles de AVP-IR en las neurohipófisis de los animales deshidratados
tratados con NRS, respecto a los que tuvieron acceso a agua normal tratados con NRS,

aunque dicho descenso no fue estadísticamente significativo (Fig. 40A). En las restantes áreas

estudiadas no se observó ningún cambio en el contenido de AVP-IR en ningún grupo (Figs

40B,C).
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Resieltados

Fig. 1. (A) Curva standard del RIA de IGF-I y reacción de cruce con IGF-II y proinsulina.

lOOgl del antisuero cx-IGF-I, a una dilución final de 1/15.000, se hicieron reaccionar con

100gl de cada concentración de IGF-1170, IGF-II y proinsulina. (B) Western blot donde se

muestra que el antisuero FL-5 1089 reconoce a IGF-1170 recombinante humano y no al IGF-

11167 recombinante humano. MW= proteinas de pesos moleculares standar. (C-E)

Fotomicrografias que muestran células del asa de Henle inmunoreactivas para IGF-I en la

médula del riñón de ratas tratadas con colchicina. Barras de calibrado: C,E= 2Oym, E=

50km.
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Resieltados

Fig. 2. Fotomicrografias del núcleo anterior comisural hipotalámico de rata (A,B) y de
cortezacerebelosahumana(C,D) inmunoteñidasconel antisueroFL-51089 (A,C) o conel
mismo antisuero previamente preadsorbido con 1.45 ¡zg/ml de IGF-1170 recombinante humano

(B,D). Obsérvese la falta de inmunoreactividad en los controles (B,D). Barras de calibrado:

A,B= 100 gm, C,D= 400 ~m.
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Resultados

Fig. 3. Fotomicrografias de seccionescoronalesde cerebelode rata inmunoteñido cona-IGF-
1. (A) Un intenso marcaje puede ser observado en la capa de células de Purkinje y, en menor

grado, en la molecular. (B) El marcaje se encuentra contenido en los somas y dendritas

primarias de las células de Purkinje (Pl) y de modo muy tenue en las células de Golgi

(flecha). (C,D) Detalles de somas y dendritas primarias de células de Purkinje (flechas

curvas) inmunomarcadas con antisuero a-IGF-I. (E,F) Células de Purkinje que muestran
inmunomarcaje en sus somas y algunos de sus axones (flechas abiertas). Abreviaturas: Pk,

células de Purkinje; grí, capa de los granos; mol, capa molecular. Barras de calibrado: A=

200pm, B= 20km, C-F= 10 gm.
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Resultados

Fig. 4. Fotomicrografias electrónicas que muestran células de Purkinje de rata positivas para

IGF-I. (A) El producto de reacción denso a los electrones es observado en algunas cisternas

del retículo endoplásmico rugoso. La flecha curva indica un aparato subcisternal de

membrana. (B) Detalle del retículo endoplásmico rugoso donde se aprecia que el producto

de reacción se halla asociado a la superficie interna y lumen de las cisternas. (C) Núcleo de

la célula de Purkinjecon inmunoreacciónparaIGF-I en ciertos segmentosde la membrana

nuclear (puntas de flecha). (D) Inmunoreactividad para IGF-I en el interior de un cuerpo
multivesicular (flecha). Nótese en la proximidad de estructuras inmunoreactivas para IGF-I

como otras membranas celulares permanecen sin inmunoreacción. Barras de calibrado: A,C =

O.5¡xm, B,D= O.lMm.

58





Resultados

Fig. 5. Fotomicrografiasde seccionescoronaleshipotalámicasde rataincubadascona-IGF-I

y visualizado con anticuerpos conjugados con fluoresceina. (A) Neuronas magnocelulares

positivas del núcleo paraventricular. (B) Detalle del núcleo paraventricular, donde se aprecia
la localización citoplasmática de IGF-I. (C) Inmunofluorescencia en somas del núcleo

supraóptico. El asterisco indica el tercer ventrículo. Abreviaturas: OX, quiasma óptico.

Barras de calibrado: A= lOOgm, B,C= 2Ogm.
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Resultados

flg. 6. Fotomicrografias de seccionescoronales hipotalámicas de rata marcadas para
visualizar IGF-I suiguiendo la técnica del la PAP. (A) Distribución de celulas

inmunoreactivas para ICIF-I a nivel del hipotálamo anterior. Neuronas positivas se observan

en los núcleos de la estría terminal (BST), comisural anterior (AC), periventricular (Pe) y

enel áreahipotalámicaanterior(AHy). (B) Mayor aumentode las neuronasperivasculares
positivas mostradas en A (flecha abierta) - Nótese la asociación de las neuronas positivas con

el lumende los vasossanguineos(asteriscos).(C) NeuronaspositivasparaIGF-I detectadas

en el área preóptica lateral. (D) Inmunoreactividad para IGF-I en células del núcleo de la

estría terminal. Abreviaturas: 3V, tercer ventrículo; f, fornix; ic, capsula interna. Barras de

calibrado: A= 200gm,B-D= gm.
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Resultados

flg. 7. Fotomicrografias que ilustran la presenciade fibras nerviosas y posibles terminales

inmunoreactivospara IGF-I en hipotálamomediobasalde rata. (A) Distribución de fibras

positivas que cursan por la ziEM (flechas grandes) y zeEM (flechas pequeñas). (B) Obsérvese

el elevado número de fibras inmunoreactivas para IGF-I en el lóbulo posterior de la hipófisis.

(C) Fibras varicosas inmunoreactivasen hipotálamo ventrolateral.El recuadromuestra
estructuras puntiformes positivas semejantes a terminales nerviosos (algunas indicadas por

flechas abiertas) en la región periventricular hipotalámica, los asteriscos indican el tercer

ventrículo.Abreviaturas:3V, tercerventrículo;PL, lóbulo posteriorhipofisário; IL, lóbulo
intermédiohipofisário.Barrasde calibrado:A= SOgm,B= l0%m, C = 20~m, recuadroen

C= 1O~m.
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Resieltados

flg. 8. Microfotografias electrónicas de neuronas magnocelulares hipotálamicas de rata
procesadasparala localizaciónde IGF-I. (A) Imagenquemuestraun intensomarcajeen el

interior de una cisternadel retículo endoplásmico.(B) Productode reacciónasociadoa
cisternasdel aparatode Golgi, obsérveselos granulosde secreciónen proximidadal Golgi.
(C) Detalle a mayor aumento de la imagen anterior, donde se aprecia el inniunomarcaje en

el interior de las cisternas del Golgi. Barras de calibrado: A,B = 200nm; C= lOOnm
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Resultados

flg. 9. Microfotografias electrónicas de neuronas magnocelulareshipotálamicas de rata

inmunoreactivasparaIGF-I. (A-C) Distintas imagenesquemuestrangránulosde secreción,
notesecomo algunosde ellos exhibenproducto de reacciónen su interior (flechas). Los
gránulosquecontienenla inmunoreacciónsuelenpresentarsefracturados.Probablemente,al
realizarse los cortes ultrafinos, el inmunoprecipitado obtenido en preinclusión ofrece

resistencia al paso de la cuchilla produciendo fracturas en la sección histológica. Barras de

calibrado: A-C= lOOnm.
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Resultados

Fig. 10. Fotomicrografiasde cortescoronaleshipotalámicosde ratastratadasconcolchicina
procesados para dobles marcajes inmunocitoquimicos. Se muestra la distrubución de IOF-I-IR

(producto de reacción marrón de aspecto difuso en A-O), AVP-IR (producto de reacción azul

de aspectogranularen A,C , E) y OT-IR (productode reacciónazul de aspectogranularen
B,D ,G) en neuronasmagnocelularesdel núcleo paraventricular(A-D) y del árealateral
hipotalámica(E-O). Obsérvesecomola mayoriade neuronasquecontienenIGF-I-IR no son
vasopresinérgicas (A, C), aunque un pequeño número de neuronas magnocelulares exhiben

inmunoreactividad para IGF-I y AVP (E). La mayor parte de células positivas para OT

también contienen IOF-I-IR (B,D). En muy pocos casos, neuronas con IOF-I-IR no

presentaban OT-IR (F) y algunas otras oxitocinérgicas carecían de inmunoreactividad para

IOF-I (cabezas de flecha en O). Ningún cuerpo celular, ni ninguna fibra de color azul fue

detectada en regiones que contienen celulas positivas únicamente para IOF-I (corteza

cerebral), sugiriendo que la primera reacción con la DABprovee una completa protección

para el segundo anticuerpo. Barras de calibradoa: A,B= lOOym; C-O= 10pm.
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Resultados

Fig. 11. Fotomicrografiasobtenidasde cortesseriadoscoronalesdel núcleoperiventricular

hipotakinico de ratas tratadas con coichicina donde se verifica la colocalización de las

inmunoreactividades para OT(A) e IGF-I (B) en las mismas neuronas (flechas). Abreviatura:

3V, tercer ventrículo. Las estrellas en A y B indican un mismo vaso sanguineo. Barras de

calibrado: 15t¿m.
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Resultados

Fig. 12. Microfotografias que muestran inmunoreactividad para IOF-I en la corteza cerebral

de ratas tratadas con colchicina. (A-C) Células y fibras positivas para IOF-I en la corteza

somatosensorial. (A) Neurona multipolar (flecha abierta) de la capa III inmunoteñida en su

citoplasma y prolongaciones dendríticas. Algunas fibras positivas estan señaladas por

pequeñas flechas. Los núcleos teñidos de la sección histológica corresponden a una

contratinción con violeta de cresilo. (B) Neurona multpolar positiva de la capa IV, el tejido

se halla contrateñido con violeta de cresilo. (C) Neurona, aparentemente horizontal, positiva

para IGF-I en la capa II superficial. (D , E) Micrafotografias electrónicas de neuronas
positivas para IGF-I. Obsérvese como el precipitado de la inmunoreacción se localiza

especificamente en el aparato de Oolgi. (E) Mayor alimento de una cisterna del aparato de

Golgi, donde se observa la positividad para IGF-1 en la luz de dos cisternas. Barras de

calibrado: A,B= 2Opm; C= lOgm; D= 500 nm; E= 100 nm.
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Resieltados

Fig. 13. Fotomicrografias que muestran la localización de inmunoreactividad para IGF-I en

la formaciónhipocampalde ratascontroles (A) y tras 48 horas de administraciónicv de

colchicina (B-E). (A) Obsérvese la ausencia de inmunoreactividad para IOF-I en el giro

dentado. (B) Giros dentados de un animal tratado con colchicina, donde se aprecian células

imnunoreactivas para IOF-I (flechas). (C) Mayor aumento de la zona indicada por una doble

flecha en B. Nótese como la inmunoreactividad se localiza en los citoplasmas de numerosas

células. (D) Giro dentado que muestra inmunoreactividad para IOF-I en células dispersas lo

largo de su extensión. (E) Magnificación de una célula inmunopositiva señalada en Dpor la

flecha curva. Barras de calibrado: A,B= SOOgm; C~ 2Ogm; D= 2SOym; E= Sgm.
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Resieltados

Fig. 14. Fotomicrografias del núcleo paraventricular hipotalámico de ratón inmunoteñidos
para IOF-I. (A) Panorámica del hipotálamo a~nerior donde se aprecian células

inmunomarcadasen el núcleoparaventricular.(B y C) Detallesdel núcleoparaventricular
mostrando células magnocelulares positivas. (D) Imagen a gran aumento de la neurona

señalada en C con una flecha curva donde se observa 1~L inmunoreacciónen el citoplasma y

prolongaciones de neuronas magnocelulares. Barras de calibrado: A= 200pm; B y C=

SOgm; D= 2Opm.
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Resieltados

Fig. 15. Microfotografias del núcleo supraóptico hipotalámico de Macaca mielata

inmunoteñido para IGF-I. (A) Panorámica del núcleo donde se observan somas
inmunomarcadosen sus citoplasmasy algunasde susprolongaciones.(B) Imagena mayor

aumentomostrandola neuronaseñaladaen A con una flecha, la inmunoreacciónesta
localizadamayoritariamenteen el citoplasma.Barrasde calibrado:A = 100pm; B= 2Oym.
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Resultados

Hg. 16. Fotomicrografias de seccioneshistológicasde cerebelo humano que muestran la
distribución de neuronas positivas para IGF-I. (A) Panorámica mostrando como la

distribuciónde la inmunoreactividadparaIOF-I selocalizaen las neuronasde Purkinje. (B)
Fotomicrografia a mayor aumento de las células de Purkinje inmunomarcadas. Nótese como

la inmunoreactividad esta presente únicamente en las células de Purkinje. La flecha curva en

B indica un balonamientoen un axón de una célula de Purkinje. (C ,D) Detallesde las

células de Purkinje inmunoreactivas para IOF-I - Un intenso marcaje es visualizado en los

cuerposcelulares,dendritasen la capamoleculary axonesa travésde la granular.La flecha
curvada en C señala un axón arciforme que presenta un torpedo axonal. Apreciese en D el

extenso arbol dendrítico inmunopositivo en la capa molecular, el producto de la

inmunoreacción ocupa dendritas proximales y distales, incluso espinas dendriticas. Barras de

calibrado: A= Smm; B= 200gm; C= 50~m; D= 2Spm.
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Resieltados

Hg. 17. Fotomicrografias que muestran detalles de la localización de IGF-I-IR en la corteza

cerebelosahumana.(A) Somasde célulasde Purkije que presentanbalonamientosaxonales
intensamente inmunoreactivos para IGF-I en la capa granular (flechas curvadas) proximos a

los somas de Purkinje. Las flechas en A indican fibras varicosas inmunoreactivas en la capa

granular. (B) Obsérvese las fibras varicosas inmunoreactivas en la zona infraganglionar de

la capa granular (flechas pequeñas). Las flechas grandes señalan algunos somas de células

de Purkinje intensamente teñidos. (C) Imagen a mayor aumento que muestra en detalle la
zonaindicadapor las flechaspequeñasen B. Las fibrasvaricosasen la zonainfraganglionar
formancestosalrededorde estructurasno inmunoteflidas.(D) Imagende otroejemplode lo

descritoen C. Las flechasen C y D señalanprocesosvaricososinmunoreactivos.Barrasde

calibrado: A,C,D= 2Ogm; B= SOpan.
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Resieltados

Hg. 18. Fotomicrografiasdel mismo campo (A y C; B y D) obtenidas de secciones de

cortezacerebelosahumana procesadaspara doble marcaje inmunofluorescente.(A,B)
Inmunoreactividad para IGF-I visualizada con filtro de rodamina. (C,D) Inmunoreactividad

para calbindina visualizada con filtro para fluoresceina. Obsérvese, comparando A con C y
B con D, que la mayoria de células de Purkinje que expresan calbindina-IR tambien son IOF-

1 positivas, exceptuando algunos pocos casos (cabezas de flechas). Barras de calibrado:

A,C= 200gm; B,D= 2Ogm.
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Resultados

Hg 19. Fotomicrografiasde secccionesde cotezacerebelosahumanaprocesadasparadobles
marcajes inmunocitoquimicos. (A,B) Obsérvese como la mayoria de células de Purkinje

positivas para IOF-I (precipitado marrón difuso) tambien expresan calbindina-IR (precipitado

azul granular). Las flechasabiertasen A y B señalanneuronasde Purkinje positivaspara
calbindinasin que muestrenIGF-I-IR. (C-E) Ilustra comomuchascélulasde Purkinje que

contienen LNOFR-IR (precipitado marrón difuso) son tambien positivas para IOF-I
(precipitado azul granular). La flecha abierta en U indica una neurona únicamente

inmunoteñida para IOF-I. La flecha en C y D señalan una misma célula de Purkinje

doblemente inmunomarcada. En E se muestra una célula de Purkinje que contiene
inmunoreactividadesparaLNOFR eIGF-I, las pequeñasflechasindicansu axón. Barrasde

calibrado: A-C= SOpm; D= 2Ogm; E= 10pm.
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Resultados

Hg. 20. Fotomicrografiasde seccioneshistológicasde la cortezasomatosensorialhumana
inmunoteñida para IOF-I. (A) Neurona positiva para IGF-l localizada en la zona superficial

de la capa II. (B) Abundantes fibras nerviosas inmunoreactivas (flechas) distribuidas en capas

superficiales de la corteza (11-111). (C ,D) Fibras nerviosas de grueso calibre inmunoteñidas

con a-IGF-I en la capa IV. Barras de calibrado: A= lOgm: B-C= 15 pm.
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Resultados

Hg.21. Fotomicrografiasencampooscuroquemuestranla localizacióndelARNm de IOF-I
en secciones coronales del SNC de rata adulta. (a) Seccion histologica al nivel del cerebro

anterior donde únicamente se observa la señal de hibridación en la coteza piriforme (flechas).

(b) Corte histológico de cerebelo, los tránscritos del ARNmde IOF-I se localizan en las

células de Purkinje (flechas). Barras de calibrado: A= 2.5 mm, B= 20 gm.
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Resieltados

Fig. 22. Autoradiografiasde seccionesparasagitalesde SNC de rataadulta. (A) Distribución

del ARNmde R-IOF-I. (B) Sección contigua a A, tratada con RNasa A y procesada para

hibridación del ARNmdel R-IOF-I. Abreviaturas: 11-111 y VI capas de la corteza cerebral,

A núcleo talámico anterior, AO núcleo olfativo anterior, CA3 campo del asta de Animon,

VL núcleo talámico ventrolateral. Barras de calibrado: 2.5 mm.
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Resieltados

Hg. 23. Autoradiografiasque muestranla distribución de los tránscritosdel R-IOF-I en

seciones coronales del cerebro de la rata mediante hibridación in sitie. (A) bulbo olfativo.

(B,C) Areas telencefálicas y diencefálicas. (D) Cerebelo y tronco cerebral. Abreviaturas: AP,

área postrema; CA2, campo del asta de Annnon; CP, plexos coroideos; DO, giro dentado;

En, núcleo endopiriforme; 01, capa glomerular; Orí, capa granular; br, capa granular

internal; LOT, núcleo lateral del tarcto olfativo; Mi, capa de células Mitrales; PC, corteza
piriforme; PT, pars tuberalis; SCh, núcleo supraquiasmático; SF0, órgano subfornical; SO,

núcleo supraoptico. Barras de calibrado: 2.5 mm.
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Resieltados

Hg.24. Secciones coronales del SHNmostrando la distribución del ARNmdel R-IGF-I. (A)

Fotomicrografiastomadasen campooscuro de la superficie ventrolateraldel hipotálamo
basal. (Recuadro en A) autoradiograma de la hipófisis. (B) Fotomicrografias tomadas en

campo claro de la pars tuberalis. (C , D) Fotomicrografiastomadasen campooscurode los
núcleos supraoptico y paraventricular, respectivamente. Abreviaturas: ezMEzona externa de

la eminencia media, izME zona interna de la eminencia media, 3V tercer ventrículo, ox

quiasma optico, PB pars distalis, PI pars intermedia, PI pars tuberalis. Barras de calibrado:

A= SOpm , recuadro en A= lnim; B= 20 gm; C, D= 100 pm.
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Resultados

Hg. 25. Fotomicrografias tomadas en campo oscuro de las tres áreas del SNC de la rata con

mayor intensidad de marcaje para el ARNmdel R-IGF-I. (A) Bulbo olfativo, el marcaje se

localiza en células Mitrales (flechas blancas), glomérulos (flechas negras) y en neuronas
penachadas (flecha doble). (B) Cerebelo, las flechas blancas señalan la capa de células de

Purkinje. (C) Hipocampo, la señal de hibridación es localizada en neuronas piramidales del

cuerno de Aminon y en células granulares del giro dentado. Barras de calibrado: A-C

100pm.
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Resultados

Fig. 26. Fotomicrografiastomadasen campooscuroque muestranla presenciadel ARNm

del R-IGF-I en distintas áreas de la corteza cerebral de la rata. (A> Células positivas (puntas

de flecha) en capas superficiales (11-111) de la corteza somatosensorial. (B) Neuronas que

expresanel ARNm del R-IOF-I en la capaIV dela cortezasomatosensorial.(C) Localización
de los tránscritosen la cortezapiriforme. Ranasde calibrado:A-C 100pm.
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Resultados

Hg. 27. Fotomicrografias que muestran las EMde ratas jóvenes (A,B) y envejecidas (C-H)

inmunomarcadaspara IOF-I. Panorámica(A) y gran aumento(B) de fibras débilmente

teñidas para IOF-I en la capa fibrilar de la ziEM (flecha abierta). Panorámica (C,E,G) y gran

aumento (D , F , O, respectivamente)de fibras intensamente marcadas para IGF-I que se hallan

en la capa fibrilar, hipopendimal y ependimal de la EM. Nótese a mayor aumento que el

intenso producto de reacción se encuentra en grandes dilataciones de axones que se extienden

por capas subependimales, ependimocitos y, aparentemente, en el lumen del tercer ventrículo

(flechas curvas>. Las estrellas indican el tercer ventrículo. Barras de calibrado: A,C,E,O=

10pm,B,D,F,H 3Opm.
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Resieliados

Hg. 28. Fotmicrografiasque muestranla distribuciónde SOM-IR en seccionescoronales
del hipotálamo de ratas controles (A) y diabéticas (B). Las flechas grandes indican somas

neuronales-IR mientras que las pequeñas fibras nerviosas imnunoreactivas en el núcleo

periventricular. Abreviatura: 3V, tercer ventrículo. Ranas de calibrado = 50 pm.
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Resultados

Hg. 29. Fotmicrografiasquemuestranla distribuciónde SOM-IR en seccionescoronalesde

EMde ratas controles (A) y diabéticas (B). Las fibras nerviosas varicosas inmunoreactivas

cursan principalmente por la zeEM (cabezas de flech~¡>. Notese la ausencia de alteraciones

en el patrón de inmunotinción entre animales controled ~diabeticos. Abreviatura: 3V, tercer

ventrículo. Barras de calibrado= 50 ym.
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Resieliados

Fig. 30. Fotomicrografiasde seccionescoronalesa nivel de la EM de animalescontroles
(A,C) y diabeticos (B,D). Las fibras positivas (flechas abiertas) para ORE(A,B) y para

galanina (C , D) en la EMno muestran diferencias entre las ratas controles y las diabéticas.

Escala: 50 gm.
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Resultados

Fig. 31. Fotomicrografiasde seccionescoronalesdelhipotálamoanterioriorderatascontroles
(A,C) y diabéticas (B,D) imnunoteflidas para IGF-I. Las flechas señalan neuronas

magnocelularesen los núcleosparaventricular(A,B) y supraoptico(C ,D). Obsérveseel

incrementode neuronasmagnocelularespositivasenlos núcleosparaventriculary supraoptico
de las ratas diabéticas respecto a las controles. Abreviaturas: ox, quiasma optico. Barras de

calibrado:50 pm.
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Resieltados

Fig. 32. Fotomicrografias que ilustran la ausencia de células positivas para IGF-I en

adenohipófisisde ratascontroles(A> en contrastecon la presenciade las mismasen los
animales diabeticos (B ,C). Barrasde calibrado:20 pm.
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Resieliados

Hg. 33. Fotomicrografiasquemuestranlos nucleosparaventricular(PV) y supraoptico(SO)
de ratascontroles(C), postparto(P) y lactantes(L) inmunoteñidosparaIOF-I. Abreviaturas:
III, tercer ventrículo; OX, quiasma optico. Barras de calibrado: PV= lOOgm, SO = SOpm.
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Resieliados

Fig. 34. Fotomicrografiasquemuestranlos lobulosneurointermediosde hipófisisdeanimales

controles (C), postparto (P) y lactantes (L) inmunoteñidos para IOF-I, AVP y 01. Nótese

comoen los animalespostpartoy lactantesla inmunotinciónparaAVP y OT presentanuna
reduccióndel marcajerespectoa los controles.Barra de calibrado: 1 mm.
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Hg 35. Fotomicrografias de seccioneshistologicas de adenohipofisis de animales controles

(A), inmovilizados 15 (B) y 45 minutos (C) procesadaspara inmunomarcaje de ACTH.
Obsérvese como la inmovilización provocó un aumento en el numero de celulas positivas asi

como en el de su intensidad de marcaje. El aumento de inmunoreactividad es mayor en

animales inmovilizados 15 minutos (B) que los inmovilizados 45 minutos. Barras de

calibrado: 200pm.
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Fig. 36. Fotomicrografiasde secionesfrontalesdel hipotálamode animalescontroles(A,C)

y deshidratados (B,D). (A,C) Unicamente algunas células magnocelulares contienen una débil

inmunoreactividadpara IGF-I (flechas abiertas) en los núcleos paraventricular(A) y
supraóptico (C). Los recuadros en A,B muestran fibras nerviosas inmunoreactivas para IGF-I

en la neurohipófisis y en C,D somasinmunopositivospara IGF-I en la cortezacerebral.
(B , D) Ungrannúmerode neuronasintensamentepositivasparaIGF-I (algunasindicadaspor

flechasabiertas)se puedenapreciaren los núcleosparaventricular(B) y supraóptico(D).
Comparandolos recuadrosen A y B, se observaun incrementoen la intensidadde la
inmunotinciónparaIGF-I en fibras de la neurohipófisis.Los somascelularesde la corteza

cerebral de los animales deshidratados (recuadro en C) muestran la misma intensidad de
inmunomarcaje para IGF-I en que en los animales control (recuadro en D). Barras de

calibrado: A,B= 100pm; recuadro en A,B= 300 gm; C,D= 50 ~m;recuadro en C,D= 10
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F¡g. 37. (A) Autorradiogramadel ensayode protecciónde ribonucleasaspara la detección

y cuantificación del ARNmde IGF-I de hipotálamos de ratas controles y deshidratadas. (1)

Ribosondade IGF-I marcadacon ‘2P sin tratar con ARNasas. (2) Ribosondade IGF-I

marcada con MP tratada con ARNasas. (3) Ribosonda nativa de IGF-I marcada con ‘2P sin

ningún tratamiento. (4) 33 ~igde ARNhipotalámico de ratas controles procesados para el

ensayo de protección de ribonucleasas de IGF-I. (5) 33 ¡ig de ARNhipotalámico de ratas

deshidratadas procesados para el ensayo de protección de ribonucleasas de IGF-I. (6) ARNt

de levadura procesados para el ensayo de protección de ribonucleasas de IGF-I. (7) pBR 322
marcado con ‘2P y digerido con Msp 1 (marcador de peso molecular). (B) Densitometría de

las bandashibridadascon la ribosondade IGF-I de hipotálamoscontrolesy deshidratados.
Obsérvesecomoen los hipotálamosde animalesdeshidratadoshayunamayorexpresióndel

ARNm de IGF-I.
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Hg. 38. Fotomicrografias realizadas en campo claro (A,C) y campo oscuro (B,D) mostrando

la hibridación iii sitie parael ARNm de R-IGF-I combinadacon inmunocitoquimica para la

proteinac-Fosen el núcleosupraópticode seccionescoronalesprocedentesde ratascontrol
(A,B) y ratasdeshidratadasintermitentementeduranteseisdias (C,D). Noteséen las figuras
de campo oscuro (B ,D) el incrementoen el número de granosde plata en los animales

deshidratados.Los recuadrosen las figuras B y D sonampliacionesde las áreasdelimitadas
en A y C (triangulos)paraobservarcomola señalde hibridaciónse localiza sobreneuronas
magnocelularesactivadasosmoticamentee inmunoteñidasparac-Fosen animalescontrol (A)
y deshidratados(C). Barrasde calibrado:A-D 50 ym, insets2Ogm.
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Fig. 39. (A,B) Fotomicrografiasquemuestranhibridación¡ti sitie parael ARNm de R-IGF-I
combinadaconinmunocitoquimicaparaAVP enel núcleosupraópticode seccionescoronales

de rata.Las puntasde flechasseñalancélulasqueúnicamenteexpresanel ARNm de R-IGF-I

(granosde plata). Las flechasindican neuronasdoblementemarcadasparael ARNm de R-
IGF-I (granosde plata)y paraAVP (reaccióndifusadel DAB). Barrasde calibrado:10 gm.
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F¡g. 40.

(A) Efectode la administracióndel antisueroa-IGF-I (Ab-IGF-I) o sueronormalde conejo
(NRS) sobre la concentraciónde AVP-IR en la neurohipófisisde animalescontrolesy
deshidratados.Obsérvesela caida en los niveles de AVP-IR en la neurohipófisisde los

animales deshidratados con Ab-IGF-I respecto a las controles con Ab-IGF-I.

(B) Efecto de la administración de antisuero Ab-IGF-I o NRS sobrelos nivelesde AVP-IR

en el hipotálamode animalescontrolesy deshidratados.

(C) Efectode la administraciónde antisueroAb-IGF-I o RNS sobreel contenidode AVP-IR
en el cerebroanteriore(excluyendoel hipotálamo)de animalescontrolesy deshidratados.
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Discusión

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

La especificidaddel antisueroFL-51089 fue verificadapor diferentestécnicas.En

RIA el antisuero fue capaz de reconocer IGF-1, siendo la reacciónde crucecon otros 28
péptidos(incluidosIGF-II e insulina)menordel 0.01%. MedianteWesternblot, el antisuero
reconocióIGF-I perono IGF-II. Al incubarseccioneshistológicasconel antisueroFL-5 1089,

previamentepreadsorbidoconIGF-1170 seabolióel marcajeinmunocitoquimicoobtenidosin
la preadsorción.El inmunomarcajeno presentóningunareaccióndecrucecon otros péptidos

ensayados.El antisueroFL-5 1089 incubadocon seccionesde órganosno nerviosospresentó
un marcaje celular que correspondíacon lo descrito por otros autores. Los resultados
obtenidosutilizandootro antisuerocontraIGF-I encerebelohumano,dondeencontramosla

mayorconcentracióndel IGF-I endógeno,correspondíancon los obtenidosconel antisuero
FL-5 1089. Losanterioresdatossugierenqueel antisueroFL-51089reconoceespecíficamente
IGF-I endógenoo, alternativamente,algúnotro péptido no conocido análogoal IGF-I.

En el SNC de ratas adultas, que no habíanestadoexpuestasa ningún tipo de
tratamiento,los niveles más altos de inmunoreactividadpara IGF-I fueron detectadosen
cerebelo. Tras administración icv de coichicina se encontró un aumento en la
inmunoreactividadpara IGF-I en hipotáíamo,neocortezae hipocampo.Las restantesáreas

del SNC en ningún casomostraronimnunoreactividadparaIGF-I. En las áreasde cerebro
humanoestudiadas,observamosun intenso inmunomarcajeparaIGF-l en cerebeloy con

menor intensidaden la cortezasomatosensorial.
Es de destacarel hecho de que las dos áreasestudiadasen el cerebrohumano

presentaranunamayor intensidadde marcajepara IOF-I que en rata, muy particularmente
el cerebelo.Esto podría debersea que el antisueroFL-5 1089, generadocontraIGF-I1.7o

humano,reconocieramásfácilmenteel IGF-I endógenohumanoqueel de rata.Sinembargo,
el alto gradode conservaciónen la secuenciadel IGF-I maduroenlas dosespecies(Shimatsu

y Rotwein, 1987) hacepensaren otrosposiblesmotivos. Estudiosde Saray col. (1986) han
demostradola presenciadeunafonnatruncadadeIGF-I (des(1-3)-IGF-I)encerebrohumano.
A pesardequeel antisuerofuegeneradocontrala moléculacompleta(IOF-I1-7o), no podemos
descartarla posibilidadde que, de algúnmodo,nuestroantisueroreconozcamejor la forma

truncada.Por último, las diferenciasencontradasen las diferentesespeciespodríadeberse
aque el cerebrohumanoexpresemayoresconcentracionesde IGF-I endógenoqueel de rata.

Esta última posibilidad sugeriríaque en SNC humano, IGF-I podría jugar un importante
papel es su normal funcionamiento.
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Trabajosanterioreshandemostradola presenciade IGF-I enSNC de mamíferos(Sara

y col., 1982; Saray col., 1986; Yamaguchiy col., 1990).Mediantela aplicaciónde técnicas
inmunocitoquimicas,sehadescritola localizacióncelulardeIGF-I encerebrode rataadulta.
Algunos autoreshan encontradouna amplia distribución de células inmunoreactivasen
situaciónbasal(Noguchiy col., 1987)o tras la administraciónde colchicina(García-Segura

y col., 1991). Porel contrario,otrosúnicamentehanlocalizadoinmunoreactividadparaIGF-
1 restrigida a las células de Purkinje del cerebelo y motoneuronas,incluso tras la
administracionde colchicina (Hanssony col., 1988b). En nuestrosresultados,tan sólo

encontramospositividadparaIGF-I encélulasde Purkiiijedel cerebeloy muy débilmenteen
hipotálamoy cortezacerebral,así comoen hipocampodespuésde tratar los animalescon
colchicina.Aunque no existeuna explicaciónconocidapara las diferenciasencontradaspor
los distintos autores, las diferencias en los antisuerosy protocolos empleadospodrían
contribuir a la heterogeneidadde los resultados.

ComohanmostradoRotweiny col. (1988), cuandoseanalizala expresiónde IGF-I
en SNC adulto por el ensayode protecciónde ribonucleasas,se encuentrauna amplia

distribución del ARNm de IGF-I. Sin embargo,mediantela aplicación de técnicasde
hibridación iii sitie, la expresióndel gen de IGF-I en SNC adulto pareceser muy baja y
restringidaa áreasconcretas(Werther y col., 1990; Bondy, 1991), entre las cuales se

incluyen el bulbo olfativo, la cortezapiriforme y el cerebelo.Nuestros resultadosen la
localización del ARNm de IGF-I mediante hibridación ¡ti sitie fueron similares a los

publicadospor Bondy (1991). La consistentelocalizaciónde inmunoreactividadpara IGF-I
en células de Purkinje del cerebelopresentadaen estatésis está en buenacuerdocon los

estudiosde expresióndel gen de IGF-I. Sin embargo,en zonas dondela expresióndel
ARNm de IGF-I esta bien establecida,como es el bulbo olfativo o la cortezapiriforme
(Werther y col., 1990; Bondy, 1991), nosotros en ningún caso encontramos
inmunoreactividadparaIGF-I. Estaausenciade inmunoreactividadparaIGF-I enáreasdonde

seencuentranaltosnivelesde suARNm podríaestaren relaciónconel conceptode queIGF-
1 no es almacenadointracelularmentey está sometido a una liberación constitutiva

(Daughadayy Rotwein, 1989).La presenciadeinmunoreactividadparaIGF-I únicamenteen

algunasde las áreasdondeseha demostradola existenciade suARNm sugierela existencia
de mecanismospostranscripcionalesdiferencialesen distintasáreasdel SNC. Por otro lado,
encontramosinmunoreactividadparaIGF-I en hipotálamoy en cortezacerebral,sin poder

demostrarla presenciade los tránscritoscorrespondientesmediantehibridación ¡ti sitie. En
estasáreasdel SNC, a pesarde que se ha demostradola presenciadel ARNm de IGF-I por
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el ensayode protecciónde ribonucleasas(Rotwein y col., 1988; Bachy col., 1991), otros
autorestampoco han sido capacesde detectarestos tránscritos por hibridación ¡ti sitie

(Werther, 1990; Bondy 1991). Estasdiferenciasen la detecciónde expresiondel ARNm de
IGF-I empleandoel ensayode protecciónde ribonucleasaso técnicasde hibridación¡ti sitie,

han sido planteadaspor otros autores (Bach y col., 1991) y probablementereflejen

diferenciasintrínsecasa las técnicasen si, dondela sensibilidaddecadaunade ellaspodría
jugar un importantepapel.

Localización de IGF-I en cerebelo
Es bien aceptadoque el cerebeloesuna de las áreasdel SNC con mayorexpresión

de IGF-I, tanto duranteel desarrollocomoen el adulto (Anderssony col., 1988; Bondy,
1991; García-Seguray col., 1991; Hanssony col., 1988b; Lee y col., 1992b; Rotweiny

col., 1988; Yamaguchiy col., 1990; Binoux y col., 1981; Saray col., 1982;Werthery col.,
1990; Bartlett y col., 1991a,b). La aplicación de técnicashistoquimicasy de lesiones

experimentaleshanpermitido postulardos posiblesorígenesde IGF-I en cerebelode rata
adulta. Por un lado, seha sugeridoun origen intrínsecode IGF-I, concretamentepor las
célulasde Purlcinje (Anderssony col., 1988; Bondy, 1991; Hanssony col., 1988b; Lee y
col., 1992b; Bartlett y col., 1991a).Por otro lado, la oliva inferior ha sido propuestacomo
un posible origen de IGF-I-IR en el cerebelo (Torres-Alemany col., 1991; Nieto-Bonay

col., 1993). Nuestrosresultados(Aguadoy col., 1992a)demuestranla presenciatanto del

péptido IGF-I como la de su ARNm en células de Purkinje de la rata, estandoen buen
acuerdocon estudiosanteriores(Anderssony col., 1988; Bondy, 1991; Hanssony col.,
1 988b). Ocasionalmente,tambiénencontramosalgunascélulasde Golgi en la capade los

granosmuy débilmenteinmunoteñidasparaIGF-I. Debidoa que no encontramosARNm de
IGF-I en células de Golgi, el inmunomarcajepodría significar captación del péptido
sintetizadopor las células de Purkinje o bien una limitación técnicapara detectarlo.Estos
resultados,junto con el análisis ultraestructuralrealizado, donde observamosque la
inmunoreactividadpara IGF-I estabaasociadaprincipalmenteal lumen de cisternasdel

retículo endoplásmicorugoso de las células de Purkinje,claramenteindicanque las células

de Purkinje son capacesde sintetizarIGF-I. La localizaciónsubcelularde IGF-I-IR en la
membrananuclearde las célulasde Purkinje observadaen esteestudiopodríarepresentar
inmunomarcajede cisternasdel retículo endoplásmaticorugoso en continuidad con la
membrananuclear.Por último, y debidoa que las células de Purkinjeexpresanreceptores
paraIGF-I, la presenciade lisosomas(cuerposmultivesiculares)inmunoreactivosparaIGF-I
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en las células de Purkinje podríanindicar internalizaciónde complejospéptido-receptor,
sugiriendoque IGF-I podríaactuarde unamaneraautocrinao paracrinasobre las mismas
célulasque sintetizanel péptido. Todo lo anterior nos permitesugerir que, en la rata, las

célulasde Purkinje probablementeseanel origen del IGF-1 presenteen el cerebelo,aunque
no descartamosla posibilidadde que la oliva inferior sinteticepartedel IGF-I cerebeloso,
tal comohanapuntadootros autores(Torres-Alemany col., 1991; Nieto-Bonay col., 1993).

Ademásde estudiarla presenciade IGF-I en cerebelode rata, tambiénlo hicimosen

humanos(Aguado y col., 1994). Tras seguir los mismos protocolosinmunocitoquimicos,

observamosque el patróngeneralde inmunotinciónen cerebeloshumanosfue semejanteal
encontradoen la rata. Sin embargo,en los cerebeloshumanosno sedetectaroncélulas de
Golgi positivas para IGF-I y las células de Purkinje exhibían un precipitado de

inmunoreacciónmás intensoque las de las ratas. Como discutimos anteriormente,estas
diferencias podrían reflejar diferencias interespecies. En relación con el intenso
inmunomarcajedetectadoen las células de Purkinje de humanos,Sandbergy col. (1988)
encontraronqueel cerebeloeraunade las áreasdel cerebrohumanoconmayorescantidades

de ARNm de IGF-l. Teniendoen cuentaeste último dato, así como los resultadosde
hibridación ¡ti sitie y de microscopiaelectrónicaobtenidosen cerebelode rata, esprobable
queel péptido inmunoreactivolocalizadoen las célulasde Purkinje de humanosrepresente

IGF-I sintetizadopor la propia célula e internalizaciónde complejospéptido-receptor.
La localización del péptido inmunoreactivoen los axones y posiblescolaterales

recurrentesde las células de Purkinje podríacorrespondera IGF-I sintetizadode novo y

transportadoanterogradamenteparaejercersu accióna lo largo del axony/o en el terminal
nervioso. Otrosautoreshan sugeridoun posibletransporteanterogradode IGF-I en otros

tipos neuronales(Hanssony col., 1987; Nieto-Bona y col., 1993). Posiblesterminales
inmunoreactivosy axonesvaricososcercanosa las célulasde Purkinje podríanreflejar una

participaciónde IGF-I en conexionessinápticasestablecidaspor colateralesrecurrentesde
los axones de las propias células de Purkinje. A pesar de que no hay evidenciade un

transporteretrogradode complejosIGF-I-receptoresen célulasdePurkinje, la posibilidadde

que el producto de reacciónen los axonesde las células de Purkinje puedanrepresentar
complejos péptido-receptorviajando desdelos terminalesen estructurasdianashacia el

cuerpocélular no puedeserdescartada.Debido a que la capamoleculardel cerebelo,lugar
dondese disponenlas dendritasde las célulasde Purkinje, presentala mayor densidadde

sitios de unión para IGF-I en cerebelo (Lesniak y col., 1988), la presencia de
inmunoreactividadpara IGF-I en dendritas de células de Purkinje podría significar
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internalizaciónde complejospéptido-receptor,aunquetambiéncabela posibilidadde que se
trate de IGF-I sintetizadode novo.

Medianteel uso de moléculasmarcadorasde célulasespecíficassehandemostrado

subpoblacionesde las célulasde Purkinje que reflejanunadiversisdadbioquímicade estas

células(Soteloy Wassef,1991).Mientras quecalbindinaesun excelentemarcadorde todas
las células de Purkinje (Scotti y Nitsch, 1992), LNGFR define subpoblacionesde estas
células (floro y Cuello, 1990). Los presentesresultadosmuestranque algunascélulas,
inmunoreactivasparacalbindina,no expresabaninmunoreactividadparaIGF-I, asícomoque
IGF-I y LNGFR colocalizabanen ciertassubpoblacionesde célulasde Purkinje. Así pues,

pareceprobable que IGF-I seaexpresadoen subpoblacionesde células de Purkinje. La
colocalizaciónentreIGF-I y el NGFRpodríaestaren relaciónconel hechode que los IGFs
puedenpotenciarla accióndel NGF por induccióndel receptor(Recio-Pintoy col., 1984;

Recio-Pintoy col., 1986) y cooperarcon NGF en la formaciónde neuritas(Mill y col.,
1985; Ang y col., 1993; Fródiny Gamineltoft, 1994). Estudiosanterioreshanmostradoque

subpoblaciones de células de Purkinje, dramáticamente, incrementa la expresión
inmunocitoquimicade LNGFR en respuestaa lesionesen el cerebeloadulto (Martínez-
Murillo y col., 1993), sugiriendo una posible significación funcional de la
compartimentalizacióndel cortexcerebelosoenel adulto. La coexpresiónde IGF-I e LNGFR

quizás sea requeridaparala plasticidaddel cerebeloo para el mantenimientodel normal
funcionamientode las célulasde Purkinje. En rata, seha demostradoque IGF-I actuacomo

factordecrecimientoencultivos de célulasfetalesde Purkinje(Torres-Alemány col., 1992),
mientras que en el adulto parece ejercerun papel neuromoduladoren la transmisión

glutamatérgica(Castro-Alamancosy Torres-Alemán,1993).La abundanteinmunoreactividad
paraIGF-I encontradaen cerebeloshumanosjunto con los posiblespapelesfuncionalesdel
péptido en modelosexperimentalessugierenuna importanteparticipaciónde estefactor en
la fisiología del cerebelohumano.

Localizaciónde IGF-I en hipotílamo
Tras el procesamiento inmunocitoquimico de secciones histológicas de la rata adulta,

seobservaronneuronasinmunoreactivasparaIGF-I en el SHN. Los núcleosparaventricular,
supraóptico y accesorios hipotálamicos contenían neuronas y estructuras similares a

terminales inmunoreactivas para IGF-I. Además, se localizaron fibras varicosas positivas para

IGF-I dentrodel hipotálamobasal lateral y medial, así comoen el lóbulo posterior de la

hipófisis (Aguado y col., 1 992b). Los estudios de colocalización mostraron que la
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inmunoreactividadpara IGF-I principalmentese localizabaen neuronasoxitocinérgicas.A

nivel ultraestructuralencontramosque la inmunoreactividadpara IGF-I estabaasociada

principalmentecon cisternasdel aparatode Golgi y, en ciertos casos, con cisternasdel
retículo endoplásmico rugosoy granulos de secreción. Otras especies de roedores y primates

también presentaronneuronasmagnocelularespositivas para IGF-I, lo cual refleja la
especificidadde los resultadosobtenidos,asícomola conservaciónde IGF-I en la filogenia.

Los resultadosde esteestudio,en parte, secorrelacionancon el estudiode García-

Seguray col. (1991) dondese describeinmunoreactividadpara IGF-I en neuronasde los
núcleossupraópticoy paraventricularen rataadultastratadasconcolchicina.Sin embargo,
adiferenciadel citadotrabajo,nosotros,enningunaocasión,encontramosinmunoreactividad
paraIGF-I enlascélulasependimarias,neuronasdel núcleoarcuato,áreadorsalhipotalámica
o en el complejo mamilar. Por el contrario, hallamos inmunopositividaden los núcleos

accesoriosmagnocelularesasí como en fibras del tracto hipotalámico -neurohipofisial.

Probablemente la razón de estas diferencias este relacionada con las técnicas empleadas.

Nuestrosresultadosestanenbuenacuerdo con trabajos anteriores donde se muestra

que IGF-I y suARNm sehallanen concentracionesaltasen el hipotálamoadulto (Binouxy
col., 1981; Yamaguchiy col., 1990; Saray col., 1982; Bachy col., 1991; Rotweiny col.,

1988) y nos permitensugerir una posiblesíntesisy transportede IGWI desdelos somas
magnocelulareshastael lóbulo posterior de la hipófisis. Dicha hipótesis es apoyada por

varios razonamientos. i) Tras la administración de colchicina, se originó un notable
incrementoen la inmunoreactividadpara IGF-I en los somas neuronales, sin observarse

cambiosen su distribución. Esto sugiere que el incremento de inmunoreactividad para IGF-I

en los somas es debido a un bloqueo del transpone anterógrado, ya que esta bien establecido

que la colchicina bloquea eficazmente el transporte axonal en el SHN(Norstróm y Hansson,
1973; Norstróm y col., 1971; Dasheiff y Ramirez, 1985). u) Binouxy col. (1981) mostraron

que explantesde hipotálamosmantenidosin vitro, tras su incubacióncon inhibidores de la

síntesisdeproteínas (cicloheximida), reducían drámaticamente su liberación de IGFs al medio
de cultivo, mientras que la liberación de IGFs al medio de cultivo de explantes de lóbulos

neurointermedioshipofisarios tratados con cicloheximida apenas fue afectada. Esto parece

indicarunacapacidadde síntesisde dichospéptidos principalmente en el hipotálamo. iii) La

inmunoreactividadparaIGF-I selocalizó subcelularmenteenlos orgánulosqueparticipanen
la síntesisy liberaciónde proteínassecretables.La localizaciónde la inmunoreactividadpara
IGF-I en cisternasdel retículo rugoso apuntaa una posible síntesisdel péptido en estas

neuronas,mientrasque su localizaciónen el aparatode Golgi y gránulos de secreción
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indicarían su naturalezasecretora.A pesar de que ha sido propuestoque IGF-I no es
almacenadointracélularmentey está sometidoa una liberaciónconstitutiva (Daughadayy

Rotwein, 1989), nuestrosresultadosobtenidosen ratas tratadascon colchicina muestran,

aunqueen pocos casos, inmunoreactividaden gránulos de secreción,probablementela
administraciónde la coichicinaparticipe en la visualizaciónde los gránulosde secreción

positivosparaIGF-I. Otrosautores,estudiandola localizaciónde péptidosrelacionadoscon
la insulinaendiferentestipos neuronales,hanmostradoresultadosultraestructuralessimilares

a los nuestros(Schechtery col., 1994; Sonettiy col., 1992). Por otra parte, a pesarque el
hipotálamocontienecantidadesdetectablesdel ARNm de IGF-I (Bachy col., 1991; Rotwein

y col., 1988), ni nosotros,ni otros autores(Werther y col., 1990; Bondy, 1991) hemos
podido detectarsu localizaciónmediantetécnicasde hibridación ¡ti sitie. Comose discutió
anteriormente,probablementesea por motivos relacionadoscon las técnicasen sí. La
localizacióncelular y ultraestructuralde la inmunoreactividadpara IGF-I junto con la
presenciadel ARNm de IGF-I en áreashipotalámicasapuntanhaciaunaprobablesíntesisde

IGF-I en el SHN. Sin embargo,no podemosdescartarla posibilidad de que IGF-I sea
sintetizadoen otrasáreashipotalámicase internalizadopor las neuronasmagnocelulares.En
relación con esto último, Bach y Bondy (1992) han demostradomediante técnicasde
hibridación in sitie que la neurohipófisis,probablementelos pituicitos, contienenARNm de

IGF-1, de este modo cabe la posibilidad de que el IGF-I encontradoen las neuronas

magnocelularesseorigineen el lóbulo posteriorde la hipófisis, seacaptadopor terminales
nerviososde las neuronasmagnocelularesy transportadoretrógradamentehastalos somas,
aunqueestaposibilidadquedaríapor demostrar.

El IGF-I ha sido propuestocomoneuromoduladorde la liberaciónde otrospéptidos

hipotalámicos,como son SOM y LHRH (Berelowitz y col., 1981; Hiney y col., 1991;

Tannenbaumy col., 1983; Kanematsuy col., 1991). El hechode encontrarfibrasnerviosas
inniunoreactivasy posibles terminales en los núcleos periventricular, paraventricular,
comisuralanteriory arcuatoasi comoen el hipotálamolateraly mediobasal,áreasdondese
ha demostradositios de unión para IGF-I (Matsuo y col., 1989; Lesniak y col., 1988;

Goodyery col., 1984) sugiereque el IGF-I hipotalámicopudieramodular la liberaciónde
péptidosy neurotransmisoresen estasregiones.Másconcretamente,la detecciónde fibras
y posiblesterminalesconIGF-I-IR en el núcleoperiventricular,áreadondese localizanlas
neuronassomatostatinérgicas,pudieraapoyarel controlneuromoduladorde la actividadde
estas neuronaspor el IGF-I propuesto con anterioridad (Berelowitz y col., 1981;

Tannenbaumy col., 1983).La posibilidadde queestosputativosterminalesinmunoreactivos
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pudieranrepresentarseccionesde fibras en passagey no terminalestambiénha de ser
considerada.La hipótesisde quealgunosfactorestróficospuedenser liberadospor dendritas
y somasneuronales(Korsching, 1993)junto con el hechode quepéptidossintetizadosen
neuronasmagnocelularespuedenser liberadospor sus dendritas(Mons y col., 1993),
planteaunaposibleliberaciónde IGF-I desdelas dendritasde las neuronasmagnocelulares
paraejercerunaacciónlocal sobrela actividadde neuronascercanas.Ademásdel conocido

papel neuromodulador de IGF-I en el hipotálamo y teniendoen cuentaque IGF-I actua como
factor trófico en cultivos fetales de hipotálamos(Torres-Alemán y col., 1990a),no podemos
descartarunaposibleaccióntróficade estepéptidoenel hipotálamoadulto,el cualposeeuna

importantecapacidadplástica(meodosisy Poulain, 1993).
Más conocidasson las accionesmoduladorasque IGF-I ejercesobre las hormonas

adenohipofisarias(Berelowitzy col., 1981; Yamashitay Melmed, 1986; Ceday col. ,1987;
Hiney y col., 1991; Silvermany col., 1989; Tannenbaumy col., 1983; Kanematsuy col.,
1991; Lara y col., 1994). Es bien conocidoque las neuronasparvocelulareshipotalámicas

proyectana los capilaresportalesen la zeEM, dondeliberansusneurohormonasa la sangre.
Estasneurohormonasson transportadaspor el sistemaportaa la hipófisis anterior, donde
regulanla liberación de hormonasadenohipofisarias(Page,1988). En el presenteestudio
encontramosalgunasfibras varicosascon inmunoreactividadpara IGF-I cursandopor la
zeEM, aunquela mayoríafueronlocalizadasen la ziEM, correspondiendoa los axonesde
las neuronasmagnocelulares.Estasfibras positivas para IGF-I en la zeEM sugierenuna

posible liberación de IGF-I al sistemaporta hipofisario, que podría alcanzar la adenohipófisis
y así regular la liberación de hormonas adenobipofisariasdescrita por otros autores

(Berelowitzy col., 1981; Yamashitay Melmed, 1986; Ceday col., 1987; Silvermany col.,
1989; Tannenbaumy col., 1983). En cuanto al origen de estas fibras nerviosas
inmunomarcadasde la zeEM, cabe la posibilidad de que provengan de neuronas

magnocelulares,ya que ha sido demostrado que ciertas neuronas hipotalámicas
magnocelularesproyectana la zeEM (Hoffman y col., 1986). Además,esconocidoque las
neuronasmagnocelularescontribuyen a la regulación de la secreción de hormonas
adenohipofisariasmediantela liberaciónde neurohormonasen la ziEM. En basea esto,es
tambiénposibleque en respuestaa un estímulo,el IGF-I contenidoen fibras localizadasen
la ziEM puedaser liberado, quizás preferencialmentedesdelos cuerposde Herring, para

alcanzarde una modo paracrinodianasconcretasen la EM. Un procesoanálogoha sido
descritopara otros péptidoshipotalámicos(Holmes y col., 1986; Buma y Nieuwenhuys,

1988). Tambiénesposibleque el IGF-I liberadoen la ziEM pudieraalcanzarla circulación
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portal hipofisariaa travésde la extensared de capilaresportalesfenestrados(Berglandy

Page,1979). Finalmente,IGF-I podríaalcanzarel lóbulo anteriora travésde los vasoscortos
portales(Ponery col., 1973; Oliver y col., 1977). En resumen,es posible queel IGF-I

localizadoenel SHN pudiera,al menosen parte,participarenla regulaciónde las hormonas
adenohipofisarias.Sin embargo,no podemosolvidar queel IGF-I sintetizadolocalmenteen

la hipófisis (Bachy Bondy, 1992), asícomoel IGF-I circulantetienenun papel fundamental
en la regulaciónde estashormonasadenohipofisarias.

Hastael momentoactual, todala atenciónrespectoal posiblecontrolqueIGF-I pueda
ejercersobrehormonashipofisariasha sidocentradaen las hormonasadenohipofisarias,sin
habersido propuestoninguna acciónposible sobre las neurohormonasAVP y OT. La
localizacióndela inmunoreactividadparaIGF-I en el SHN, sugierealgúntipo de interacción
de IGF-I condicho sistema.

Localización de IGF-I en neocorteza

El análisisinmunocitoquimicoen seccionesde cortezacerebralde ratamostróquela
inmunoreactividadpara IGF-I se localizabaen los citoplasmasde neuronasneocorticalesy

algunasdesusprolongaciones,incrementándoseestainmunoreactividadtrasla administración
de colchicina.A nivel ultraestructural,el inmunomarcajeúnicamentesedetectoenel aparato
de Golgi. En humanos,la inmunoreactividadse localizó principalmenteen fibras nerviosas

y muy ocasionalmenteen neuronas.Las diferencias encontradasentre las dos especies
podríansignificar, comohemoscomentadocon anterioridad,característicaspropiasde cada

especie.
La presenciade imnunoreactividadparaIGF-1en cortezacerebralestade acuerdocon

estudiosbioquímicosanteriores(Binoux y col., 1981; Yamaguchiy col., 1990; Saray col.,
1982). Referente a los trabajos morfológicos publicados, los primeros autores que

describieron la distibución de la inmunoreactividadpara IGF-I en SNC de rata no
encontraroninmunomarcajeen la cortezacerebral(Noguchi y col., 1988; Hanssony col.,
1988b). Mástarde,García-Seguray col. (1991)describenunaampliadistribucióndel péptido
enla cortezacerebralde ratastratadasconcolchicina,encontrandoinmunoreacciónparaIGF-

1 en losnúcleoscélulares.Nuestrosresultadosmuestranla presenciade muy pocasneuronas,
débilmenteinmunoteñidaspara IGF-I, en la neocortezade ratastratadasconcolchicina. El

hechode encontrarnivelestan bajosde inmunoreactividadpodríaexplicarel porquéotros
autoresno la hayandetectado.Sinembargo,las diferenciasentrelos resultadosobtenidospor
García-Seguray col. (1991) y los nuestros tan solo pueden ser argumentadoscon
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2. REGULACION DE IGF-I Y R-IGF-1 EN EL SHN

2.1. Regulación de IGF-I en situacionesde disminución de la secreciónde Gil

2.1.1. Envejecimiento

Nuestrosresultadosdemuestranquela intensidady distribucióndelmarcajeparaIGF-
1 fue notablementemodificadoen la EM de los animalesenvejecidosrespectoa los adultos
jóvenes.Lasratasenvejecidaspresentabanfibras intensamenteinmunoreactivascongrandes
dilatacionesen la ziEM, incluso penetrandoen el tercerventrículo.Tal y como se discutió

anteriormente,el IGF-I-IR localizadoen la ziEM podríaalcanzarla adenohipófisisparaasí
ejercersuacciónsobre las hormonashipofisarias.El aumentode IGF-I-IR en la EM de los
animalesenvejecidospodríareflejarun incrementode su síntesis,pudiendocontribuir a la
disminución de GH durante el envejecimiento. Sin embargo, este incremento de
inmunoreactividadtambiénpodríasignificar unadisminucióndel transportey liberaciónde

IGF-I de las neuronasmagnocelulares,de hecho,en roedoresse ha descritouna reducción
en la velocidaddel transporteaxonaldel SHN duranteel envejecimiento(Fotheringhamy
col., 1991). El análisisde las concentracionesdel ARNm de IGF-I en el hipotálamodurante

el envejecimientoclarificaría el nivel de susíntesisen dichasedades.La presenciade fibras
inmunoreactivasen proximidadal tercerventrículosugiereunaliberaciónde IGF-I al LCR,
como ha sido propuesto para las hormonas neurohipófisariasy factores de liberación
hipotalámicos(Dogterom y col., 1977; Kee y Wood, 1987). Sería interesanteevaluar los
niveles de IGF-I-IR en el LCR en individuos envejecidos,ya que normalmentelas

concentracionesdel mismo sonmuy bajas,predominandolas de IGF-II sobre las de IGF-I
(Haselbachery Humbel, 1985).

Por otra parte,esconocidoque la actividaddel SHN enel envejecimientoesalterada.
En humanos,parecebienestablecidoque las neuronasvasopresinérgicasa partir de los 60

años de edad experimentancambios plásticos encaminadosa una mayor actividad
neuroendocrina,sin observarsealteracionesen las neuronasoxitocinérgicas (Dorsa y
Willcinson, 1988; Fliers y Swaab, 1986). Sin embargo,en la rata la actividad del SHN

duranteel envejecimientoesdiscutida.Durantela vejez,existenestudiosque apuntanhacia
unahiperactividadde estesistema(Silverniany Sladelc, 1991; Watt, 1970; Fliers y Swaab,
1983; Kirkland y col., 1984; Robertsony Rower, 1980), otroshaciaunahipofuncionalidad
(Watkins y Choy, 1980; Dorsay Bottemiller, 1982, Sladeky col., 1981; Miller, 1985;

Sladeky col., 1981; Zbuzeky Wu, 1982; Rodecky col., 1960)y los menosno encuentran
diferencias(Dorsay Wilkinson, 1988). Lo que si parecebien establecidoen la rataesuna
disminuciónde la respuestarenala los efectosantidiuréticosde AVP conel envejecimiento
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(Dorsay Wilkinson, 1988).El hechode queduranteel envejecimientoel SUN experimente
alteracionesen la actividad de las neuronasmagnocelularesjunto a las modificaciones
encontradasen la inmunoreactividadpara IGF-I en estasedadeshace pensaren alguna

posiblerelaciónde estepéptido y las honnonasneurohipofisarias.

2.1.2.Diabetesinducida por estreptozotocina
Tras seis semanas de la administración de STZ los animales tratados con STZ

contenianun mayornúmerode célulaspositivasparaIGF-I enel SHN y en la adenohipófisis.
En el hipotálamo,nuestrosresultadosmuestranun incrementode la inmunoreactividadpara
IGF-I durantela diabetes.Sinembargo,estudiosanterioresenhipotálamosde ratasdiabéticas
medianteRIA encontraronunadisminuciónen el contenidode IGF-I-IR (Olchovskyy col.

1990). Diferenciasen la dosis de STZ administrada,el tiempo de supervivenciade los

animales o las técnicasaplicadaspodrían intervenir en las discrepanciasencontradas.
Experimentos en los que se analizaran en paralelo los niveles de IGF-I por RIA e
inmunocitoquimicapodríanayudara clarificarestasdiferencias.Aunquedurantela diabetes,
la mayoríade los tejidosdisminuyenla síntesisde IGF-I, estudiosde nuestrolaboratoriohan
mostradounaausenciade cambiosen la expresióndel ARNm de IGF-I en el hipotálamode
ratasdiabéticasrespectoa animalescontroles(resultadosno publicados).El incrementodel
IGF-I hipotalámicoencontradoinmunocitoquimicamentepodría debersea un déficit del

transporteaxonalanterógradocomo consecuenciade la neuropatiadiabética(Tomlinsony

Mayer, 1984). Esto último parecepoco probable ya que registroselectrofisiológicosde
neuronasmagnocelulareshipotalámicasde animalesdiabéticosindicanun incrementoen la
tasa de descargaespontanea(Akaishi y Homma, 1992). Por otro lado, y al igual que
nosotros, Olchovsky y col. (1991) tambiénencontraronun incremento de IGF-I-IR en

adenohipófisisde animalesdiabéticos,sin queobservarancambiosen la expresiónde su
ARNm. Ademásresultadosde nuestrolaboratorioindicanunadisminuciónen la acumulación

delARNm del IGF-I hipofisarioenla diabetes(datosno publicados).Loscambiosdetectados
en la inmunoreactividadpara IGF-I en hipotálamo y adenohipófisisde ratas diabéticas
acompañadosde la ausenciao descensode la concentraciónde sus ARNm sugierenuna

regulaciónde IGF-I a nivel de la traducción,del procesamientopostranscripcional,de la
degradacióno secrecióndel péptido.Unaintervenciónde las IGFBPs,comosecuestradoras
de la inmunoreactividadpara IGF-I, tampocopodríadescartarse.Experimentosen los que
se revertierade la diabetesconla administraciónexógenade insulina ayudaríana confirmar
el papel de la insulina la regulaciónde IGF-I-IR. El incrementode inmunoreactividadpara
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IGF-I en el hipotálamoy adenohipófisisde los animalesdiabéticospodría contribuir a la

disminución de la secreciónde OH observadaen la diabetes,a través de una acción
neuroendocrina(desdeel hipotálamo)o local paracrina-autocrina(enla adenohipófisis).

En el patrón de inmunoreactividadpara SOM hipotalámicano se alteró en los

animalesdiabéticos,de acuerdocontrabajospreviosen los queno hallarondiferenciasni en
los nivelesy distribucióndeSOM-IR (Pately Bankier, 1978;Plotsky, 1991;Williamsy col.,

1988) ni en las concentracionesde suARNm (Papachiristouy col., 1989).Estos resultados
sugierenqueSOM no jugaríaun papelimportanteen la supresiónde GH durantela diabetes.
Sinembargo,enanimalesdiabéticossehandescritoalteracionesen la liberacióndel péptido
en el hipotálamo(Joannyy col., 1992), en el númerode susreceptoresadenohipofisarios

(Olchvsky y col., 1990)y en la concentracióndel péptido-IRen el sistemaportaíhipofisario

(Plotslcy, 1991), ademásde un aumento de SOM-IR circulante (Patel y col., 1980;
Tannenbaum, 1981) y de la expresión de su ARNm en el tracto gastrointestinal

(Papachiristouy col., 1989). De este modo, pareceque uno de los factoresque pueden
contribuir a la supresiónde la OH en el modelo de diabetesoriginadapor STZ seriael
aumentode expresiónde SOM periférica.

Respectoal GRF, ni los presentesresultadosni trabajosanterioresmuestrancambios
en los nivelesdel ORE-IR hipotalámicoasociadosa la diabetes(Plotsky, 1991; Olchovsky

y col., 1990). Sin embargo,sí que se ha descrito una reducciónen la concentracióndel
ARNm del ORE hipotalámicode los animalesdiabéticos(Olchovskyy col., 1990), asícomo

de GRF-IRen el sistemaportaíhipofisario(Plotsky, 1991). A pesarde no haberencontrado
diferenciasen el patrónde inmunoreactividadhipotalámicade ORE, los resultadosde otros
autoresparecenindicar queGRF podríajugarcontribuir a la disminuciónde la secreciónde

la GH hipofisaria.
La galanina, no mostró diferencias ni en intensidad ni en distribución del

inmunomarcajeen la EM de las ratasdiabéticas,comparadocon las controles.Williams y

col. (1988) encontrarondiferenciascualitativasde distribuciónde galanina-IRen el núcleo
supraópticode animalesdiabéticos,sin observarcambiosde galanina-IRpor RItA. Dichas
diferenciaspodriande algúnmodo colaboraren la reducciónde OH de ratasdiabéticas.

Todosestosdatos,parecenindicar quela disminuciónde los nivelesde la OH en ratas
diabéticas,másque estarinfluenciadapor un solo factor regulador,probablementelo esté
por la accióncoordinadade todoslos péptidosanteriormentecomentados,e incluso porotros
reguladoresde OH, como es el neuropéptidoY, cuya expresiónhipotalámica se haya

notablementeincrementadadurantela diabétesinducidapor SIZ (McDonald y col., 1985;
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Williams y col., 1988; Williams y col., 1989). Tambiénes importantedestacarque para

tenerun conocimientoreal de la situaciónfisiológicade los somatotroposdurantela diabetes

seríanecesario,no solo analizarlos nivelesde los factoresreguladoresde OH (péptidos-IR
y sus ARNm), sino tambiénla respuestade las células productorasde OH hacia estos
péptidos,así comola interrelaciónentredichosfactoresreguladores.

Ademásde las modificacionesdescritasen la diabetespara OH y sus factores de
liberación hipotalámicos, el SHN experimentaimportantesalteracionesmorfológicasy
bioquímicasque indican un incrementode su actividad, principalmentede las neuronas

vasopresinérgicas(Loeschy col., 1988; Lincoln y col., 1989; Fernstromy col., 1990;
Vanitallie y Fernstrom., 1982; Brooks y col., 1989; Thompson y col., 1989). Los

mecanismospor los cualesse incrementaAVP en la diabeteshansido relacionadosconun
incrementode la osmolaridaddel plasmaobservadoen estosanimales(Brooksy col., 1989).
Se piensaque el aumentode la concentraciónde glucosaen sangreseríael responsablede
la hiperosmolaridadcapazde estimularla secreciónde AVP (Thompsony col., 1989;Brooks
y col., 1989). Además,existe unainterelaciónentre las neurohormonasAVP y OT y los

nivelesde glucosaen sangre (Altszulery Hampshire,1981; Hems y col., 1975; Chiodera
y col., 1992). Las modificacionesobservadasen la imnunoreactividadpara IGF-I en ratas
diabéticasjunto a la activacióndel SHN en estosanimales,unavez mássugiereunaposible
relaciónentreIOF-I y la actividaddel SHN.

2.2. Regulaciónde IGF-I duranteactivacióndel SHN
2.2.1. Preñezatérminoy lactancia

En la gestaciónatérmino hayunaestimulaciónde la síntesisy secreciónde OT (Van
Tol y col.,1988; Caldwelly col., 1987; Higuchi y col., 1986), la cual inducela contracción

delúteroduranteel parto (Crowley y Armstrong, 1992).Posteriormente,durantela lactancia
seproducede nuevoun incrementoenla síntesisy liberaciónde OT (VanTol y col.,1988;

Caldwell y col., 1987; Higuchiy col., 1986) paraactuarsobrelas célulasmioepitelialesde
las gladulasmamariasfavoreciendola salidade la leche(Crowley y Armstrong, 1992). Los

mecanismosque regulanla expresiónde OT y AVP en el SHN no son bien conocidos,
aunquela estimulacióndurantelactanciaha sidomasestudiada.

La estimulaciónmecánicade las fibras sensitivasde la mamadurantela lactancia
producenla activacióndelas neuronasoxitocinérgicashipotalámicas(Wakerleyy col., 1988),

siendoprobablementeeste estímuloel principal responsabledel aumentoen la síntesisy
liberaciónde OT descritodurantela lactancia(VanTol y col., 1988; Spinoíoy Crowley,
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1993; Wakerleyy col., 1988). En oposicióna lo anterior, recientementeha sidopropuesto

quedurantelos primerosdias de lactanciase produceunadisminución en la expresiónde
OT, probablementerelacionadaconlos nivelesde esteroides,dondela estimulaciónmecánica
de la lactanciano jugaria un papel predominanteen la regulaciónde la expresiónde las

neurohormonas(Crowley y col., 1993).
Menosconocidosson los estímulosque desencadenanla hiperactividadde SHN en

la gestacióna término. En ciertoscasosexisteunacorrelaciónentrela expresiónde OT con
los niveles circulantes de estrógenos,proponiéndoseque estos últimos podrían estar
implicados en la estimulaciónde la transcripcióndel gen de OT (Crowley y col., 1993;
Jirikowski y col., 1988).

En paraleloa la activacióndel sistemaoxitocinérgicodurantela gestacióna término
y la lactancia,tambiénseproduceun incrementode la expresiónde AVP (VanTol y col.,
1988; Caldwell y col., 1987; Crowley y col., 1993; Zingg y Lefebvre, 1988), sin existir
activacióneléctricade las neuronasvasopresinérgicaso aumentoen su liberación(Wakerley

y col., 1988; Poulainy Wakerley, 1982). El papel que AVP podríajugaren el parto y en
la lactancia,únicamentees hipotetizable(Zingg y Lefebvre, 1988; Caldwell y col., 1987).

Esta bien establecidoque la hiperosmolaridadorigina la activaciónde ambaspoblaciones
magnocelulares(Renaudy Bourque,1991; Hantton, 1990), sinembargodurantela gestación
y la lactancia la osmolaridadplasmáticapermanececonstanteo incluso disminuidaen los

animalesgestantes,sin que este descensode osmolaridadproduzcainhibición del SHN
(Koehler y col., 1993).

En nuestrosexperimentos,el marcaje inmunocitoquimicoparaIGF-I en el SHN de
animalesgestantesa términoy sometidosa lactanciano mostrabadiferenciasrespectoa los
controles.En consonanciacon los resultadosinmunocitoquimicos,datosno publicadosde
nuestrolaboratorio hanmostradounaausenciade variacionesen los nivelesdel ARNm de

IOF-I y del IOF-I radioinmunoensayablehipotalámicosendichassituacionesfisiológicas.Por
otro lado, se observó una disminución del inmunomarcajepara AVP y OT el las

neurohipófisisde los animalesgestantesa términoy lactantescomparadosconlos controles,
como otros autoreshan descrito (Van Tol y col., 1988; Crowley y col., 1993). Estos

resultadoshacenpensarque los estímulosque activanla síntesisy liberaciónde OT durante
la gestacióny la lactanciano modificanla expresiónde IGF-I-IR en el SHN. Por otra parte,
como se expuso anteriormente,en ratas gestantesa término y sometidasa lactanciase
incrementanlos nivelesde estrógenos(Crowley y col., 1993). En baseala regulaciónde la

expresiónde IOF-I por estrógenosen varios tejidos descritapor otros autores(Murphy y
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Ohahary, 1990; Huff y col., 1988; Michels y col., 1993; Dueñasy col., 1993), se podría

esperarun incrementode la inmunoreactividadparaIOF-I en el SHN durantela gestación
y la lactancia. En consonanciacon nuestrosresultadosMichaels y col. (1993) describen

importantescambiosenel sistemaIGF-1 (IOF-I, su receptoreseIOFBPs)enla adenohipófisis

inducidospor estrógenos,sin encontarcambiosen la neurohipófisis.

2.2.2.Estrésprovocadopor inmovilización

Una seriede trabajosdemuestrancomodurantela inmovilización, un tipo de estrés
neurogénico,fundamentalmenteseincrementala liberaciónde OT ala circulaciónsanguinea

(Gibbs, 1986; Miaskowski y col., 1988; Romero y col., 1993). Menosson los autoresque
describencambiosreferentesa AVP duranteinmovilización (De Goeij y col., 1991). Los

anterioresestudiosindican que la inmovilización produceuna activación de las neuronas

oxitocinérgicas,o almenosde su liberación.
Tras el procesamientoinmunocitoquimicopara 1GW no se observaroncambios

aparentesni en la distribución ni en la intensidaddel marcaje comparandolos animales
estresados(15 mm y 45 mm) conlos controles.Sinembargo,si seobservóun incremento

en la inmunoreactividadpara la ACTH duranteel estrés,en concordanciacon estudios
anteriores(Orr y col., 1990; Wu y Childs, 1991; Sasakiy col., 1990). La ausenciade
cambios en el marcaje paraIGF-I en el SHN durantela inmovilización sugiere que la
expresiónde IGF-I-IR en el SHN no es reguladapor los mismosfactoresque inducenla
activaciónde la liberaciónde OT duranteel estréscausadopor la inmovilización.

2.2.3. Deshidratación.

La hiperosmolaridadoriginada tras24 horasde ingestiónde aguasalada(2% NaCí)
indujoun incrementoen la la expresióndel péptido IOF-I y la de suARNm, presentandoel
mismo patrón de colocalizacióncon AVP y OT queel descrito tras la administraciónde
colchicina. El hecho de que la coexistenciade IOF-I-IR con las neurohormonassea
equivalentedurantedeshidratacióny administraciónde coichicina, hacepensaren alguna

posible conexiónentreen ambassituaciones.La administraciónicv de distintasdosis de
colchicina origina un almacenamientode las hormonasneurohipofisariasen los somasy
axonesdel SHN al inhibir sutransportey liberación(Norstrémy Hansson,1973; Norstróm

y col., 1971; Parishy col., 1981; Peñay col., 1988). Altas dosis de colchicinacausan
importantes traumatismos locomotores (cuadriparalisis), así como alteracionesen los
comportamientosde ingestade bebiday alimentos(Norstrómy Hansson,1973; Norstróm
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y col., 1971; Parishy col., 1981; Peñay col., 1988; Dasheiffy Ramirez,1985). Todoello
puedeindicar queel incrementoen IOF-I-IR en neuronasmagnocelularesde ratas tratadas

concolchicinadescritoanteriormentepodríareflejar, ademásde unainhibicióndel transporte
axonal,unarespuestaa la posiblehiperosmolaridadoriginadapor la deficientetomade agua
observadaen estosanimales.

Los cambiosobservadosen la expresiónde IOF-I parecenser específicosdel SHN,

ya quelos nivelesde inmunoreactividadparaIOF-I enla cortezacerebraly en el plasmano
experimentaronalteraciones.El incrementodel IGF-I hipotalámicojunto conla ausenciade
modificaciones en los niveles circulantesde IGF-I-IR durante la estimulaciónosmótica

sugierenque IOF-I, más que una acción endocrinasistémica, ejerza una acción local
paracrinao autocrinaen la plasticidado actividaddel SHN. Los mecanismospor los cuales

se incrementanlos nivelesde IGF-I (ARNm y péptido-IR)específicamenteen el hipotálamo
no hansido determinadosen el presenteestudio.Un incrementode la transcripcióndel gen
de IOF-I pareceserel mecanismomásprobable,aunqueotros factorescomoun incremento

de la estabilidaddel ARNm o un aumentodel procesamientodel pre-ARNm podrian
contribuir al aumento del ARNm de IGF-I. Aunque tampoco puede descartarseuna
regulaciónanivel detraducción,procesamientopostraduccional,degradacióno secrecióndel
péptido IGF-I. Basándonosen los resultadosinmunocitoquimicos, es probable que la
deshidrataciónestimulela síntesisde IGF-I en el SHN. Sin embargo,al no haberpodido

detectarel ARNm de IGF-I mediantetécnicasde hibridación¡ti sitie, cabela posibilidadque
IOF-I-IR detectadoseasintetizadoen otrasareasdel hipotálamoy que esteseatransportado

a las neuronasmagnocelulares.Aunquemenosprobable,tambienesposiblequeel IGF-I-IR
visualizado por técnicasinmunocitoquimicaspudieracorrespondaal péptido unido a sus
receptoreso a susIOFBPs.

En cuanto al ARNm de R-IGF-I, los animalesdeshidratadosdurante24 horas no

mostraroncambios.Sin embargo,tras seisdíasde deshidrataciónseencontróun incremento
en la expresióndel ARNm de R-IGF-I en neuronasmagnocelularesdel núcleosupraóptico

sin observarsecambiosen el núcleoparaventricular.El hecho de que no evidenciaramos
cambios tras deshidrataciónaguda indica que para que se afecte la transcripciónde los
receptoresesnecesarioun mantenimientoprolongadodelestímulo.Estosugierela posibilidad
de que factoressecundariosinducidospor la deshidrataciónseanlos desencadenantesde las
alteracionesdel ARNm deR-IOF-I. En estesentido,el aumentode IOF-I observadodurante

la deshidrataciónagudapodría participar en la inducciónde la expresiónde sus propios
receptores,como se ha descritoparaotros factores tróficos (Fuscoy col., 1991; Holtzman
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y col., 1992; Nishizukay AraL 1992).
El incremento de la señalde hibridación tan sólo fue observadaen el núcleo

supraóptico,sin apreciarsecambiosen el paraventricular.Una serie de trabajosevidencian

una respuestaheterogéneadel SHN ante estimulaciónosmótica (Burbachy col., 1984;
Negro-Vilar y Samson,1979). La ingestiónde solucioneshipertónicasinduceuna mayor

respuesta en la actividad metabólica y expresión de neurohormonasen neuronas
magnocelularesdel núcleo supraópticoquelas del núcleoparaventricular(Shermany col.,
1986; Lepetit y col., 1992; Robertsy col., 1993). Por otro lado, la hiperosmolaridad

incrementala incorporaciónde 3H-citosina(George,1973) y de 3H-tirosinaselectivamente

en el núcleosupraóptico(Murray, 1967). La respuestadiferencialen la expresiónde genes
del SHN antela estimulaciónosmóticarevelaunaheterogeneidadfuncional de las neuronas

magnocelulares.Subpoblacionesmagnocelularesdelos núcleossupraópticoy paraventricular
podríanreflejardiferenciasen susaferencias,especificasparadistintostipo de estimulación,

siendo la estimulaciónosmóticauna señal mas eficaz en el núcleo supraóptico(Meeker,
1991; Robertsy col., 1993). De este modo, la aparenteausenciade modificacionesen la
expresióndel ARNm del R-IGF-I en el núcleo paraventriculardurante la deshidratación

podríaserdebidaa pequeñasalteracionespor debajodel limite de detecióno a unaausencia
de respuesta.

El incrementoen la expresióndel ARNm del R-IGF-1en el núcleo supraópticofue

acompañadopor un aumentoen la intensidadde la inmunoreactividadpara c-Fos en las
mismascélulas.La deteccióninmunocitoquimicade la proteínac-Fos como marcadorde

actividadcélularesunatécnicamuy útil en el estudiode sistemasneuroendocrinos(Hoffman
y col., 1993; Sagary col., 1988; Lafarga col., 1992). En el presenteestudio,utilizamos
doblesmarcajescon técnicasinmunocitoquimicapara c-Fos e hibridación iii sitie para el
ARNm del R-IGF-I para identificar neuronasactivadasdurante la deshidrataciónque

expresabanel gende R-IGF-I. La colocalizaciónde ambasmoléculasindicaqueel gen de
R-IOF-I se induce en neuronasmagnocelularesactivadaspor la hiperosmolaridad.En el
mecanismode induccionde c-Fos en neuronasmagnocelularespodría estar implicado el

propio IGF-I hipotalámico,ya queseha demostradoque estepéptidoes capazde inducir la
expresióndel factor de transcripcionc-Fos en neuronaspostmitóticas(Heidenreichy col.,

1993).
Es bien conocido que el SNC adulto de los mamiferos posee una plasticidad

estructuralantediversosestímulosfisiológicos. El sistemaoxitocinérgicohipotalámico,y en

menor medida el vasopresinérgico,ofrecenun buen ejemplo de sistemasneuronalescon

116



Discusión

potencialidadplásticaenel adulto enrespuestaaestímulosfisiológicos(Theodosisy Poulain,
1993; Marzban y col., 1992; Theodosisy Poulain, 1987; Perlmutter y col., 1985; Chapman

y col., 1986; Dyball y Ganen, 1988; Sánchez-Toscanoy col., 1989). Bajo condiciones
fisiológicas específicas,como son la deshidrataciónaguda y prolongada, se inducen
modificacionesreversiblesen las relacionesestructuralesentreneuronasy célulasde glia,

así como en la arquitecturade la circuitería sinápticade las neuronasmagnocelulares
hipotalémicas.El hechode que IOF-I juegueun papel en el crecimientoy diferenciaciónde
neuronasy célulasde glíaen hipotálamofetal en cultivo (Torres-Alemány col., 1990a)junto

conel incrementode la expresiónde IGF-I y su localizaciónconOT durantedeshidratación,

sugiereunaposibleparticipaciónde dichopéptidoen el fenómenode plasticidadinducidapor
hiperosmolaridadenel adulto.

Por otra parte, la estimulaciónosmóticaactivael SHN induciendoun incrementoen
la síntesisy liberaciónde las hormonasneurohipofisarias,así como la de los péptidosque

coexistenconellas (Cunninghamy Sawchenko1991; Shermany col., 1988; McCabey col.,
1990;Meistery col., 1990). Es posiblequedurantela deshidratación,el IGF-I hípotalámico
inducido por la osmolaridadseuna a susreceptoreslocalizadosen los núcleossupraóptico

y paraventriculary actue sobrela actividaddel SHN deun modo paracrinoo autocrino.El
aumentode expresionde IGF-I podríareflejar una posible función moduladorasobre la

acciónde otros péptidoso neurotransmisoresdel SHN durantela estimulaciónosmótica.

3. INTERACCIONESDE IGF-I CON AVP EN EL SHN

El contenidode AVP en el hipotálamoy cerebroanteriorfue similar en los cuatro
gruposexperimentalesdel experimentode administraciónkv de Ab-IGF-I (animalescontroles
con Ab-IGF-I/NRS y deshidratadoscon Ab-IGF-I/NRS). La concentraciónde AVP en el
hipotálamoy cerebroanteriorde los gupos deshidratadosdurante24 horascomparadacon
los controlesno varió significativamente.Negro-Vilary Samson(1979) tampocoencuentran

diferencias en el contenido de AVP en estructurashipotalámicas a los tres días de
deshidratación.Es probableque durantelas primerashorasde deshidrataciónel incremento

de la síntesisde AVP (McCabey col., 1990), seacompañede un aumentoen el transporte
axonaly liberaciónde la hormona,de tal forma queno seapreciencambiosen el contenido
del péptido. Tampocoseencontrarondiferenciasentreanimalestratadoscon Ab-IGF-I con
respectoal los tratadosconNRS, indicandoquela administracióndelantisuerono presentaba
ningunaacciónsobreel contenidode AVP en estasáreas.

En las neurohipófisis,tras 24hde estimulaciónosmótica, seaprecióuna reducción
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en los niveles de AVP de los animales tratados con NRS que no fue estadisticamente
significativa. Aunque sonmuchoslos estudiosque muestranunadeplecciónde AVP y OT

en la neurohipófisisdurante deshidratación(Renaud y Bourque, 1991; Hantton, 1990;
Cunninghaniy Sawchenko,1991),en la mayoriade ellosempleanmodelosde deshidratación

crónica,manteniendolos animalessinaguaperíodosde hasta7 díaso conaguasaladahasta
14 días. Nosotrosmantuvimoslos animalescon aguasaladaúnicamente24 horas, tiempo
suficienteparaaumentarla síntesisy liberaciónde AVP (McCabey col., 1990; Jonesy
Pickering, 1969), apesarde queseha descritoque la ingestiónde aguasaladaesun estímulo

menospotenteque la deprivaciónde agua(Lepetit y col., 1992; Jonesy Pickering, 1969).
Es posibleque en las 24 primerashoras de la deshidrataciónun aumentode liberaciónde
AVP desdela neurohipófisisa la sangreeste compensadaconun aumentode la síntesisy

transportede AVP desdelos somasmagnocelulareshastasusterminalesen la neurohipófisis,
sin aparentarcambiosen la inmunoreactividadde AVP enel lóbulo posteriorde la hipófisis.

Unicamenteseencontraroncambiosenel contenidode AVP en las neurohipófisisde
ratasdeshidratadastratadascon Ab-IGF-I respectoa aquellasotras ratascontrolestratadas

conAb-IGF-l. Estosresultadosjunto conla presenciade tránscritosdel ARNm del R-IOF-I
enneuronasvasopresinérgicassugiereunaposibleacciónreguladoradeIOF-I en la liberación
de AVP durantela deshidratación.La disminución de la concentraciónde AVP en la
neurohipófisisde los animalestratadospodríasignificar, bienunadisminuciónde la llegada

de AVP desdeel somahastasusterminales(reducciónde la síntesisy transportede AVP),
o bienun aumentoen la liberaciónde AVP a la circulaciónsistémica.Estaúltima hipótesis
no pudimosverificarlaya queel antisueroqueusamosparamedir los nivelesde AVP en los

distintos tejidos no era capazde reconocerla AVP circulante en plasma,probablemente
debido a cambios estructuralesde AVP en la sangre. Nosotrosoptamospor la segunda

hipótesisen basea dos razonamientos.Por un lado, la mayoriade vecesque seencuentra
una disminución en la inmunoreactividadde las neurohormonashipofisarias refleja un
incrementode su liberación (Renaudy Bourque, 1991; Hantton, 1990; Cunninghamy
Sawchenko, 1991). Por otro, experimentosrealizadoscon neurohipófisis in vitro han

mostradoque insulina 3.3KM escapazde inhibir la libearciónde AVP estimuladapor K~
(Guzeky col., 1988), concentracionestan altasde insulina probablementeesténactuando
atravésde los receptoresde IOF-I. Si consideramosque i) la disminuciónde AVP en los
animalesdeshidratadostratadoscon Ab-IOF-I refleja un aumentode su liberacióny u) la

administraciónicv de Ab-IGF-I neutraliza la actividad biológica del IOF-I endógeno
hipotalániico, los resultadosobtenidossugeriríanqueel IOF-I endógenoescapazde inhibir
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la liberaciónde AVP durantela deshidrataciónlo que estaríade acuerdoconlo descritopor
Guzeky col. (1988). Si bien ha sido demostradoque anticuerposadministradosicv son
capacesde penetraren el parénquimanervioso,pudiéndoselocalizarhasta24 horasdespués

de suadministración(Van derZeey col., 1992; Burlet y col., 1987),quedaríaporesclarecer
el tipo de acciónbiológica que ejercenlos anticuerposadministradossobreIGF-I. Estudios

anteriores de inmunización pasiva con antisueros contra IGF-I han mostrado,
mayoritariamentela neutralizaciónde la acciónbiológica de IGF-I (Bicsak y col., 1990;

Ruselíy col., 1984; Gilhar y col., 1994), sin embargo,otros hanindicadolo contrario,una
la potenciaciónde la accionbiológicade IGF-I (Stewarty col., 1993). Sin tenerevidencias
de si nuestrosanticuerposestanbloqueandoo bienpotenciandola acciónbiológicadel IOF-I

hipotalámico,no podemosasegurarsi el IGF-I endógenoestainhibiendo o estimulandola
liberaciónde AVP durantela deshidratación.

Lo que si podemossugerir,en basea i) la localizacióndel IGF-I hipotalámico,u) la
coexistenciade susreceptoresen neuronasvasopresinérgicas,iii) la regulaciónde IGF-I y

su receptorebajodistintassituacionesfisiológicasque afectanal sistemavasopresinérgicoy

iiii) la posible acciónde IGF-I sobre AVP, es que el IGF-I hipotalámicopuedejugar un
posible papel regulador paracrino o autocrino sobre la liberación de AVP durante
estimulacióndel SHN ¡ti vivo. No podemosdescartarunaposibleimplicación de IGF-I en
el sistemaoxitocinérgico,así comoen los fenómenosde plasticidadque se desarrollanen el

SHN adulto. Estos resultadosapoyan la idea de que diferentescondiciones fisiológicas
puedeninducir la expresionde IGF-I en diferentes tipos celularespara llevar a cabo

diferentesfunciones.
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1.- En SNC de rata adulta se detectó inmunoreactividadpara IGF-I en cerebelo,
hipotálamoy áreascorticales.El ARNm de IOF-I fue localizadofundamentalmente
en áreas olfativas y cerebelo. Los tránscritos de R-IGF-I se encontraron
principalmenteen bulbo olfativo, áreascorticales, cerebelo,hipotálamoy órganos

circunventriculares.

2.- Las célulasde Purkinje del cerebelode rata presentabanIOF-I-IR y los ARNm de

IGF-l y de sureceptor.La localizaciónsubcelularde IOF-I-IR junto conla presencia
de tránscritosde IGF-I y de R-IOF-I en célulasde Purkinje sugiereque IOF-I pueda

actuar autocrina o paracrinamentesobre las mismas neuronasque sintetizanel
péptido. En cerebelohumanose detectóun intenso inmunomarcajeparaIOF-I en
subpoblacionesde célulasde Purkinje, coexistiendoen ocasionesconLNGFR.

3.- El SHN de ratapresentóun intensoinmunomarcajeparaIGF-I trasadministraciónicv
de colchicina.La inmunoreactividadparaIGF-I se localizó en orgánulosimplicados

en la secreciónproteicade neuronasmagnocelulares,coexistiendoprincipalmentecon
OT. Los núcleos magnocelularesparaventriculary supraópticotambiéncontenían
ARNm deR-IOF-I, sugiriendounaposibleacciónlocal del IOF-I hipotalámicosobre

estosnúcleos.

4.- La administraciónicv de colchicina incrementóel inmunomarcajepara IOF-I en

neuronasno piramidalesneocorticalesy provocó la expresiónde IGF-I-IR en el
complejohipocampal,sin que se detectaraIOF-I-IR en ningúnaotra áreadel SNC.

El ARNm de IGF-I selocalizó en bulboolfativo y cortezapiriforme. A diferenciade
la restringidalocalizacióndel péptido IOF-I y su ARNm en el SNC, los tránscritos

de R-IGF-I se encontraronampliamentedistribuidos tanto en el SNC como en la
hipófisis, pudiendoser dianastantodel IGF-l sistémicocomodel endógeno.
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5.- En situacionesde disminuciónde la secreciónde GR (envejecimientoy diabetes)se
originaronmodificacionesen el patrónde inmunoreactividadparaIGF-I en el SHN

y adenohipófisis.Duranteel envejecimientoseobservóun incrementode IGF-I-IR
en fibras nerviosas de la ziEM. En ratas diabéticasse detecto un aumento de
inmunoreactividadparaIOF-I en neuronasmagnocelulareshipotalámicasy células

adenohipofisárias,sin que otros neuropéptidoshipotalámicospresentarancambios.
Los alteracionesobservadasenel patrónde marcajeparaIGF-I en el envejecimiento
y la diabetespodríancontribuir a la disminuciónde la secreciónde OH descritaen
dichassituaciones.

6.- Animalessometidosa deshidrataciónagudapresentaronun incrementoen los niveles
de IOF-I-IR en el SHN acompañadode un aumentode la expresióndel ARNm del
IGF-I hipotalámico.Unaestimulaciónosmóticaprolongadaincrementóla acumulación

del ARNm de R-IGF-I en neuronasmagnocelularesdel núcleo supraóptico.Otros
estímulosdel SHN, como sonpreñez,lactanciay estrés,no provocaronvariaciones
en los nivelesde IOF-I.

7.- La localización del ARNm de R-IGF-I en neuronas vasopresinérgicasjunto al hecho

de que la administración icv de anticuerpos a-IGF-I causó una disminución en los
nivelesde AVP neurohipofisariodurantedeshidrataciónsugierenunaposibleacción
local de IOF-I en la liberaciónde AVP durantela estimulacióndel SHN ¡ti vivo.
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