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u Introducción

El crecimiento es un proceso multifactorial muy compl~o que dependede la

interacciónde factoresgenéticos,nutricionales,ambientalesy homionales(Geodman1994).

No consiste únicamenteen un aumento de tamaño, sino que incluye procesosde

morfogénesis,diferenciacióny adquisiciónde capacidadfUnciona],quehacenqueel aumento

de tamañose realicede una forma armónica,de acuerdoconun plan preestablecidoy que

pennitequeapartir deunacélulainicial sedesarrolleun organismocompleto.

1. AUXOLOGIA

Paracomprendery valorarel crecimiento,seha desarrolladola auxologkz(auxe:

crecimiento, logos: tratado),que es la ciencia del desarrollo de los organismos,y la

auxometrma(me¡ron: medida),quees la cienciade la medidadel crecimiento(Morenoy

cols. 1996).

En el niño existendistintosindicadoresdel desarrollosomáticocomo sonel peso

corporal,la talla, el perímetrocraneal,o medidasde los segmentossuperiore inferiordel

cuerpoparavalorarcrecimientosdisarmónicos.

La edadóseadel individuo esun indicemuy importante.El examenradiológico

de los huesos,principalmentede la muñecay de la mano(Tannery cols. 1988),permite

asignara cadaestadiode maduraciónesqueléticaunaedadósea.Existencurvasestándar

de edadósea,querepresentanla edada la cual el 50% de los niñospresentanesemismo

estadiode maduración(Tannery cols. 1988). Su importanciaradica en que no sólo

interesasaberlo alto quepuedallegar aserun niño, sino lo avanzadoque se encuentre

en su objetivo (Tannery cols. 1988). Por ejemplo, un adelantamientode la pubertad

comprometela talla final del niño por una actuaciónanticipadade los esteroides

sexuales,ya que la maduraciónóseaes superioral incrementode talla, de tal forma que

la relaciónnormalentreedadóseay cronológica,quenormalmentees 1 se incrementa

(Tresguerres1 996a); el niño crece rápidamentepero le queda menos tiempo para

hacerlo.

La estaturacorporal, sin embargo,sigue siendo el parámetroprincipal para

determinarel crecimiento,y la precisiónde dicha medidaesun factor limitante tantoen

el control de la terapéuticacomo en la investigaciónsobreel crecimiento.Las medidas

3



Introducción 4
de la estaturaen intervalos inferiores a 12 meses, no se consideranhabitualmente 4
adecuadasparacuantificartasasde crecimiento(Hermanusseny Burmeister1993).

El intervalo de tiempo aconsejableentrelas medidasde estaturadependede la 4
precisiónde la téenica(Hermanussen1989, 1995),por lo que hastaahoray debidoa los

métodosde medidaestáti¡ral,los intervalosde tiempoeranmuy ampliosy dabanlugara 4
la ideadequeel crecimientoeraun procesolineal.

4
Sin embargo,sesabeque en el niño existenperíodosa lo largo de su vida con

distintasvelocidadesde crecimiento:unaelevadatasa de crecimientoduranteel primer 4
año de vida, unatasamáso menosestabledesdelos 4 añosde unos6 cm al año, y un
aumentopuberaltras el que la lasa disminuye progresivamentehastaser cero, por la 4
osificacióntotal de los cartílagosde conjunción(Tresguerres1 996a).

La apariciónde nuevastecnologíascomo la knemometria(Valk y cols. 1 983a), 4
con un errortécnicomuy bajo,hanpermitidoun seguimientodel crecimientoamáscorto

plazo con medidasincluso diarias. Este aparato,tal y como se ilustra en la figura 1, 4
permiteunamedicióndela tibia desdeel exterior.En lamediciónse incluyenla rótula, la

anchurade la epífisisdistal del fémur,los tejidosblandosquecubrenla rodilla y el talón, 4
asícomoel astrágaloy el calcáneo.

-4
A: Silla móvil
B: Reposapiés 1
C: Placamóvil demedida
D: Contrapeso

4
-4
-4
-4
-4

Figura1. Esquemadel Knemómetro.Modificadode Ariznavarreta(1996a).

-4
4 -4



Introducción

Procedimientode medida:El niño sesitúaen una silla móvil, buscandouna posiciónque scacómoda.

una vez logradaseestandarizaparasiguienteslasmedidas.El pie seapoyaenun reposapiés.La altura

de la silla se regulade tal forma que la piernase flexiona 900. Un contrapesosujetopor una polea

garantizaquela presiónejercidasobrelos tejidosseasiemprela misma.La piernadelniño semuevepor

el observador,detal formaque la distanciaentrela basedondedescansael piey la placasobrela rodilla

aparececontinuamenteen una pantallaelectrónica.La longitud máximaobtenidaseconsideracomo la

longituddela pierna(Hermanusseny cols. 1985). Suerrortécnicoesde unos100 gni (Wolthers1996).

Las medidasindividualesobtenidaspor knerhometriapusieronde manifiesto.la

aparición de miniestirones(Hermanussen~ cols. 1988a), es decir incrementos no

constantesen la velocidadde crecimiento, como tambiénvieron otros autores(Wit y

cols. 1987,Hermanusseny cols. l988a, 1988b, Hermanusseny Burmeister1993, Gibson

y cols. 1993,Michaelsen1994,Larnpl y cols. 1995,Wolthers1996).

En contrade lo que seesperaba,seencontróque las velocidadesde crecimiento

obtenidasen períodosde tiempo conos,con esta técnica, no permitían predecir la

velocidaddel crecimientoóseoa más largopíazo. Una explicaciónposiblees la propia

no-linearidaddel crecimientotibial (Hermanusseny cols. 1987, Wales y Milner 1987,

Wit y cols. 1987,Wolthers1996).

La knemonetríaha servido de punto de partida para el desarrollo de otras

técnicasque se basan,igualmenteen la medida de la longitud tibial. Así aparecióel

miiknemómetro(Michaelseny cols. 1991),quepermitela medidade la piernade niños

reciénnacidosmientrasestántumbados,o el Kyniklómetro (Hermanusseny cols. 1992),

que fUe concebidoparasu utilización en la medidade longitud tibial en el conejo.La

microknemometria(Hermanusseny cols. 1995),esla técnicaempleadaen estatesisy se

desarrollóespecialmentepara la medición de la longitud tibial en la rata. De forma

similar a lo descritoen la técnicaempleadacon humanos,en la microknemometríaademás

de la longitud de la tibia, seincluye la medidadel tejido blandoquerecubreel hueso(Wit y

cols. 1987)y las articulacionesadyacentes,la rótula,el grosorde la epífisisdista] del fémur, y

partede la pezuña,astrágaloy calcáneo,(Hermanusseny cols. 1995, 1996),tal y comopuede

apreciarseenla figura2.

Debido a su precisión,la microknemometríapermite un seguimientodiario del

crecimientolongitudinal de la tibia de la rata,y por tanto estudiarno sólo su patrónde

crecimientoa corto y largo plazo, sino tambiénsu evolución bajo distintosregímenes

experimentalesy sin ningúntipo deefectonocivosobreel animal.

5



Fémur

4-

4—Peroné

4— Calcáneo

Introducción 4
2
-4

Distanciamedidapor el
microkncmómetro 4

4
4

Figura2. Esquemadela extremidadpostenordela rata. 4
2. FACTORES QUE CONDICIONAN Y REGULAN EL CRECIMIENTO 4

Podríamossubdividir los factores que afectan al crecimiento en determinantes 4
(genéticos),permisivos(nutricionalesy ambientales),y reguladores(controlneuroendocrino),

tambiéndebemosconsiderarla respuestade los órganosdiana(Rodríguez-Hierroy Torres 4
1996).

4
<•Factoresgenéticos -4

La talladel organismoadultoesuno de los rasgosgenéticosqueseheredande fonna

multifactorial, estando implicados varios genes. No obstante, algunas patologías del

crecimientosecorrespondencon anomalíascromosómicasconcretas,como por ejemplo la

t¡isomiadel cromosomaY que lleva aunatalla muyelevada,o la ausenciade brazoscortos 4
enel cromosomaX queocasionaunatallafinalbaja(Oren1996).

En humanos,el fondo genéticoquecontribuyeala talla se conocecomo “potencial 4
genéticode crecimiento”y sevalorateniendoen cuentala talla de los padres(Orera1996).

Queselogreo no esepotencialdependeráde los factoresambientales(Hernández-Rodriguez 4
1992),queactuarande formaaditivao negativa(Orera1996).Todosestosfactoressonlos

responsablesde la distinta tafla existenteentrelas distintaspoblaciones(Rodríguez-Hierroy 4
Torres1996,Orera 1996). Porotraparte,no sólo seheredalatanafinal sino la velocidadde

desarrolloy maduración(Hernández-Rodríguez1992,Rodriguez-Hlerroy Torres1996). 4

-4
6 4

Rótula

Tibia
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Introducción

4 Factoresambientales

El clima, el nivel socioeconómico,o la urbanización,puedenafectaral crecimiento.Se

sabepor ejemplo, que la velocidadde crecimientoseaceleraen primaveray verano,y los

niñosde las ciudadescrecenmásdeprisa(Hernández-Rodríguez1992, Rodriguez-Flierroy

Torres1996).Sin embargo,resultadifidil disociarlos factoresenumeradosde otroscomolos

nutricionales,o las condicioneshigiénico-sanitarias,queparecenir en paralelocon la calidad

de vida sobretodo en los paísesen víasde desarrollo,dondelasdiferenciassocialesson más

acentuadas.Por otra parte tampoco podemossepararla influencia del clima sobreuna

determinadapoblación,queposeeunacargagenéticaespecífica.

4 Factoresnutricionales

La nutrición actúasobreel crecimientodirectamenteal aportarlos substratosquehan

de servirparala formaciónde los nuevostejidos,eindirectamentemodulandola secreciónde

OHe LOE 1 (Hernández-Rodríguez1992).

La paralizacióndel crecimientopor el aportede un nivel bajo de proteinaso energía

es una respuestaadaptativaa la supervivenciadel individuo (Straus 1994), ya que el

creemilentoseconvierteenun lujo parael organismo,porlo menosa cortoplazo.

- Unanutrición incorrectatienemayoresrepercusionesen niñosqueen adultos,ya que

los primerosse encuentranen pleno procesode maduracióny desarrollo,y la cantidadde

nutrientes que necesitan dependendel ritmo de crecimiento que estén atravesando

(Ariznavarreta1 996b).

4 Factoreshormonales

EstosIhetoressonlos queespecíficamentevanacoordinarel procesodel crecimiento

en función del potencialgenético y de los factores ambientales.En la regulación del

crecimientointervienennumerosashormonasy factoresde crecimiento:

- HormonasTiroideas:El crecimientose inhibe marcadamenteen el hipotiroidismo

(Devesay Tresguerres1996, Scanlony cols. 1996) o en ratasjóvenestiroidectomizadas

(Ooodman1994).Enratastiroidectomizadasla OH puedereiniciarel crecimientoperono se

consigueunatasanormalamenosqueseadministrentambiénhormonastiroideas(Goodman

1994). Por otrapartetambiénintervienenen la regulaciónde OH, ya quela disminuciónde

7



Introducción 4
hormonastiroideasen la ratadisminuyela transcripciónde OH, el ARNm de OH, susíntesis 2
y secreción(Scanlony cols. 1996).

_________ -4
-Olucocorticoides: Se sabe que unos niveles crónicamente elevados de

glucocorticoides(GC) bloqueanel crecimientosomáticoy la liberación de OH (Argentey 4
cols. l996a,Scanlony cols. 1996)

Los estudiosiii vítrohanmostradoquelos glucocorticoidesestimulanlasecreciónde 4
OH, su expresióny la del receptorparaOHRH (Ohyamay cols. 1996).A nivel hipofisariola

administraciónagudade OC estimulala secreciónde OH (Scanlony cols. 1996, Goodman 4
1994), y a largo plazo aumentanla SS hipotalámicapor activación de los receptoresJ3

adrenérgicos(Carrascosay Audí 1996,Devesay Tresguerres1996). Otrosautores(Ohyama 4
y cols. 1996)sostienenquepodríanactuarinhibiendo la expresiónde OHIRIR. Ademásla

dexametasonainhibela expresióngénicwdeIGF 1 (Rodriguez-Amaoy Oomez-Pan1996). 4
-Insulina: Es necesaria para mantener el crecimiento normal. En ratas 4

pancreoctemizadasel tratamientocon OH estimulael crecimientomientrassemantienela

dosisadecuadade insulina(Ooodman1994,Leungy cols. 1996). Ademáses un regulador 4
positivoen la síntesisdeIOF 1 (Straus1994).

También es necesariacomo mediadorade los efectosanabólicosde la OH, al 4
aumentarel númerode receptoresparaOH e IOF 1 (Ooodman1994, Ariznavarreta1996a)

4
con lo queregulala uniónde OHen los t~idosperiféricos(Harely Tannenbaum1995).

-Hormonas2onadales:En humanos,duranteel desarrollopuberaly coincidiendocon 4
un aumento en su secrecióngonadal, se produce en ambos sexosuna aceleracióndel

crecimiento(estirónpuberal). Tras estepico en la velocidadde crecimiento,comienzaun 4
procesodecelerativoa medidaque los niveles plasmáticosde las hormonasgonadalesson

4máselevados,y acabacon la osificaciónde los cartilagosde conjunción(Carrascosay Audi

1996, Tresguerres 1996a). Los esteroidesgonadalesintervienen en la regulación del

crecimientotanto a nivel hipotalámico,modulandola secreciónde OH, como a nivel del 4
propio cartilago de crecimiento (Ooodman 1994, Carrascosay Audi 1996). Existe 4
dimorfismo sexualen la secreciónde OH, y el condicionamientomasculinoo femeninodel

tipo de secreciónespontáneade OH pareceestablecerseen el períodofetal (Tresguentes 4
1996a).

4
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Porotrapartela testosteronatiene unamarcadaacciónanabolizanteaumentandola

síntesisde proteínasy manteniendoun balancenitrogenadopositivo, fundamentalmenteen el

músculo(Guytony Hall 1996),con lo queaumentala masamuscular(Woodward 1993).Los

estrógenostambiénproducenun ligero aumentoen lasproteínastotalesdel organismo,pero

u menosmarcado,y provocanun aumentodel depósitode grasaen los tejidos subcutáneos
(Guytony Hall 1996).

u
Sin embargode todas las hormonasque intervienense consideraque la Gil es

uno de los agentesprimordiales en la regulacióndel crecimiento, por lo que dada su

Importanciadesarrollamoscon másdetalleel ejesomatotropoacontinuacion.u
3. EJESOMATOTROPO.

3.1 Hormona de crecimiento (GH)

Es una hormona adenohipofisariaque se produce y se almacenaen las células

U somatotropas(Cutíer1996).

4 Estructura:

El 90% de la OH secretadapor las células somatotropases un péptido de 191

annnoacídoscon un pesomolecularde 22 Kd. El 10% restanteesun péptido de 20 Kd

(Geodman1994).

Actualmentese sabeque la OH en realidad,son un conjuntode péptidosgenerados

porun conjuntode genesde OH, localizadosen el cromosoma17 enel casode los humanos.

De eseconjunto,el genOH-N o OH 1 pareceserel que se expresaen la hipófisis, aunque

otro gen (el OH-y) podríatambiénexpresarse(Devesay cols. 1996). Existe un factor de

transcripciónPit-1 (Pituitary-1), queseexpresade forma exclusivaen la célulasproductoras

de OH, y que esel principal factor implicado en el control transcripcionaldel gen OH-N

(Bertherat y cols. 1995). A partir del gen OH-N se genera un pre-ARNm cuyo

procesamientoalternativogeneradosARNm quedanlugara la síntesisde las formasde 20 y

22 Kd (Barrios y Argente 1994, Devesay cols. 1996). Clásicamentese consideraque la

formafisiológicamenteactivaesla de22 Kd.

9
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4 Proteinaligante (GHBP)yReceptor(GHR): 4

Existendosproteínastransportadorasde Gil, unade alta afinidady bajacapacidady 4
otra de baja afinidad y alta capacidad.La primera, es una glucoproteinaque se une

flindamentainientea la OH de 22 Kd y transportael 45-50%de la hormonacirculante.La 4
proteínaligante de baja afinidad no pareceestarimplicada en la fisiología del crecimiento

(Barrios y Argente 1994, Devesay cols. 1996), por lo que nos referiremosa la de alta 4
afinidad.

El receptorde OH es una única cadenade aminoácidoscon un único dominio 4
transmembrana(Nybergy Burman1996).En la ratala secuenciade aminoácidosdeldominio

extracelulardel receptorhepáticode OH, es prácticamenteidénticaa la proteínaligante de 4
altaafinidad (Maesy cols. 1991).Los datosbibliográficosdescribenqueen ratasy ratonesla

GHBPy el receptorde OH parecenproducirseporel procesamientoalternativode un mismo 4
ARNn-j, mientrasqueenhumanosla GHBP seproducea partirdelreceptorde OH porrotura

4proteoliticade su dominio extracelular(Barriosy Argente 1994,Ketelslegersy cols. 1996,

Clark y cols. 1 996b, Ostery cols. 1996). Portanto, en humanos,los niveles del receptor 4
hepáticosecorrelacionanbiencon los nivelescirculantesde la OHBP(Oeversy cols. 1996b,

Ketelslegersy cols. 1996, Ostery cols. 1996), mientrasque en roedorespodríanregularse 4
independientementeanivel transcripcional(Clarky cols. 1996b).

Pareceserque tambiénexistendiversostipos de receptorespara OH con distintas 4
afinidades. Cadamoléculade OH se une a dos moléculasdel receptor, tras la cual, los

dominios extracelularesformanun dímero.Estadimerizaciónesnecesariaparaactivar una 4
proteínaasociadaal receptor,la JanusCinasa2 (JAK-2), conactividadtirosinacinasa,quese

fosforila a sí misma y al receptor,desencadenándoseuna cascadade fosforilaciones en 4
proteínasintracitoplasmáticas(Roupasy Herington 1994, Nybergy Rumian 1996). Parece

que las accioneslipoliticas de la OH sellevaríana cabopor la vía de unaproteínacinasaC, 4
(Roupasy Herington 1994,.Devesay cols. 1996). Tambiénpareceque puedeexistir otro

mecanismode transducciónde sefial a travésdel aumentodel calcio intracelular.Por otra 4
parte,existeunainternalizacióndel complejohormona-receptorenun endosoma,quepodría

serentoncestraslocadoal núcleo(Devesay cols. 1996,GarcíaBarros1996). 4
Los nivelesde OHBPenplasmano sc encuentranmodificadosenla acromegaliao en

4el déficit de OH en humanos(Banjosy Argente1994),aunquedatosmásrecientesapuntan

quelos nivelesde OHBP seencuentrandisminuidosenniños contafiabajaidiopática(Clarky
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cols. 1996b).En la ratano seencuentrancambiosen el receptorde OH o el ARNm de la

GHBP porel tratamientointermitentecon OH o con IGF 1 (Domenéy cols. 1993). Sin

embargo,tantoel receptorcomolos nivelesde la proteínaliganteaumentanconla exposición

continuaa OH, porlo quepareceregulados,másqueporlos picosde secreciónde Gil, por

sus nivelesbasales(Clark y Robinson 1996, Geversy cols. 1996b).Estosmismosautores

proponenque la modulaciónsobrela OHBP y el GHR podríaincidir en la generaciónde

distintostipos de mecanismosde transducciónde sefial, y que los nivelesbasalesde OH

tendríanmásrelacióncon las accionesmetabólicasde la OH, mientrasque el crecimientolo

estaríacon los picos.

En la rata tanto el receptorhepático como la proteínaligante disminuyen en las

situacionesde ayuno,por lo que se regulanpor la nutrición (Ketelslegersy cols. 1996). En

humanos,tambiénparecenregularsenegativamentepor la testosterona(Barrios y Argente

1994); en la rata tanto la GHIBP como la cantidaddel receptorde OH esmás alta en la

hembraqueenel macho(Oeversy cols. 1 996b,Ketelslegersy cols. 1996).

La OHBPpuedeaumentarla vida mediade la OH y disminuirsu degradación,siendo

un reservoriode la hormona.Puedecompetircon el receptorporlaunión conla OH (Counts

y cols. 1992, Clark y cols. 1996b, Ostery cols. 1996),perola afinidad del receptorde OH

porla hormonaesalgo superior,así la OH puedeser cedidaal receptor(Barriosy Argente

1994).

En general,el papelde la OHBP seríafundamentalmenteestimuladorde las acciones

de la OH (Clark y cols. 1996b, Ketelslegersy cols. 1996). Podríaestarmodulando la

concentraciónde OH queaccedealas célulasdianadurantelos episodiossecretoresde OH

(Baniosy Argente1994,Geversy cols. 1996b).

4 Accionesbiológicas:

La OH a nivel metabólicoactúa como una hormona anabolizante,lipolitica y

diabetógena(Isakssony cols, 1987).

Activa prácticamentetodos los procesosimplicadosen la síntesisproteica,desdela

captaciónde aminoácidos,y la transcripciónde ARNm, hastala actividadenzímatica,lo cual

esclaveparael crecimiento.Las accionesanabolizantessedan en casitodos los tejidos pero

esen el bAgado y el músculodondealcanzasu mayor expresión(Barrios y Argente 1994,

Devesa y cols. 1996). También ejerce un efecto sobre los triglicéridos de reserva,
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desdoblándolosen glicerol y ácidosgrasos,con posterioroxidaciónde éstos(Cioodman y 4
cols. 1990),consiguiendola energíanecesariaparalasíntesisproteica(Devesay cols. 1996).

La administraciónde OH a animaleshipofisectomizados,induceunarápidacaídade 4
la glucemiay de los nivelesde ácidosgrasoslibres, es decirpresentaaccionessimilaresa la

insulina. Sin embargoun tratamientoprolongadoseasociacon hiperglucemiay aumentodel 4
catabolismode las grasas,accionesopuestasa las de la insulina (Isakssony cols. 1987,

Barriosy Argente1994). 4
La OH pareceteneraccionesórganodependientes,ya que en ratonestransgénicos

4paraOH, hayun auméntono proporcionalal pesocorporaldel tamañodel hígado,del bazoy

enmenormedidadel riñón (Spagnoliy Rosenfeld1996). 4
Pero su acciónmásimportantees a nivel del crecimiento, sobretodo a nivel del

cartílago (Ver apanado4.2). La OH intervieneen la formacióndel hueso,aumentandosu 4
metabolismodirectao indirectamente,estimulandosu resorción(Palmery cols. 1994, Gevers

y cols. 1 996a)y estimulandola aposiciónperióstica(Martínezy cols. 1996). 4
3.1.1Regulaciónde la secrecióndeGH 4

La secreciónde OH es pulsátil, declina gradualmentecon la edad (Edén 1979, 4
Handeismany cols. 1987),y dependede la acciónde dos péptidoshipotalámicos,quepor la

4circulaciónportal alcanzanla glándulahipofisariaestimulando(OHRH) o inhibiendo(SS)su

secreción(Peilalvay cols. 1994,Argentey cols. 1996a,Chany cols. 1 996a).

3.1.1.1 GHRH

La OHRH promuevela transcripcióndel gen de OH (Janssony cols. 1 985b,Hu y

cols. 1993, Peñalvay cols. 1994, Clark y Robinson1996) e inducesu secrecion Tambien 4
tiene efectosmitogénicossobrelas célulassomatotropas(Hu y cols. 1993, Pei’ialva y cols.

1994),promoviendosu diferenciacióny crecimiento. 4
Se presentaen humanosbajo dos formas, de 40 y 44 aminoácidos,con actividad

biológica similar (Devesay Tresguerres1996), en la ratatiene 43 aminoácidos(Peñalvay 4
cols. 1994). Trasunirseal receptor,queestáacopladoa proteínasO estimuladoras,(Os), la

4
OHRH desencadenaun aumentoen el AMPe, el cualestimulala expresióny la secreciónde

4
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OH, y la activación de la proteínacinasaA (PI(A), (Bertheraty cols. 1995). También

promuevelamovilizacióndecalciocausandola exocitosisde la GH (Cutíer1996).

Ya que la actividad biológica de la OHRH resideen los primeros29 aminoácidos

(Peñalvay cols. 1994), se han desarrolladopéptidos sintéticos, como el que nosotros

utilizamos, que poseenla misma potenciaque las formasnaturales(Devesay Tresguerres

1996).

La localización más abundante de los cuerpos neuronales de la neuronas

OHltHérgicasse encuentranen los núcleos arcuatoy ventromedialdel hipotálamo. Las

neuronasdel núcleoarcuatoproyectansusaxonesa la eminenciamediadondedescarganen

el sistemaporta-hipotálamo-hipofisario(Devesay cols. 1992,Cutíer1996).

3.1.1.2Somatostatina(55)

La SS inhibe la liberaciónde OH (Peñalvay cols. 1994), tanto basal como tras

estimulacióncon OHRH (Cutíer1996),y antagonizael efectomitogénicode la G’HRH (Huy

cols. 1993, Devesa y Tresguerres1996). Se presentabajo dos formas de 14 ó 28

aminoácidos.Suefecto sobrela síntesisde OH no estáclaro: seha descritotantoqueinhibe

el aumentode transcripcióngenómicadependientede OHRH (Devesay Tresguerres1996)

comolo contrario(Clarky cols. 1988, Sugiharay cols. 1993, Clark y Robinson 1996,Cutler

1996). Tiene múltiples acciones como neurohormona,neurotransmisory modulador

paracnno.

La mayor concentración de cuerpos neuronalesse encuentra en el núcleo

periventricular(Devesay cols. 1992), queproyectansusaxonesa la eminenciamediay hacia

el núcleoarcuato.Tambiénexistenneuronassomatostatinérgicasen el núcleoarcuato,donde

la SSpareceactuarcomoneurotransmisor.

Su mecanismode acción se basaen una disminuciónde la entradade calcio en la

célulay en un aumentode la conductanciaal potasio,el cualocasionauna hiperpolarización

de la membrana(Devesay Tresguerres1996). Porotro lado la unión de la SSa su receptor

adivaunaproteínaO inhibidora, (Gi), que causauna disminuciónen la actividadadenilato

ciclasa, por lo que desciendenlos nivelesde AMPc (Cutler 1996) e inhibe la regulación

positivade la actividadPICA ejercidaporla OHRH(Bertheraty cols. 1995).
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3.1.1.3 INTERACCIÓN GHRH/SS 4

Ambos péptidos se secretande forma periódica desde la eminenciamedia a la 4
circulaciónportal,con un desfasede 180 0 y en larata machose liberan en ciclos cada3-4

horas(Plotskyy Vale 1985,Painsony Tannenbaum1991,Zeitíery cols. 1991).De su acción 4
coordinadaresultala secreciónpulsátil de OH (Plotskyy Vale 1985,Painsony Tannenbaum

1991, Huy cols. 1993,Tumery Tannenbaum1995)(figura3). 4
Se postulaqueel pico secretorde OH sedebeala coincidenciade un pico deGHRH

y un valle de SS, mientrasquelo contrariosuprimela secreciónde Gil (PIotskyy Vale 1985, 4
Painsony cols. 1992,Tumery Tannenbaum1995,Argentey cols. 1996a, 19961,, Scanlony

4cols. 1996). Así los picos de Gil se deberíana la GHRH, mientrasque los nivelesbasales

estañanreguladospor la SS (Janssony cols. 1985b, Zeitíer y cols. 1991, Tumer y

Tannenbaum1995,Geversy cois. 1996b). Sin embargo,bastacon la existenciade secreción

pulsátil de la SS paraquehayapicosde secreciónde GH, ya quela infusióncontinuaexógena 4
de GHRH mantieneun patrónde secreciónde Gil pulsátil (Devesay cols. 1992, Devesay

Tresguerres1996). 4

4
—. SS 4

A’ *

1 ¡
II — \1 tU OH 4

Figura 3. Esquemade la posiblesecreciónde GHRH y SS Modificada de Devesay Tresguerres

(1996). 4
Se havistomedianteestudiosin vitro queunadelasfuncionesdela SSseríabloquear 4

temporalmentela liberacióndeOH, permitiendoqueseacumuleenla hipófisis.De estaforma

existe una mayor cantidadde OH para ser liberadaen respuestaa la OHRH (Clark y 4
Robinson1988,Limay cols. 1993,Turnery Tannenbaum1995,Clarky Robinson1996).

No obstante,la naturalezade la interacciónentre la GHRH y la SS no ha sido 4
desvelada,aunquese postulauna comunicaciónintrabipotalámicaestrechamenteregulada

4(Zeitíery cols. 1991, Seanlony cols. 1996), y sesugiereque la SS regulanegativamentela

secreciónde OHRH (Lima y cols. 1993).Estaafirmaciónsebasaen que los axonesde las
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neuronassomatostatinérgicas,que se proyectanal núcleo arcuato,establecenconexióncon

las dendritasy somasde lasneuronasGilRHérgicas.De hechohay receptoresparaSSen la

neuronasOilRiHérgicas(Zeitler y cols. 1991, Bertheraty cols. 1995, Síamay cols. 1996)

(figura4).

Además la SS parecetener una retroalimentaciónnegativaultracorta, ya que su

administraciónicv seinterpretacomounaseñalparael bloqueode secreciónde SS endógena,

lo quelleva aun aumentoen la secreciónde OH (Clark y cols. 1988,Devesay Tresguerres

1996).

Por otra parteexisteun controlpor la propiaOH de tal formaque éstaestimulala

síntesisy secreciónde SS e inhibe la síntesisy secreciónde OHRH (Beckery cols. 1995,

Chan y cols. 1996a).No estáclaro si la acciónde la Gil esdirectao medidapor la KW 1

(Bertheraty cols. 1995,Beckery cols. 1995).

Algunos autores(Satoy Frohman1993),encontraronquela administraciónicv de

OH disminuía el ARNm de OHRH, sin modificar la cantidad de ARNm de SS.Por otro lado

la IOF 1 sí disminuíael ARNm de GHRH y aumentaba el de SS. Cabela posibilidadde que

este efecto seaespecificodel modelo utilizado (Beckery cols. 1995)y no excluye otros

efectossobrela liberación.

Sin embargoy aunqueel receptorde OH se encuentraexpresadoen el núcleo

periventriculary en el núcleoarcuato(Chany cols. l996a,Pellegriniy cols. 1996),sonpocas

lasneuronasde OHRHy SSenel núcleoarcuatoqueexpresanel receptorde OH, por lo que

los efectosde laOH en el núcleoarcuatopodríansertransducidosatravésde otrasneuronas,

como porejemplo las productorasdel NPY (Chan y cols. 1996a). Sabersi el NPY está

implicado en la regulaciónde OH, y como llega la señala las neuronasGHRilérgicasy

somatostatinérgicasnecesitaestudiosposteriores.

El ARNm del receptordeOH secolocalizaenun 690/odelasneuronasconABNm de

SSdel núcleoperiventricular,y la inyecciónicv de un oligonucleótidoantisentidodel OHR,

disminuye el ARNm de SS en el núcleo pexiventricular, sin afectarel ARNm de GHRIJ,

aumentandola secreciónde OH (Pellegrini y cols. 1996). Esto parece indicar que los

receptoresde OH seencuentrandirectamenteenvueltosen la regulaciónde las neuronas

somatostatinérgicasdel núcleo periventricular,aunqueno estáclaramenteestablecidala

capacidaddelaOHparaatravesarla barrerahematoencetilica(Pellegiiniy cols. 1996).Otros

autores(Chany cols. 1996a, 1 996b,Clark y Robinson1996, Scanlony cols. 1996)afirman
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que la OH ejerceun efecto directo sobrelas neuronassomatostatinérgicasestimulandosu 4
síntesisy/o secreción(figura4).

Por otraparte, la JOF 1 estáimplicada en la retroalimentaciónnegativade la OH 4
(Berelowitzy cols. 1981),ya queinhibe la secreciónde la Gil actuandoanivel hipofisarioe

hipotalámico(Berelowitzy cols. 1981,Huy cols. 1993,Beckery cols. 1995,Scanlony cols. 4
1996). A nivel hipofisario inhibe la expresiónde OH (Cutíer 1996)<tantobasal.como 4
estimuladapor OHRH (Bertherat y cols. 1995) y por el Pit 1, reduciendoademásla
exocitosisde OH (Seanlony cols. 1996).A nivel hipotálamicoaumentael ARNm de SS, y 4
disminuyeel de GHRH, afectandode igual forma su liberación (Beckery cols. 1995). De
hechose han descrito receptorespara la IGF 1 tanto en hipófisis como en hipotálamo 4
(Tresguerres1996b).

4
4
4
4
4
4
4

Figura 4. Modelo hipotéticode control negativode la GH sobresupropiasecreción.Modificadode 4
Chanycols.1996a.

Sin embargo,la fUente de lOE 1 es un aspectosujeto a controversia. Se detecta

ARNm de lOE 1 en el hipotálamoqueademásrespondea la administraciónexógenade OH 4
lo que se apoyaría su origen local (Becker y cols. 1995). La Ibita de efecto a nivel

hipotalámicode la administraciónsistémicade IGF 1 corroboransu origen local (Satoy 4
Frohman1993).
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3.1.1.4 NJEUROTRANSMISORES Y OTROS PtPTIDOS IMPUCADOS EN LA

REGULACIÓN DE GH.

•>Vias adrenér~icas

Suestimuloparecequeactúainhibiendola secreciónde SS,atravésdereceptoresde

tipo a2, (Devesay cols. 1992, Becker y cols. 1995, Devesay Tresguerres1996). La

disminuciónde la secreciónde la SS podríaacompailarse,secundariamente,de un aumento

en la liberaciónde GHRH (Lima y cols. 1993, Bertheraty cols. 1995). Sin embargo,otros

autoresmantienenque el estímulode los receptoresde tipo a2, aumentadirectamentela

liberaciónde GHRH(Maszaky cols. 1995,Argentey cols. 1996a)(figura5).

Figura 5. Esquema de la regulación de la secreción de SS y GHRH. Modificada de Devesay

Tresguerres1996.
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Cuandolos niveles de NA sonbajos seestimularíanreceptoresde tipo 132, en las 4

neuronassomatostatinérgicas,llevando aun aumentode la liberaciónde SS (Devesay cols.

1992,Argentey cols. 1996a,Devesay Tresguerres1996) 4
4V/ascolinéríjicas 4

Actúan a través de receptoresmuscarínicosinhibiendo la secreción de la SS

(Bertheraty cols. 1995, Scanlony cols. 1996). Segúnotros autores(Devesay cols. 1992, 4
Lima y cols. 1993,Devesay Tresguerres1996)existiríaunajerarquíadondela primacíase

deberíaa lasMasadrenérgicasconlo que el efectode lasvias colinérgicasseríamoduladoro 4
estimulantepresinápticodelasviasadrenérgicas.

4V/asdovazninérzícas

Sehan descritoefectostanto estimulantescomo inhibitorios sobrela secreciónde 4
Gil. La dopaniinaestimula la secrecióntanto de SS como de GHRH (Bertheraty cols.

1995), pero su acciónsobrela OHRH necesitaque los nivelesde SS seanbajos. Existe 4
biosíntesis de DA en la neuronasOilRilérgicas, de tal fonna que se podría liberar

conjuntamentecon esta hormona y estimular la SS directamenteo bien modular 4
negativamentela disponibilidadde noradrenalina(Devesay cols. 1992, Lima y cols. 1993, 4
Devesay Tresguerres1996).Podríaentoncescontribuiraestablecerunainteracciónentrelas
neuronasOilRilérgicasy somatostatinérgicas(Devesay Tresguerres1996).

• La Serotoninapodríaestimularla GHRH~, aunquesu papelno estámuyclaro,y el GABA 4pareceactuarbloqueandola liberacióndeSS (Devesay Tresguerres1996).

OPéptidosoptoides estimulan la secreciónde OH medianteel estímulo de la OHRH 4
(Peñalva y cols. 1994, Bertherat y cols. 1995). Por otra parte las neuronas

somatostatinérgicasestáninervadaspor neuronasque contienenpéptidosderivadosde la 4
POMC (Bertherat y cols. 1995).

4Galanmna:estimulala secrecióndeGil, disminuyendoel tono somatostatinérgico(Argente

y cols. 1996a),queseacompañade unaestimulaciónde la secreciónde GHRH (Bertheraty 4
cols. 1995). Se colocalizacon las neuronasGHRHérgicasy presentadimorfismo sexual,

sier~dosuARNm másabundanteen los machos(Maszaky cols 1995).Suexpresiónaumenta 4
porefectode la SS (Chany cols. 1996b).
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4NeuropéptidoY(NP>’): inhibela secreciónde OH (Gruenewaldy cols. 1996).

+Activina: disminuyela unión de Pit- 1 al promotorde OH e inhibe el aumentode AMPc

inducidoporOHR}I (Bertheraty cols. 1995,Lagoy cols. 1996).

4PACAP(péptidoactivadorde la adenilatociclasahípofisaria): Es similar a la GHRH ya

quetambiénestimulala secreciónde OH, perono se conocecon claridad su papelen dicha

regulación(Argentey cols. 1 996a,Devesay.Tresguerres1996).

4GHRPs:sónhexapéptidossintéticosque estimulanla liberaciónde OH (Clark y Robinson

1996).Nosonhomólogosala OHRH,y sonmáspotentesqueestepéptidohipotalámico.De

hechono se unenal receptorde GHRH. Podríanactuar directamentesobrela neuronas

OHRHérgicaso neuronassomatostatinérgicaso modular otros factoreshipotalámicosque

influencianindirectamentela secreciónde OH (Argentey cols. 1996b).

3.1.1.5FACTORES METABÓLICÓS Y REGULACIÓN DE GH.

Ya que la OH esun importantereguladormetabólico,su secreciónsemodula por

algunosmetabolitos:se inhibe por el aumentode la glucosa,y porel aumentode ácidos

grasoslibres,probablementeporestimulode la secreciónde SS, aunqueen esteúltimo caso

tambiénpodría tener un efecto directo a nivel hipofisario (Devesa y Tresguerres1996,

Scanlony cols. 1996).Tambiénla argininay la ornitina,aminoácidosesenciales,sonpotentes

estimuladoresde la OH (Devesay cols. 1992,Lima y cols. 1993).

3.2 IGF 10 somcwtomedincw C

La IGF 1 esuna hormonaque sesintetizapreferentementeen el higado,tambiénse

producelocalmenteen muchostejidos(Daughadayy Rotwein1989),comoen el cartílagode

crecimientode los huesoslargos. La transcripcióndel gen de IGF 1 se estimulapor OH

(Daughadayy Rotwein1989, Straus1994). Susimilitud estnicturalcon la insulina y su papel

en el crecimientodieronorigena su nombreInsulinLi/ce GrowthFactor.

19



Introducción 4
4 Estructura: 4

La IGF 1 esun péptidobásicode 70 aminoácidos,conunaestructuramuy conservada 4
ya que la IGF 1 de ratay la de humanossólo difieren en 3 aminoácidos(Daughadayy

Rotwein1989>. 4
La IGF II esun péptidoligeramenteácidode 67 aminoácidosqueenla ratadifiere en

5 ammoac¡dosde la secuenciaen humanos(Daughadayy Rotwein 1989). En la rata 4
prácticamenteno se expresaen el períodopostnatal(Nilsson y cols. 1994), salvo en los

plexos coroideosy las meninges,por lo que sus niveles en plasma son prácticamente 4
mdetectables(Daughadayy Rotwein 1989, Straus 1994). Por el contrario, en humanos

adultos, los niveles plasmáticosde IOF II son 2 ó 3 veces superioresa los de IOF 1 4
(Tresguerres1 996b).

Ambospéptidospresentanun 700/ode homologiaconla insulina,y presentanacciones 4
tnsulin-like, por lo que son hipoglucemiantesy antilipoliticos (Froeschy cols. 1990). Se

sintetizanen múltiplestejidosy sesecretaninmediatamentedespuésde su síntesis(Thisseny 4
cols. 1994).

En vista de quela IGF II no parecejugarningún papelimportanteen el desarrollo

somáticopostnatalde roedores(Stewarty Rotwein 1996),nos centraremosprincipalmente 4
en describirla IOF 1.

Los nivelesde la IGF 1 disminuyencon la edad,tantoen humanoscomoen animales 4
(Tresguerres1 996a).Existe un aumentopuberalen los nivelesde IOF 1 tantoen humanos

como en la rata(Handelsmany cols. 1987, Daughadayy Rotwein 1989). En la rata los 4
nivelesde IOF 1 aumentana partir de los 42 diasde vida, alcanzandounosvaloresmáximos

hacialos 56 dias(Handelsmany cols. 1987,Gabriely cols. 1992). 4
4 Proteínasligantes: 4

Hastael momentosehancaracterizado6 IOFBPs(Stewarty Rotwein1996). 4
Menosdel 5% de la IOF 1 en plasmacircula libre y másde un 900/oestáunida a un

complejotemariode 150 Kd , formadopor la IOF 1 o la II, la IOFBP3y unasubunidadácido 4
lábil, la ALS (Thisseny cols. 1994).

La IGFBP 3 seconsiderala mayorreservade IOF 1 (Gargoskyy cols. 1994),y actúa 4
como un sistemade tampón,(Tresguerres1 996b),no atraviesael endotelio,y prolonga la

-4
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vida mediade la IGF en plasma(Thissen1994).Se regulafUndamentalmenteporla OH, que

inducesu expresiónen el hígado(Stewarty Rotwein 1996), aunquetambiénpor la IGF 1

(Domenéy cols. 1993,Gargoskyy cols. 1994)y es dependientede la edad(Gargoskyy cols.

1994).

En el caso de humanosaumentacon el desarrollopuberalpero de forma menos

marcadaquela IGF 1 con lo queaumentala proporciónde IOF 1 libre (Tresguerres1 996a).

En generaltieneun papelestimuladorde las accionesbiológicasde la ¡OF 1. Sin embargo,la

IGF 1 presentamayorafinidadde unión con la IOFBP3 que con su receptor,por lo que si

existeun excesode estaproteínaligantese inhibe la acciónde la IGF 1 al impedir la unión a

su receptor(Jonesy Clemmons1995).

La ALS esunaglicoproteinacuyaexpresióny secreciónseestimulapor la OH y no

por la ¡GE 1, siendo el hígado la fUente principal de producción.Sus niveles séricosvan

aumentandohastaque se alcanzala edadadulta tanto en la ratacomo en humanos(Dai y

Baxter1994,Stewarty Rotwein1996).

La unión parala formacióndel complejo temarioes secuencial,primerose forma el

complejoIGF-IGFBP3 y luegose unela ALS; como la ALS dependede la OH y no de la

IGF 1, es la GR la que estimulala formacióndel complejo temarioen la rata(Gargoskyy

cols. 1994, Fieldery cols. 1996). Deestaforma la OH tendríaun controlpreciso sobreeste

almacénde IOF-I (Jonesy Clemmons1995).

La IGFBP 1 seinhibeporla insulinay la glucosa(Nogamiy cols. 1994)y unelos dos

tipos de IOFs con igual afinidad(Tresguerres1 996b). La IOFBP 2 tiene preferenciapor la

IOF II y ambaspareceninhibirse por la OH (Tresguerres1996b).La IOFBP 4 parecetener

un papel protectorde la posible sobrestimulaciónpor la IOF 1, ya que inhibe todas las

accionesdela ¡OF 1 (Jonesy Clemmons1995).Recientemente,seha descritola existenciaen

el ovario de lasIOFBP5 y 6, queunenfUndamentalmenteIOF II y tienenmenosrelacióncon

la OH (Tresguerres1996b).

Las proteínasligantes(BPs) de pequeñopesomolecular,(como la 1, la 2 y la 4),

puedenatravesarla barreraendotelialy transportarlas IGFs de la circulación a los tejidos,

mientrasquela IOFBP 3 seríaprincipalmenteresponsablede mantenerlos nivelesde ¡OF en

la circulación. De estaforma se podríamodularla interacciónde la IGF con su receptor,

regulandosu disponibilidady por tanto sus accionesbiológicas(Ketelslegersy cols. 1996,

21



Introducción 4
Stewart y Rotweín 1996). Pareceque la fUnciones locales de las BPs se modulan por 4
interaccionescon lamatrizextracelulary conla superficiecelular(Jonesy Clemmons1995)

Por ejemplo: en el déficit de OH, la restricciónde proteínaso en el ayunó,disminuye 4
la proporciónde ¡OFunidaa la IGFBP 3 con respectoa la unidaa las proteínasde bajopeso

molecular, lo que llevaría a acortarsu vida media (Jonesy Clemmons 1995). No sesabe 4
comoafectanestásredistribucionesal crecimiento,perosí parececlaroquecuantamás¡OF 1

estáunidaal complejotemarioel animalcrecemejor(Fieldery cols. 1996). 4
4 Receptores: 4

Estánpresentesen prácticamentetodos los tipos celulares(Thisseny cols. 1994). 4
Existendostiposde receptores:el tipo ¡ queunesobretodo ¡OF 1, aunquetambiéninsulina e

IOF II, y el tipo II quetienemásafinidadporla IOF II y muy débil por la insulina (Thisseny 4
cols. 1994,Tresguerres1 996b).

4El receptor de ¡OF ¡ (¡OF-IR) es una proteína heterotetramérica,con dos

subunidadesdeunión (a) y dossubunidadestransmembrana(13) (Stewarty Rotwein 1996),y 4
esestructuralmentehomólogoal receptorparainsulina(Straus1994).Tieneactividadtirosina

cinasa(Tresguerres1996b),y desencadenaunacascadade sefialessimilar a la queocurretras 4
la fosforilación del receptor de insulina (Jones y Clemmons 1995). Se encuentra

principalmente en células de origen mesenquimáticocomo fibroblastos, candrocitosy 4
osteoblastos(Straus1994).Estereceptoresel que medialas accionesbiológicasde lasIOFs

(Jonesy Clemmons1995). 4
El receptortipo II esuna sola cadenatransmembrana,que ademásde unir ¡OF II,

presenta2 regionesqueunenproteínascon residuosde manosa-6fosfato; pareceimplicado 4
enel aclaramientode ¡OFII (Stewarty Rotwein1996)y no uneinsulina (Jonesy Clemmons

1995). 4
Dada su similitud existen receptoreshíbridos del IGF-IR y el de insulina, están

formadospor la unión de dosmitadesc43 de cadareceptor,y se encuentranen numerosos 4
tejidos. Estosreceptoreshíbridos tienenalta afinidadpor la IGF ¡ y menospor la insulina, y

probablementepresentenpropiedadesde transducciónde señal intermedias(Stewarty

Rotwein1996),aunquetodavíano sesabesu funciónfisiológica(Jonesy Clemmons1995).

4
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4 Accionesbiológicas.~

Se sabequela ¡OF 1 iii vitro esun mitógenoen un amplio abanicode tipos celulares,

y promuevela diferenciaciónde mioblastos,osteoclastos,osteoblastos,condrocitos,células

neurales,y adipocitos.Tambiénestimulala síntesisde las proteínasde la matriz extracelular,

sobretodo colágenoy proteoglicanos,en condrocitosy osteoblastos.Porotraparte,estimula

la secreciónde las célulasde Leydig, de las célulastecalesy de las célulasde la granulosa

ovárica,asícomodelas célulasfolicularestiroideas(Jonesy Clemmons1995).

Tieneaccionesagudassimilaresa lainsulina ya quepromuevela captaciónde glucosa

y la síntesisde glucógenoen el músculoesquelético,estimulaen general,la síntesisproteica

(Jonesy Clemmons1995).Los estudiosin vivo tambiénhandemostradoquese produceuna

disminuciónenlaglucemiaporinfusióncon ¡OF¡ (Tresguerres1 996b).

La ¡OF ¡ promuevetanto la gananciade pesocomo el crecimiento,y produceun

efectomayorquela OH sobreel tamañodel hígado,el timo y el riñón cuandose administra

exógenamente(Jonesy Clemmons1995).

La síntesislocal de ¡OF 1 en muchostejidos(cartílagode crecimiento,ovario, riñón)

estaríaen partereguladapor la OH, perono entodoslos casos,comopor ejemploen el útero

(Jonesy Clemmons1995).

4. ÓRGANO DIANA: ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DEL CARTÍLAGO DE

CRECIMIENTO.

El órganodianadel crecimientoesel cartílagode crecimientoo de conjunción,que

medianteel procesodeosificaciónendocondralpermitela elongaciónde los huesoslargos.El

cartílagode crecimientosedivide longitudinalmehteen variaszonas(figura 6), cadaunade

las cualespresentacondrocitosen distintos estadios(Poirier 1985, Burkitt y cols. 1993,

Ariznavarreta1996a,Rodríguez-Hierroy Torres1996):

•Zonagerminal, o de reserva:En estazonaseencuentranlas célulasprogenitoraso

precursoras.Los condrocitosestándispuestosen pequeñosracimos,rodeadosde una gran

cantidadde matriz y sedividen conpocafrecuencia(Nilssony cols. 1994). El colágenoesde

tipo II, quetienela propiedadde no permitirla calcificación(Ohlssony cols. 1993).
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• Zona nroliferativa: Los racimos de células experimentancontinuasdivisiones

mitóticas para formar columnasde condrocitos,paralelasal eje longitudinal del hueso,

separadaspor una matriz rica en proteoglicanos.En esta capaocurre 1a mayoría de la

replicacióncelular.

•Zona de machiración: cesa la división celular y los condrocitosaumentande

tamaño.

•Zona de hwertrofia y calcificación: Los condrocitos son muy grandes y

vacuolados,su citoplasmaacumula glucógeno y la matriz extracelular se calcifica. El

colágenotipo 11 esreemplazadopor colágenotipo 5<, único en el cartílagoprecalcificadoy

calcificado.

Epífisis

Metúfisis

Diáfisis —4

Epífisis —*

Zona germinal o de reserva

Zona de proliferativa

Zonade maduración

Zona de hipertrofia

Zona de calcificación

Figura 6. Esquemade las regionesanatómicasai un huesolargo y zonasdel cartílagodecrecimiento.
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•Zonadedegeneracióndel cartílago: Los condrocitosdegenerany las lagunasen la matriz

calcificadasoninvadidasporcapilaresy célulasosteogénicasdesdela cavidadmedularde la

diáfisis. Unascélulassediferencianacélulashematopoyéticasy otrasa osteoblastos.

•Zonaosteogénica:Los osteoblastosse acumulanen la superficiede los restoscalcificados

de la matriz cartilaginosay comienzala formacióndel tejido osteoide.Estazonatransicional

seconocecomometáfisis.

4.1 Osificación endocondral

La osificaciónendocondralesel resultadode los procesosquetienenlugara nivel del

cartílagoy quecomportanla maduracióndel mismo,hastala formacióndel hueso.

Lascélulasde lazonade reservasonreclutadasalazonaproliferativa,dondedespués

de un número de divisiones,entranen unazonade diferenciacióndondesehipertrofian,y

producenuna abundantematriz extracelularque se mineraliza (Geversy cok 1996a). El

procesoacabacon la degeneracióny lisis celular, mineralizacióne invasiónvascularde la

matriz delcartílago,transformándolaasíen nuevotejido osco.

Enla caradiafisariade cadaplacade crecimientolos condrocitosmadurany mueren,

y la zonade degeneracióndel cartílagoesreemplazadapor hueso.Así la diáfisis ósease

alargay las placasde crecimientoson empujadasexternamente,es decir se desplazandel

centrodel hueso.Tambiénes importanteen el crecimientoel aumentoen grosordel hueso

porosificación periósticao aposicionaly una adecuadamineralización(Carascosay cols.

1994,Reinay cols. 1995).

El crecimiento del cartílago dependede la adecuadacombinaciónde todos los

procesosque ocurrenen la maduracióndel cartilago(Carascosay Audi 1996)y que están

estrictamenteregulados(Ohlssony cols. 1993). Tanto el grosor de la zona proliferativa

(Kembery cols. 1993),comoel volumenfinal de los condrocitoshipertróficos(Breury cols.

1991, 1994)seutilizan comoíndicesde crecimiento.

Porotraparte,cadahuesolargo poseedoscartílagosde crecimiento,que crecende

distinta forma pero aún así de manerasincrónicacon la otra extremidad,es decir, cada

cartílagofuncionade forma independienteaúndentrodel mismoorganismo,a pesarde estar
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sujetos a los mismos estímuloshormonalesgenerales,y al mismo aporte de nutrientes 4
(Ariznavarreta1 996a).

Lasfuerzasmecánicasqueactúansobreel huesotambiénsonimportantes.Se havisto 4
en la ratamacho,queel peronéactúamediantefuerzasde compresiónsobreel cartílagode

crecimiento tibial, por lo que ejerce un efecto inhibidor sobrela tibia para evitar un 4
crecimientoexcesivo.Esecontrol dependede las diferentestasasde crecimientode ambos

huesos.Por ello la roturaparcial del peronéproduceun aumentodelcrecimientotibial (Ah y 4
Dickson. 1994). 4

Si seahondaaúnmásen la fisiologiacondral,seha visto quelos cartílagoscon tasas

de crecimientomásaltas presentanciclos celularesde los condrocitosproliferativos, más 4
cortos (Wilsman y cols. 1996). Por otra parte pareceque la síntesisde DNA está más

sincronizadaentre los condrocitosde una misma columnaque con los de otrascolumnas 4
(Famumy Wilsman 1993),y quehay picosde síntesisde DNA en los períodosde transición

de luz-oscuridad(Simmonsy cols. 1988).Aunquese ha especuladosobrela posibilidadde 4
que existiera una relación entre la cinética celular y oscilacionesen el crecimiento

(Hermanussen1989),hastaahora,los resultadossobresi existeun ritmo circadianoen la tasa 4
de crecimiento no han sido muy concluyentes (Wilsman y cols. 1996). Nosotros

presentaremosdatosquesi apoyanuna oscilaciónen el crecimientoen períodosinferioresa 4
24 horas.

Seasumequetodoslos cartílagosde crecimientoexperimentanla mismaactivacióny 4
represión de genes, dando lugar a un patrón de expresión fenotipica característicoy

secuencial(Wilsmany cols. 1996). Sin embargoel resultadoen crecimientono esel mismo. 4
Estosmismosautoresproponenqueun cartilagoconcreto,enun momentodado,presentaun

estadoestableen el númeroy el desarrollode suscondrocitos.Estosestadiosirían variando 4
en el tiempooriginandolasdistintastasasdecrecimiento.

4Todo esto sugiereuna regulacióndinámicay complejadel procesode crecimiento,

quecomprendeherenciagenética,secreciónhormonal,y mecanismosde regulaciónparacrino 4
y autocrino.De todasformas, y a pesarde que seconocenmuchoselementosque están

involucradosen el crecimiento,no seconocecon certezasu control(Ariznavarreta1996a),ni 4
que mecanismoorigina las distintastasasde crecimiento en la elongaciónde los huesos

(Wilsmany cols. 1996). 4

4
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4.2 Efecto de la GH y de la IGF 1 en el cartílago de crecimiento

En, un principio se pensabaque la actividadestimulantedel crecimientode la OH

estabamediadaúnicamenteatravésde la producciónhepáticade ¡OF ¡, queunavezliberado

a la circulaciónactúacomoun factorendocrinoanivel del cartílago.

Porotraparte,sevio quela infusión de OH directamenteen el cartílagoeracapazde

estimularel crecimientotibial (¡sakssony cols. 1982). Tambiénla administracióndirectade

¡OF ¡ en el cartilagopromueveel crecimiento,por lo que sepropusoquela acciónde la OH

debíaestarmediadapor la producciónlocal de¡OF ¡ (Schlechtery cols. 1986, Isgaardy cols.

1986). Además en ratas hipofisectomizadaspuede haber crecimiento en respuestaal

tratamientoconpequeñasdosisde OH, sin queaparezcancambiosen los nivelesplasmáticos

de ¡OF ¡ (Daughadayy Rotwein¡989).

Sin embargo,la OH parecíasermáseficaz promoviendoel crecimientoquela ¡OF ¡

(¡sgaardy cols. ¡986,Domenéy cols. 1993,Oosteli-Petery cols. 1994,Spagnoliy Rosenfeld

1996)lo quesugierequela existenciade un efectodirecto de la OH independientede la ¡GF

1.

De hecho,la OH tieneefectosdirectosen el cartílago(Daughadayy Rotwein 1989).

Seha visto en estudiosiii viti-o que la OH, y no la ¡OF ¡, estimulala multiplicación de las

célulasde proliferaciónlentade la capagerminativa(Ohlssony cols. 1992b), mientrasquela

¡OF 1 estimula la expansiónclonal de células con fenotipo diferenciado(Ohlssony cols.

1994).

Con estosdatosseproponeunaaccióndualde la OH, por la queactuaríaporun lado

directamentesobre las células progenitoras,iniciando la expansión clonal subsecuente

(Ohlssony cols. 1 992b, 1993, ¡994,Oeversy cols. ¡996a)y porotro estimulandola síntesis

local de ¡OF ¡ por estascélulas másdiferenciadas(Isakssony cols. ¡982, 1987, Goodman

1994).Estaproducciónlocal de ¡OF 1, de formaparacrinay/o autocrina,actúaestimulando

los condrocitosproliferativos ya diferenciados(¡sakssony cols. 1982, 1987), no sólo la

multiplicación celular sino tambiénla síntesisde matriz extracelular(Ohlssony cols. 1993,

CarrascosayAudi 1996)(figura 7).

Estateoríaestáde acuerdoconla respectivasconcentracionesde receptores,que son

más elevadasen precondrocitosy condrocitosjóvenes para OH, y en condrocitos
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proliferativos para IOF ¡ (Loveridge y cols. 1995, Carrascosay Audi 1996, Spagnoli y

Rosenfeld1996)y pareceserla másaceptada(Carrascosay Audi 1996,Tresguerres1 996b).

Sin embargo,algunosautores(Hunzikery cols. 1994)proponenquela IOÉ ¡ también

influiría en la diferenciaciónde los condrocitosporactuaciónsobrelas célulasprogenituras,y

quetanto la OH comola ¡OF ¡ actuaríanen cadanivel de diferenciación,puestoqueexisten

receptoresparaambasen todoslos estadiosde diferenciaciónen el cartílago(Hunzikery cols.

1994).

—20< Proteasa

IGF 1
Aulocrino Paracuino

Condrocitosproliferativos

Compleja ternaria

Circulación

Cartílago (le
Urtsn~ea~o

——
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Figura 7. Esquemade lasaccionesdeOH e IOF 1 a nivel del cartílagode crecimiaito.Modificada de

Spagnoliy Rosax~ld(1996).
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De todasformas,seaporel efectodirectode la OH, o bienmodulandoestaactuación

autocrina/paracrinade la ¡OF ¡ no se excluyeel papelestimuladorde la ¡OF 1 circulante,ya

quela estimulacióndel crecimientotibial por dosisrelativamentealtasde OH,. administrada

directamenteen el cartílago,no estanpotentecomo la alcanzadapor la OH administradade

formasistémica(Daughadayy Rotwein 1989), y en ratashipofisectomizadastanto la infusión

local de ¡OF ¡ (¡sgaard y cols. 1986) como la sistémica (Oosteli-Petery cols. 1994)

promuevenel crecimientolongitudinal de la tibia, con lo que la ¡OF ¡ sistémicaalcanzará

tambiénestascélulasestimulandola división celular(Ooodman1994).

Por todo estoactualmentese aceptaque la IOF ¡ podríapromoverel crecimiento

tantoa travésde un mecanismode acciónclásico tipo endocrino,como por un mecanismo

autocrino!paracrino,sin queestédelimitadaexactamentela responsabilidadde cadauno de

ambosmecanismosen la promocióndel crecimiento(Loveridge y cols. 1995, Carrascosay

Audi 1996).

Las proteínasligantes han cobrado importanciacomo reguladorasde los niveles

localesde ¡OF ¡, yaquelaOH podríapotenciarla accióndela ¡OF ¡ mediantela estimulación

de la producciónde IOFBP3 y ALS; por otro lado existen proteasasque degradanla

¡OFBP3, aumentandola liberación de la ¡OF en el cartílago.Incluso puedeque la OH

induzcala producciónlocal de IOFBP3 en el lugarde acción(Spagnoliy Rosenfeld1996),

comoseha visto en condrocitoshumanos(Carrascosay Audi 1996),lo quecomplicaríaaún

masel sistema.

4.3 Efecto de otras hormonas y substancias en el cartílago de

crecimiento

Ademásde los efectosde la OH y de la ¡OF ¡, existenotraserie de hormonasy

factoresqueintervienenen la regulaciónde la elongaciónde los huesos.

OHormonasgonadales

Existenreceptoresparaestrógenosy andrógenosen el cartílago(Ohlsson1993),y la

testosteronaactuandodirectamenteen el cartilago, aumentasu grosor(Ohlsson 1993) y

estimulatanto la proliferacióncelular como la síntesisde matrizdel cartilago(Canascosay
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Audi 1996). Los estrógenosfavorecenla síntesisde matriz y la mineralizacióne inhiben la 4
proliferacióncelular(Canrascosay Audi 1996).

4
OHormonastiroideas

Las hormonastiroideas regulan la proliferacióny la maduracióncondral iii viti-o 4
(Ohlssony cols. 1993), son necesariasen la hipertrofia condral (Nilsson y cols. 1994), y

favorecenlos procesosde mineralización(Carrascosay Audi 1996). 4
4

Tambiéntiene efectosproliferativossobrecélulasde tipo osteoblástico(Leungy cols.

1996)y regulade formanegativalos receptoresde OH en osteoblastos,al revésqueen el 4
higado(Leungy cols. 1996),con lo quepodríaparticiparlimitando la capacidadde OH de

estimularel crecimientoen el hueso,y sin embargopotenciarsu acciónendocrina,según 4
Leungy cols. (1996).

OGlucocorticoides

En el cartílagode crecimientolos OC inhiben la proliferación (iBaron y cols. 1994, 4
Yahyay cols. 1994)y reducenla maduracióndelos condrocitos(Yahyay cols. 1994).

OHormonaParatiroidea:

Aumentala producciónde ¡OF ¡ encélulasosteoblásticas(Saggesey cols. 1993). 4
Porun lado estimulala resorciónóseay por otro, favorecela formaciónhuesonuevo

(Hock y cols. 1988). Su acción sobrela resorciónse debetanto a un auméntode la 4
diferenciacioncelular a osteoclastoscomo de su actividad, se favorece por IL- 1 y

necesitade nivelesadecuadosde vitaminaD (Prieto 1996). 4
<rFactoresdecrecimiento: 4

El EGFestimulala proliferacióncelularen el cartílago(Ohlsson1993)y el TGF ¡3

pareceestarimplicadoen los mecanismosmolecularesasociadoscon la diferenciaciónde los 4
condrocitos(Loveridgey Farquharson1993,Ohlssony cols. 1993).

O VitaminaD

La proliferaciónde los condrocitosaumentacondosisbajasy se inhibe condosis 4
altasdevitaminaD (Ohlsson¡993,Nilssony cols. 1994).Estáimplicadaen la diferenciación
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de los condrocitos(Geversy cols. 1996a), y estimula la mineralización (Ohlsson 1993,

Carrascosay Audí 1996),probablementeporsu efectoestimuladorde la absorciónintestinal

de calcio y fosfato, con lo que aportaríalos elementosnecesariospara la mineralización.

Tambiénestimulala reabsorciónóseaal favorecerla formacióndeosteoclastos(Prieto 1996>.

<•Interleucinas(IL):

La LL-6 pareceser críticapara la formaciónde osteoclastosa partir de células

menosdiferenciádas,y la IL-8 parececausardegradacióndel cartílago(Saggesey cols.

1993).

5. MODIFICACIONES DEL PATRÓN NORMAL-DE CRECIMIENTO

5.1 Dimorfismo sexual y manipulación neonatal del ambiente

esteroideo

.~. 1. ¡ Dimorfismoenel crecimientoy en la secrecióndeGH

El patrónsecretordeOH difiere marcadamenteentremachosy hembras(Edén1979)

y se aceptaque tiene relacióncon la diferentetasade crecimientoentremachosy hembras

(Clark y Robinson 1985a,Janssony cols. 1985a, 1985b, Clark y Robinson1988, Painsony

Tannenbaum1991),siendosuperioren losprimeros(Janssony cols. 1983, 1984).

Los machospresentanniveles basalesde OH bajos o indetectables,y pulsos de

amplitudelevadacada3-4 horas.Las hembrastienenvaloresplasmáticosmásconstantescon

vallesmásaltos, picos de menoramplitud, más frecuentesy mas irregulares(Edén 1979,

Janssony cols. l985a,Zeitíery cols. 1991, Painsony Tannenbaum1991,Painsony cols.

1992,Hasegaway cols. 1992, Peflalvay cols. 1994).

Las diferenciasen el patrónsecretorde GH aparecenpaulatinamente.El aumentoen

la amplitudde los pulsosde OH en lasratasmachoscomienzaentrelos 33 y los 40 díasde

viday la disminuciónde los valoresbasalesentrelos 41 y los 54 días(Gabriel y cols. 1992),

aunquealgunosautoressitúanlas diferenciasen el patrónsecretorentre los 25 y 30 días

(Edén1979).
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Así pueslasdiferenciasen el patrónsecretorde OH comienzancon la apariciónde la 4

pubertady coinciden con el momentoen el que se establecenlas tasasde crecimiento

diferentesentremachosy hembras,hacialos 40-45días de vida (Edén1979,Janssony cols. 4
1984, 1985b, Shulmany cols. 1987).

Porotrapartelos nivelescirculantesdeIOF 1 sonsuperioresenlos machosqueen las 4
hembrasa partirde los 56 díasde vida(Gabriely cols. 1992).

4También se ha visto que ambos sexos presentan distinta sensibilidad a la

administraciónexógenade OHRiH (Clark y Robinson 1 985b),de tal formaquelas hembras

respondena cadapulso de OHRH con un pico secretorde OH, mientrasque los machos

presentanperíodos“refractarios”(Carlssony cols. 1990,Painsony Tannenbaum1991). 4
Entre machos y hembras existe distinta retroalimentación negativa sobre el

hipotálamo ejercida por la GH (Becker y cols. 1995); siendo en la hembra la 4
retroalimentaciónmenosdrásticasobre SS (Carlssony cols. 1990)o sobre SS y OHRH

segúnotrosautores(Maitery cols. 1990, 1991a,Satoy Frohman1993)lo quellevaríaa un 4
patrónsecretorde OH máscontinuo.Tambiénseha visto quelos machossonmássensiblesa

la estimulacióna2adrenérgica(Maszaky cols. 1995). 4
Se propone que en las hembras sería preponderantela inhibición de la GHRH

mientrasque en machosseríadominantela estimulaciónde la SS (Carlssony cols. 1990). 4
Carlssony cols. (1990)postulanqueen el machoel pico de OH aumentaríala liberaciónde

SS,e inhibiría la de OHRH (Maitery cols. 1990),limitando la longitud del pulso. La caídaen 4
los nivelesdeOH implicaríael cesedel estimulosobreSS.

En la ratamachocomohemoscomentado,la OHRHy la SS sesecretaríande forma 4
rítmicay desfasadas1800.

En la hembrala secreciónde SSpodríaser másconstante(figura 8), situándosea un 4
nivel intermedioentre los picos y los valles de los machos (Clark y Robinson 1985b,

4Robinsony Clark 1987, Carlssony cols. ¡990,Painsony Tannenbaum1991).La secreción

de OHRiH se mantendríapulsátil aunqueen un nivel máselevado(Painsony Tannenbaum 4
1991), lo que podría serespecifico de especie(Painsony cols. 1992). La OHRE¡ seda

importanteparamantenerelevadoslos nivelesbasalesde la hembras(Painsony cols. 1992). 4
Una de las funcionesde la somatostatinaseriabloqueartemporalmentela liberación

de OH, lo que permitiría quela OH se acmnulara,con lo que la OHRH tendríaun afecto 4
acentuadoal liberaruna mayorcantidadde OH (Turnery Tannenbaum1995).Esemomento
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de altosnivelesdeOHRH conbajosnivelesde SS, eslo queparecesucederen el casode los

machosen los picos de secreciónde OH. Otra posibilidad es que la disminución de la

liberaciónde OHRH, inducidapor somatostatina,lleve a una estimulacióndel receptorde

OHRH (up-regulation),lo que contribuiría, en parte,al aumentode la respuestade OH a

OHRH (Tzanelay cols. 1996).

Macho Hembra

SS

Aviv J\J\tvL

J GR

Figura 8. Patrón secretordeOH enla ratamachoy en la ratahembra.Modificado dePefialvay cols.

1994.

Por otra parte el distinto patrón secretorde OH en la rata se acompañaa nivel

hipofisario e hipotalámico,de característicaspropiasde cadasexo, que se modifican por la

eliminaciónde la respectivafuentedeesteroidessexuales:

Se sabequeel contenidohipofisario de OH y su síntesisen ratasadultases mayoren

machosqueenhembras(Wehrenbergy Giustina1992,Scanlony cols. 1996),queademáslos

machostienenmayorcontenidoy presentanmayorexpresiónde OHRH y SS(Zeitíery cols.

1990,Hasegaway cols. 1992,Painsony cols. 1992, Scanlony cols. 1996).

En el machola castracióndisminuye ambosARNs, efecto que se revierte por la

testosterona(Argentey cols. 1990,Zeitíery cols. 1990, Choweny cols. 1996b, Scanlony

cols. 1996)y por la DHT (Argentey cols. 1990,Lagoy cols. 1996),queesun andrógenono

aromatizable.En la hembrala castracióndisminuyeel ARNm de SS (Painsony cols. 1992,

Bennet y cols. 1996), reviertiéndoseeste efecto por la administración de estradiol

(Wehrenbergy Giustina 1992). Sin embargo,en el caso de las hembraslos efectosde la

castraciónsobreel ARNm de OHRH no son tan claros, ya que seha descritoque no se
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modifica (Maiter y cols. 1991a, Hasegaway cols. 1992) o que aumenta(Bennety cols.

1996).

Se postulaquela acciónejercidaporlos estrógenosno seriadirecta,ya queno existen

receptorespara ellos en las neuronassomatostatinérgicasdel núcleo períventricularo del

núcleo arcuato de hipotálamo (Bennet y cols. 1996). Los andrógenossí actuarían

directamente(Argentey cols. 1990,Hasegaway cols. 1992,Lagoy cols. 1996).No obstante

sí parecehaberunión de estrógenos,en ciertas poblacionesde neuronasOHRHérgicas

(Wehrenbergy Giustina 1992).

La manipulacióndel ambienteesteroideoen la rataadultatambiénproducecambios

en la velocidad de crecimiento:La castraciónde animalesmachosdisminuye la tasa de

crecimientoy en animaleshembrasla aumenta(Janssony cols. 1983, 1985b, Shulmany cois.

1987). Además,los estrógenosadministradosen dosis terapéuticasinhiben el crecimiento 4
tantoenniños comoenanimalesdeexperimentación(Goodman1994).

4
.,.1.2D¿ferenc¡ac¡ónsexualde/cerebro:manipulaciónneonatal.

4
Porotraparte,en la ratade laboratoriohay todaunaseriede funcionesquepresentan

dimorfismo sexualcomoconsecuenciadel ambientehormona]perinatal.En la ratael período 4
en el que eseambienteactúaseextiendea los primeros 10 días de vida postnatal,lo que

permiteunafácil manipulaciónpostnatal.Porello, se sabeque los andrógenostanto fetales 4
como neonatalesinducenmasculinización(Janssony cols. 1 985b).Pareceun pasoobligado

que la testosteronase aromaticea estradiol en el cerebro para llevar a acabo su efecto 4
masculinizante,lo cualno dejade sersorprendente.

4Frentea la idea inicial de queel cerebroera inherentementefemenino,a no ser que

hubieraunainducciónhormonalderivadade la testosteronaquelo masculinizara,pareceque

4la diferenciaciónfemeninapudieraserun procesoactivo querequiriesenivelesmoderadosde

estrógenos(figura9). 4
El feto hembrase halla expuestoa elevadosnivelesde estrógenos,formadospor la

unidad feto placentaria;existeun proteínacon elevadaafinidad para el estradiol,la a-feto

proteína(aFP),presenteen cantidadesimportantesen los animaleshembra.En un principio

se pensabaque esa aFP, retenia los estrógenosprotegiendoal feto femenino de la

masculinización,pero actualmentese sabe,que la c¿FP es endocitadaen las neuronasdel
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sistemanerviosocentral.De esaformaconstituyeunafrentey un reservoriode esteroides,

extendiendoel ambienteestrogénicoa los primerosdías de vida posnataly modulandola

cantidaddeestrógenosqueinteraccionancon el receptor.

PlacentaoúM~ Mren~

4.
Estrógenosu

4-
aFP5.

~Ir
Hembra

PlacentaTestículoAdrenal

Testosterona

Macho

Figura 9. Modelo secumcialo cuantitativo en la diferuiciación sexual. Modificado de Vatic¿n ¡996.

(R= roceptor,RE=complejoestrógenos-receptor,T= testostercna)La disociacióndel complejo czFP-

estrógenodentrode la neurwa liben el esteroide,que seunea su receptorcitosólico(rwsguenis

1992).

En últimainstanciala diferenciaciónsexualdel cerebrodependede los estrógenos,

tantoen machoscomoenhembras,y parecetratarsemasbiendeun procesocuantitativo.

Porotrapartesehandetectadoreceptoresparaandrógenosen el hipotálamolo que

abrela posibilidadde que la testosteronaperse tengaalgunafimción en la diferenciacion

neuronal De hecho estimula el sistema enzimático aromatizantepor interacción con

receptoresandrogénicospotenciandosu propio metabolismo(Tresguerres1992, Vaticóny

Alvarez1996, GarcíaSegura1996,Vaticón1996).

5.1.3Manipulacióndelambienteestemideoneonataly secrecióndeGH.

Hemosvisto que existeun dimorfismomarcadoen el patrónsecretorde OIL en el

contenidoy la expresiónde los péptidoshipotalániicos,y en las tasasde crecimientoen el

E-ctFP

R —4 R-E Neuronas

4,
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animaladulto; teniendoen cuentaque en la ratasepuedealterarel desarrollodimórfico del 4
cerebrosecomenzaronahacerestudiosenlos quesemanipulabael ambienteesteroideoen la

etapaneonata]o en el anima]adulto, tratandode modificarcon ello el patrónsecretorde OH 4
propiodecadasexoy sustasasde crecimiento.

La manipulaciónneonata]producemarcadosefectossobreel eje somatotropo:el 4
número de neuronasque expresanOHRH disminuye en los machospor la castración

neonatal,y aumentaen lashembrastratadascontestosteronaneonatalmente.Sin embargo,el 4
ARNm de OHRHpareceregularsepreferentemente,y de forma positiva, porlos nivelesde

testosteronaen el animal adulto En el casode las neuronasque expresanSS, no existen 4
cambiosen su número por ninguna de estasmanipulaciones,mientrasque su capacidad 4smtéticaestá influida flindamentalmentepor el ambienteesteroideoneonatal,aunquees

Importantetambiénel ambienteesteroideoen el animaladulto, siendola testosteronala que 4
aumentasu ARNm (Choweny cols. 1993, 1996b).Parauna revisión de datosmásamplia

puedeconsultarselostrabajosdeWehrenbergy Giustina(1992). 4
El tratamientoneonatalcon niveles elevadosde andrógenoso estrógenosparece

condicionarla respuestaenadultosal ambienteesteroideopostpuberal(Choweny cols. 1993, 4
1996b). Así según Devesa y cols. (1996), en el períodoneonatal se determinaríael

establecimientodelpatróndiniórfico sexualen la secreciónde OH y los esteroidesgonadales 4
liberadosapartirdela pubertadmodularíanesepatrónprefijado.

Peroel sistemapareceseraúnmáscomplejo,ya quepodríanexistir cambiosen las 4
sinapsismoduladospor esteroidessexuales(Painsony cols. 1992, Choweny cols. 1996a,

1996b).Ademásla testosteronatiene efectosorganizadoresy activadoresen la astroglia 4
(Choweny cois. 1996a).

4
Porotraparte,ademásde la testosterona,hay &ctorestesticularesno androgénicos -

secretadosporcélulasdistintasde lasdeLeydig quetambiéninfluyen enla expresiónde SSy 4
OHRH(Lago y cols. 1996, Scanlony cola. 1996),disminuyendoel contenidode ARNm de

SS en el núcleoperiventricular,y evitandoel aumentodel ARNm de OHRH inducido por 4
DHT, conlo queparecenestarimplicadosen la neurorregulacióny en el mantenimientodel

patróndimórfico dela secreciónde OH (Lagoy cols. 1996).

4
4
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5.2 Alteraciones de la nutrición en la rata

En la rata tanto el ayuno como el déficit proteico llevan a una disminuciónen los

nivelesde ¡GE 1, y de los nivelesplasmáticosde OH (Maesy cols. 1991, Nogami y cols.

1994, Ostery cols. 1996). Estos niveles de ¡OF 1 no se recúperansi se administraOH

(Thisseny cols. 1991, Asakaway cols. 1992), y en humanosen las mismascondicionesla

disminuciónde ¡OF ¡ ocurreen presenciade nivelesplasmáticoselevadosde OH (Maesy

cols. 1991, Straus 1994,Thisseny cols. 1994, Ogaway cols. 1996);así sehablade un estado

de resistenciaa la OH. Esta misma idea se apoya en los resultadosobtenidospor la

administraciónde OH e¡OF ¡ a ratassometidasaayuno,en los queúnicamentela LOE ¡ era

capazde prevenirparcialmentela perdidade pesoocasionadapor el ayuno(Asakaway cols.

1992).

Se hanllevadoacabonumerososestudiostratandode dilucidar los mecanismospor

los queseproducenestasalteracionesdel ejesomatotropo.

Se havisto queen la ratael ayuno,lleva a unadisminucióndel númerode receptores

de OH en el hígado(Maesy cols. 1991, Thissen1994,Ketelslegersy cols. 1996), y de los

nivelesde la OHBP (Ketelslegersy cols. 1996, Ostery cols. 1996).Disminuyen los niveles

sérícosde la ¡GFBP3 (Ostery cols. 1996), y de la ALS (Da] y Baxter 1994, Oster y cols.

1996), mientrasque aumentanlos niveles de IOEBP 1 y 2 (Straus1994), y aumentala

expresióndelreceptorde¡OF ¡ enmuchostejidos(Straus1994).

La restricción de proteínasacelerael aclaramientode ¡GE 1 (Ketelslegersy cols.

1996),y puestoquela ALS seinducedirectamentepor la OH y no por la ¡OF¡ (Gargoskyy

cols. 1994), seha propuestoqueel déficit de OH ocasionadopor la restricciónde proteínas,

llevaría a una reducción en la formación del complejo temario, lOE ¡-IOEBP3-ALS,

contribuyendoa la reducciónde los niveles plasmáticosde IOF 1 (Harel y Tannenbaum

1993).

Porotrapartelos cambiosproducidosen las proteínasligantesde IOF 1 influirían en

su disponibilidada nivel tisular (Straus1994, Ogaway cols. 1996).Éstaseriaunaformade

limitar el crecimiento y de que los nutrientesmeran principalmenteutilizados para el

metabolismo(Zhaoy cols. 1995).

Los mecanismosque influyen en la secreciónde OH no estáncompletamente

aclarados.Parecequela disminuciónen la secreciónde OH, se deberíaa un aumentoen el
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tono somatostatinérgico(Tannenbaumy cols. 1989),junto con una disminucióntanto en la 4
expresióncomo en la liberaciónde OHRH (Okaday cols. 1994, Thissen1994).Se sabeque

los niveles SS en la circulación periférica aumentan,sin que se modiflque el contenido 4
hipotalámico(Tannenbaumy cols. 1979), ni su ARNm (Okaday cols. 1994,Thissen1994),

porlo quesu origenpareceserperiférico~(Thissen1994),aunqueno estámuy clarocomo se 4
alterael sistemasomatostatinérgico(Turnery Tannenbaum1995).Tambiénseha propuesto

quela faltade aminoácidosesencialesenla dietaalteraríaotrossistemasde neurotransmisores 4
o neuropéptidosquemodularíanla secreciónde OH a travésde la OHRH y/o la SS(Harel y

Tannenbaum1993, 1995, Okaday cols. 1994). Por ejemplo, el NPY, que esun potente

orexigénicoen animalesde experimentacióne inhibe la secreciónde OH al seradministrado 4
centralmente,aumentasu síntesisy liberaciónen respuestaal ayuno (Oruenewaldy cols.

1996),con lo quepodríaparticiparenla inhibición dela secreciónde OH. 4
Es importanteañadirqueotrashormonascomola insulina o las hormonastiroideas,

que disminuyenen el ayuno (Thissen 1994), puedenestarcontribuyendoa los efectosde la 4
falta de nutrientessobreel ejesomatotropo.Se ha propuestoquela insulina intervienejunto

conla OH y la nutrición enla regulaciónde los nivelesde¡OF 1 (Froeschy cols. 1990)y en la 4
regulaciónde la expresióngénicao en la estabilidaddel ARNm de la ALS (Dai y Baxter

1994).Ademásdisminuye la transcripciónde la ¡OFBP 1 (Straus1994,Ketelslegersy cols. 4
1996), y promuevela traslocaciónestaproteínaligante fiera del compartimentovascular

(Jones y Clemmons 1995), sin modificar los niveles de la ¡OFBP2 ó de la ¡OFBP3 4
(Tresguerres1996b).Porotro ladoel tratamientocon T3en ratassometidasa ayunopreviene

parcialmentela disminuciónen la concentraciónde ¡GE ¡ en sueroy del ARNm de OH en 4
hipófisis(Thissen1994).

Debido a que, como hemosdescrito,sepuedealterarel patrónde crecimientopor

mainutrición quisimos utilizar este hecho para estudiar el proceso de crecimiento 4
compensatorio(catchup)trasal ayuno.

4
5.3 Crecimiento compensatorio

El crecimientocompensatorioes un fenómenofisiológico normalpor el quetrasun 4
períodode no crecimientoo crecimientodisminuido, se tiende a recuperar la línea de

4
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incrementoestaturalque seesperaríaen ausenciade alteraciones,lo que en algunoscasos

lleva a producirun crecimientosuprafisiológico(Baron y cols. 1994, Hermanusseny cols.

1996).Estosperíodosdeno crecimientopuedenproducirsepordeficienciade OH, excesode

glucocorticoides,malnutrición,o enfermedad(Barony cols. 1994).

Los mecanismosquecontrolanla recuperacióndel tamañocorporaltras un periodo

de no crecimientono parecenestarclaros.

Mosier (1986, 1990)proponequeel crecimientocompensatorioestaríacontrolado,

porun reguladorcentralquerecibiríainformacióndel tamañodel cuerpoy lo contrastaríacon

unareferenciaaumentandoo disminuyendola tasade crecimiento.Los organismossiguenun

patrón predeciblede crecimiento proporcionado.En las interrupcionesdel crecimiento

aparecendesproporcionesentrela longitud del esqueletoy el peso,pero siemprese tiendea

recuperarlasproporcionesnormales,lo quesugiereun controlactivo.

No obstante,estudiosde crecimientocompensatorioen la tibia de conejo(Baron y

cok 1994)sugierenqueestacapacidadseríaintrínsecadel propio cartilagode crecimientoya

queeraespecíficodelcartilagoen el quese habíaproducidola inhibición, descartandoquese

debieraa un fenómenoexclusivamenteneurológicoo a las diferentesfUerzas mecanicas.

Proponenque la tasa proliferativa de los condrocitosdel cartílagodisminuye con cada

divisióncontribuyendoala senescenciadel cartílago,y queunaparalizaciónde esasdivisiones

retrasaríael envejecimientopermitiendoel crecimientocompensatorioal cesarla inhibición.

Sin embargo,hay que tener en cuentaque las diferenciasen presión puedenmodificar la

forma y tamañodelos huesos(Prieto1996).

En cabras,corderosy cerdos,seha intentadoutilizar la rápidagananciade pesoque

se produce tras períodos de malnutrición para aumentar la producción de carne

(Hermanusseny cols. 1996).

Los factoresquecontribuyenala rápidagananciadepesodurantela realimentacióny

asu pérdidacon la malnutriciónparecensermúltiplesy dependientesdel tipo de malnutrición

al quesonsometidoslos animales.

Conunarestricciónde dietadel 30%Philips (1981)encuentranquela eficaciaen la

utilización de nutrientésaumentabaen el hueso,disminuía en el tejido adiposoy no se

modificabaen el músculo.También se ha descritoque el organismopierde agua(Azain y

cols. 1995,Zhaoy cols. 1995),con lo queexisteunarehidratacióndel mismoal comenzarla

realimentación(Zhaoy cols. 1995).
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Algunos autoresestudiandola malnutrición crónica neonatal (Zhao y cols. 1995) 4

observaronquela realimentaciónestimulapreferentementeel depósitode grasa,al igual que

la restricciónlo disminuyey queun soportenutrícionaladecuadopermitela repleciónde la 4
masamagra.Tambiénseha postulado(Taway Oolberg 1992),quela realimentaciónproduce

una rápida estimulaciónde la sintesis de proteínasen el músculo, acompañadade una 4
degradaciónde proteínasquepermanecebajadurante2 días, lo quepodríaexplicarel rápido

4crecimientodel músculoy el aumentode peso,ya queel músculosuponeun 3040%del la

masacorporal.

4En la ratanormalmenteel fenómenodel crecimientocompensatoriose ha estimado

por cambiosen peso(Phillipsy Young 1975, Tannenbaumy cols. 1979,Lanzy cols. 1992, 4
Azain y cols. 1995). Nosotrosquisimos estudiaren la rataque evolución presentabasu

longitud tibial tras unarestricciónen el accesode nutrientesy sí el tratamientocon OH era 4
beneficiosoenpromoverla recuperación.

4
5.4 Tratamiento neonatal con glutamato monosódico (GMS) 4

Además del estudio del crecimiento en la rata normal, utilizamos un modelo 4
deficitario en OH, cuyascaracterísticasdetallamosacontinuación.

El tratamiento neonatal con glutamato monosódico (OMS) produce una 4
destrucción selectivade las neuronassecretorasde OHRH del núcleo arcuato del

hipotálamo,sin afectaraparentemente,a las neuronassecretorasde LHRH, SS o CRH. 4
Ésto permite la obtención de un modelo con deficienciaselectivade OH de origen

hipotalámico (Bloch y cols. 1984) que es ampliamenteutilizado en estudios de 4
crecimiento,enmuchoscasoscomoalternativaa unamanipulaciónmásdrásticacomo es

la hipofisectomia. 4
Se sabeque estetratamientoconlíevaotras modificacionesneuroendocrinasy

metabólicas.En generalsonanimalesobesos(Bakke y cols. 1978, Oreelyy cols. 1980, 4
Nemeroffy cols. 1981, Maiter y cols. 1991b, Kubota y cols. 1994)aunqueno sufren

hiperfagia(Reddingy cols. 1971),presentandisminución del pesode la hipófisis, por la 4
falta de efectotrófico de la OHRH sobrela hipófisis (Maiter y cols. 1991b) y de los

testículos(Bakkey cols. 1978, Terry y cols. 1981;Wakabayashiy cols. 1986, Villanúa y 4
cols. 1992). Tambiénpresentanuna disminución en el contenidode proteínastanto
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hipofisarias(Maiter y cols. 1991b)como en la eminenciamedia (DePaoloy Negro-Vilar

1982). El contenidohipotalámicode TRH pareceno estarmodificado (Millard y cols.

1982), y tampocose ha encontradodisminución en el contenido hipofisario de TSH

(Jennesy cols. 1984),aunquesí se ha descritoun descensoen los nivelesplasmáticosde

TSH (Bakke y cols. 1978).Respectoal pesodel tiroides, algunosautoreslo encuentran

disminuido (Bakkey cols. 1978),mientrasotros no detectanmodificacionesdel mismo

(Redding y cols. 1971). Tampoco se detectancambios en los niveles de prolactina

(Nemeroffy cols. 1981, Millard y cols. 1982). En ratashembras,estetratamientose

acompañade la apariciónde ciclosestralesirregulares(Oreelyy cols. 1981, Nemeroffy

cols. 1981, Dada y cols. 1984). Los nivele§ de estrógenosse han descrito tanto

reducidos(Nemeroffy cols. 1981, Daday cols. 1984)como no modificados(Villanúa y

cols. 1992). Tambiénseha descritoque el tratamientocon OMS adelantala apertura

vaginal (MacDonaldy Wilkinson 1990)aunqueen estecasoseríaporqueseelimina parte

del control negativode la secreciónde gonadotropinas,o que seretrasa(Badgerycols.

1982,Daday cols. 1984).

Es importanteresaltarque de todaslas hormonashipofisarias,esprobablemente

la OH la hormonamásdramáticamenteafectadaporestetratamiento(Daday cols. 1984,

Cordery cols. 1990),debidoa la falta de producciónde OHRH (Kubotay cols. 1994).

Estosanimalespresentanunadisminuciónen la amplitudde los picosde secreciónde

OH (Clark y Robinson 1985a),y en sus nivelesplasmáticos(Terry y cols. 1981,Katakami y

cols. 1984),asícomoen el contenidohipofisariode estahormona(Daday cols. 1984,Maiter

y cols. 1991b, Huy cols. 1993,Arce y cols. 1995).

Porello, presentanunamarcadadisminuciónen sutasadecrecimiento(Greelyy cols.

1980, Nemeroffy cols. 1981, Badgery cols. 1982, DePaoloy Negro-Vilar 1982 Millard y

cols. 1982,Kubotay cols. 1994),evaluadatantoenpesocorporal,como en longitud tibial o

dela cola(Katakamiy cols. 1984,Maitery cols. 199Ib, Kovácsy cols. 1996).
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Qbictivos

@ Validar la microknemometriacomo técnicaparael seguimientodel crecimientodiario
de los huesoslargos de la rata. Tratar de poner de manifiesto las similitudes o
discrepanciasexistentesentrela evolucióndiaria del pesoy de la longitud tibial como
estimacionesdel crecimientodel animal.

® Estudiarel patrónnormalde crecimientode la rata:
a. Constatarla existenciade dimorfismo sexual en el patrónde crecimientode los

huesoslargosen la rata.
h. Evaluar la posibilidad de oscilacionesen la velocidadde crecimientoen cortos

períodosde tiempo.
e. Estudiaren la ratamachola existenciade cambiosultradianosde la longitud

tibial mediantemedidasrealizadascada3 horasa lo largo de 24 horascada7
días,paradetectarlas horasdel dia en lasque el crecimientoesmayor.

(3)Estudiaren la ratamachonormal:
a. Si es posible potenciar su crecimiento mediante distintas pautas de

administraciónde hormonade crecimientoadosisaltas.
b. Dada la interrelación existente entre crecimiento y hormonassexuales, se

investigaráel efecto sobre el crecimiento de la castraciónquímica inducida
mediantela administraciónde un análogode LHRH.

® Estudiarel procesode crecimientoen ratasmachotratadascon OMS neonatalmente,
que destruyela mayoríade las neuronasOHRHérgicas,y que constituyeun modelo
experimentalde enanismohipotalámico.Se comprobaráen estemodelo, el efecto de
la castración,así como la repercusiónde la administraciónde OH, PT o ambasen
animalesintactoso castrados.

~ Estudiardel patrónde crecimientoen la ratahembra.
a. Comprobarla posiblepotenciacióndel crecimientomedianteel tratamientocon
OH exógenaadosiselevadas.
b. Al igual que en machosestudiarel procesode crecimientotras el tratamiento
neonatalcon OMS, así como el efecto de la administraciónde OH de la misma
formaqueen la ratanormal.
e. Estudiarel papelde la OHiRH en el crecimientomediantesu administraciónen
in>~eccioneso de forma continua, combinadao no con SS, tanto en la hembra

normalcomo en la deficitariaen OH.

~ Evaluar la repercusiónsobre el crecimiento de las alteracionesdel proceso de
diferenciación sexual del hipotálamo en la rata, por medio de la administración
neonatalde Pra los animaleshembraso castraciónneonatala los animalesmachos.

© Analizar en la rata macho la dinámicadel procesode crecimiento compensatorio
producidotras períodosde inhibición del mismo, como el ayuno.Explorar la posible
potenciaciónde estefenómenopor la administraciónexógenade OH, ya sea en el
animalnormalo deficitario en OH.
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. Matcrialesy Métodos

3 1. ANIMALES

Seutilizaronratasde la cepaWistar, cuyosprogenitoresprocedíande Interfauna-

Harían, criadospor el animalario de la UniversidadComplutensede Madrid. N0 de

Registrodel Ministerio de Agricultura,Pescay Alimentación28079-15ABC.

3 1.2 Régimen de mantenimiento

u Las ratas se mantuvieronen el animalario de la UniversidadComplutensedeu Madrid, con un régimen luminoso de 12 horasluz-12 oscuridad(encendidoa las 8.00

horas).Temperaturay humedadde 22 ±20Cy 50 + 5% respectivamente.El destetese

llevó acaboa los 21/22 díasde vida. Los animalesadultosfrieron homogeneizadospor

peso previamentea cada experimento;en los casos de tratamientosneonataleslas

camadasfUeronhomogeneizadasa 8-10animalespormadre.

- Los animalesse mantuvieronen gruposde 7-8 animales/jauladesdelos 21 días

u hastalos 30 días, pasandoentoncesa 4-5 animales/jaula.Lasjaulasutilizadasfrieron de
policarbonato(Macrolon®, Panlab) de 46,5 • 21,5 • 14,5 cm, lo que suponeuna

superficiebasalde 1000cm2. Las hembraspreñadaso con críasreciénnacidas,así como

las ratasaisladaspara reducción de su ingesta, se mantuvieronen jaulas del mismo

material pero superficiebasalde SOQ cm2 (22 * 20 • 14,5 cm). Las madresduranteelu períodode críay las críashastalos 30 díasde vida fUeronalimentadascon piensode cría

A-03 (Panlab),pasandoa pienso de mantenimientoA-04 (Panlab) a partir de ese

momento. Tantoel aguacomo la dieta se suministró “ad libitum”, salvo estaúltima en

los protocolosde ingestareducidao ayunototal.

u
2. SEGUIMIENTO DE LOS ANIMALESu
2.1 Estudio del ciclo estral y comienzo de la pubertad

En los experimentosdiseñadoscon ratas hembrasse observóla apariciónde

aperturavaginal y semonitorizóel ciclo estral,medianteel estudiopormicroscopiadel
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tipo de célulaspresentesen el frotis vaginal, a partir del dia siguientea dichaaperturay

hastael final del experimento.

Paraprevenirinfeccionesal realizardichosfrotis, seutilizó una pipeta Pasteur

porjaula, lavándolaen solución salinadespuésde cadafrotis. Cadadía las pipetasse

lavaronal terminaren unasduciónde Hibitane® diluido en aguadestilada.

En el caso del diseño experimental6.4 se observóla aparición de separación

balano-prepucial.

2.2 Peso de los animales

Los animalessepasarona diario con una balanzaSoehnle,cuyo error esde 1 g

parapesosinferioresa 320 g, apartir de estepesoy hasta1 Kg el error asciendea2 g.

2.3 Microknemometría

La microknemometríaesuna nuevatécnicano invasivaque permiteuna medida

muyexactade la longitud tibial de la rata, estandoel animal despierto,y cuyo error

técnico medio, tras entrenamiento,es inferior a 100 p.m (Hermanusseny cols. 1995).

Esteerroresmuy inferior al incrementode longitud diario, o tasade crecimiento,de la

rataqueestáen tomoa los 500 ktm/diaen animalesperipuberales,lo quepermiteno sólo

un seguimientodel crecimientodiario sino inclusoen períodosinferioresa24 horas.

El microknemometrofine diseñadoporDr. Fahrentholzen Kiel. Alemania.

4 Microknemómetro

El microknemometro es un goniómetro digital conectado a una pantalla

electrónicay estácompuestopor dos brazosarticulados,que acabanen dos enganches

metálicos(figura 10). Los enganchessondos anillos huecosdiseñadosde tal maneraque

el superior“encaja” la rodilla del animal y el inferior su talón, permitiendouna fijación

temporalde la tibia del animal(Hermanusseny cols. 1995, ¡996).Un muelleentreambos

brazosgarantizaque la presión ejercidasobrelos tejidos blandossea constantey de

aproximadamente2,5 Newtones.
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La pantallaelectrónicamuestranúmerosenteros(unidadesarbitrarias)en fUnción

del ángulodeaberturaentrelos brazos(a), correspondiendocadaunidad(U) a 0,00330,

querepresentanaproximadamente12 ¡.tm paraángulosde aperturapequeños.La previa

calibracióndel aparatopermiteestablecerestaequivalenciala cual, facilita la lecturade

los datosen micras en lugar de en unidadesarbitrarias.La calibraciónconsisteen la

medida de una tablilla marcadaen puntosconcretos;esosmismos puntos semiden a

continuacióncon un calibre, para transformaresasdistanciasen grados de apertura

(Distancia = longitud brazo * 2 [sencc/2] ). Así, se deduceque un aumentoen 302

unidadessuponeun aumentoen la aperturade ¡0 (o sustituyendo ahora a por su valor

porunidad,la distanciaen iim).

PANTALLA

INICA

Figura10: Esquemadel microknemómetro

En la medidaestánincluidos los tejidos blandosy el grosorde la articulaciones

que rodean el hueso por lo que la longitud tibial expresadaen micras es una

MUELLE Dedos
Observador

GONIÓMETRO
DIGITAL

c
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aproximaciónde la distanciareal, aunqueson detectadosmuy sensiblementecambiosen 4
esteparámetro.

Sin aperturaalgunade los brazosapareceen la pantallaun valor inicial de 10193 4
U (ángulo0), estandolos brazosseparadosentresí 2,3 cm. Al valor obtenidoparacada

medida hay que restarleel valor inicial, multiplicarlo por 12 paraexpresarloen l.tm y 4
sumarlela distanciaentrelos enganchesen jm 4

kS?~ik$’~ lt1Iedi~1&(Ut4É4~3fkJX>* 12J4½3000(Mt

>

t.. 4
4 Procedimientode medida 4

La ratase sitúa frenteal observadorcon la cabezahacia la derecha.Antes de 4
comenzarla medidaesimportantequeel animal seencuentrerelajado,y permanezcaen

4
una posiciónmás o menosfija. Previamentea realizarselas medidas,los animalesfUeron
acostumbradosa su manejo(figura 11). 4

Los brazos del aparato, abiertospor el observador, abrazan la extremidad

posteriorderechade la rata, dejandoque sea el muelle el que ejerza sobreéstauna 4
presiónconstante.Debidoa que la medidade estadistanciapuedeverseinfluenciadapor

la posicióndel animaly el ánguloqueformentalón, tibia y fémur, seestandarizaronlas 4
condiciones de medida, tal y como se ha recomendadocon anterioridad en la

knemometría(Oibson y cols. 1993). Una luz vertical proyecta, sobreuna cuadrícula 4
ndlimetrada,la sombradeuna estructuralongitudinal, colocadaen el brazosuperiordel

aparato,(en nuestro caso un lapicero) buscandocon cada medida una sombrade 4
longitud e inclinaciónconstante(en nuestrocasode 430 calculadoa partir de la inversa

del cosenodela división: mm en la gradilla!longituddel lápiz). 4
La longitud tibial se determinaa través de 4 estimacionessubsecuentese

independientesdeestadistancia,dejandoqueel animal semuevaentrecadaunade ellas, 4
unavez descartadala primeramedida(sueleserel valor másalejadodel resto, al igual

que se observaen la knemometría,Wit y cols. 1987, Hermanusseny cols. 1988a) se 4
calculala medianade las otras3 estimaciones.El tiempo total empleadovaríaen fUnción

4
del animal, peropuedellegar aserinferiora2 minutos.

4
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siemprebajo las mismascondicionesde sonicación(Frecuencia50%, Intensidad3), a 4
continuación se centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 15 minutos, decantandoel

sobrenadantequeerade nuevocongeladoa -200C. 4
3.3 Procesamiento de los hipotálamos 4

Los hipotálamosserecogieronen secoy fueron inmediatamentecongeladosen 4
nievecarbónica,manteniéndoseacontinuacióna -800C hastasu procesamiento.

Los hipotálamosseprocesaronen 500 ~l de acético2 M, sonicando10 ciclos, a

continuaciónseañadieronotros500 gí y sehirvierondurante5 minutos,secentrifugaron

(30 minutos a 17000 r.p.m.), se decantaronlos sobrenadantesy se liofilizaron. El

liofilizado se guardóa-200C hastasu posteriorcuantificaciónporRIA.

4. DROGAS EMPLEADAS

4.1 Tratamiento neonatal con glutamato monosódico 4
El glutamatomonosódico(OMS) se preparoa unaconcentraciónde 100 mg/200

j.tl en soluciónsalinaal 90/oo. Los animalesfueroninyectadossubcutáneamenteen el lomo

en díasalternosdurantelos diez primerosdíasde vida(2, 4, 6, 8 y 10), con 4 mg/g peso

corporaldel animal. Sus correspondientescontrolesrecibieronun volumen equivalente 4
de soluciónsalina. El orificio de la piel seselló con colodión. Antesde devolverlas crías

a la madrey para evitar su rechazo,porel olor del colodión, éstasse“envolvían” en el 4
serrínde la jaula.

4.2 Hormona de crecimiento 4
La hormona de crecimiento utilizada procedíade LaboratoriosSerono SA.

(rhOHSaizen®)y fue reconstituidaen suerosalino parasu inyección,subcutánea.

4.3 Hormona liberadora de hormona de crecimiento

La OHIUI utilizada procedíade LaboratoriosSeronoS.A. (Oeref®, análogo 1-

29 NH
2) y fue en todos los casosutilizada previa reconstitucióndel liofilizado en 4

soluciónsalinaparasu inyecciónintraperitoneal.

4
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4.4Somatostatina

La somatostatinautilizada fue Sandostatin®,(octreótida,DC¡) de Laboratorios

Sandoz, presentadaen envasede 1 mg /5 mI; para su inyección subcutáneafue

previamentediluida 1:10 en soluciónsalinaestéril.

5. ESTUDIOS ANALITICOS

5.1 Radioinmunoanálisis

Se basa en una reacción competitiva, entre la hormona presenteen la muestra

(hormonafría) y una cantidadconstantede esamismahormonamarcadacon 1125 (hormona

radiactiva)paraunirseaun anticuerpoespecífico.

La afinidaddelanticuerpo,quese añadeenunacantidadconstanteatodoslos tubos,

es la mismapor ambashormonas,por lo que la cantidadde hormonaradiactiva ligadaal

anticuerpodependeráde la cantidadde hormonafila presenteen la muestra.Es decir, a

mayor concentraciónde hormonafría menoroportunidadtendrála hormonaradiactivade

unirseal anticuerpo.

Unacurvapatrónconcantidadescrecientesconocidasde hormonafila se utiliza para

calcularlasconcentracionesde la hormonapresentesenlasmuestrasproblema.Enestacurva

serepresentanen unaescalasemilogarítmicalas cantidadesconocidasde hormonafila frente

al % deunión de la hormonaradiactivaal anticuerpo(%B). Cadapunto de la curvasevalora

portriplicado. La uniónsecalculamediantesiguientefórmula:

DondeB0 representala hormonaradiactiva ligada por el anticuerpoen ausenciade

hormonafría (unión especifica)y N representaunionesinespecíflc4como es lógico estos

tubos no llevan ni anticuerponi horm¿nafría. La precipitaciónde la hormonaunida al

anticuerposelogra de diversasmaneras:20 anticuerpo(anticuerpo-antianticuerpo),carbón

dextrano o Staphilococcus,por tanto estereactivoseráañadidotantoa los tubosBo, comoa

los N. Ademásha de existir un At como control de actividadradiactivatotal, que permite

adent calcular la unión especifica[(BO-N)/ At] e inespecífica(N/At) de la horñiona
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marcada.Concadahormonaha debuscarsetrabajarconun % deunión constante(% Bo). 4

Comotrazadorparalashormonashemosutilizado el 1125, ya que, esteisótopoofrece

las ventajasde obteneruna mayor actividadespecificaque el H~ y ademásel contaje de su 4
emisiónesmássencilloqueel de un emisorbetaque requiereliquido de centelleo.En todos

los casoslas muestrassepipeteanporduplicado. 4
11.1 Radioinmunoaná/isisdeCH 4
A. Inmunorreactivosy solucionestampón: 4

Se utilizó comohormonapatrónla NIDDK-rOH-RP-2. Parala yodaciónseutilizó

NIDDK-rOH-I-6. El anticuerpoutilizado fueel NIDDK-anti-rOH-S-5.

Tanto estos reactivos,como los utilizadosen el radioinmunoanálisisparaLH, así 4
como el anticuerpoparaIOF 1 fueronamablementecedidospor el NationalHori’none and

Pituitai.y Program (NHPP) del National Institutefor Diabetesami Digestive and K¡dney 4
(NIDDK) y en todos los casosfueron reconstituidossiguiendo las instruccionesque los

acompañan. 4
Lassolucionestampónutilizadasparala realizacióndel radioinmunoanálisisfueron:

•• Tampónfosfato 0,5 M: Se preparamezclandounasolución0,5 M de Na2HPO4• 2

1120 y otrasolución0,5 M de KH2P0~.plrh 7,6.

O Tampón fosfato O,O1M: Se preparapor dilución 1:50 del tampón anterior y 4
añadiendoNaCí0,1 SM. pH= 7,6.

O TampónBSA: Sepreparaapartirde un tampónfosfato0,01 M, NaCí0,15 lvi, BSA 4
(albuminaséricabovina) 1%. pH= 7,6.

4 TampónEDTA: Es un tampónfosfato 0,01 Nf, EDTA 0,025 Nf, NaCí 0,15 Nf, 4
Tritiplex 0,025Nf. pH= 7,6.

B. Radioyodacióndela hormona

:

4
El marcaje,o radioyodaciónde la hormona, consisteen incorporarel I~ en la

hormonapor medio de alguna reacción enzimática. Se puedenutilizar varios métodos, 4
nosotroshemosutilizado el dela lactoperoxidasa.

Sobrela alícuotade la hormona(2,5 ¡ig en 25 ¡.d de tampónfosfato0,5M) seañaden 4
sucesivamentelos siguientesreactivos:

4
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• 10 ¡tI de tampónfosfato0,5 Nf.

• 5gl(0,5mCi)deJ’~.

• 10 ití de dilución delactoperoxidasa(0,5 gg).

• 1 ¡tI de dilución 1:lOOOOdeH2O2.

Despuésde 4 minutosde reacciónseañaden100 ¡tI de tampónBSA paradetenerla

reaccion.

La oxidaciónpor H2Q, en presenciade laxtoperoxidasa,consigueque el yoduro

radiactivopasea yodo atómico, así ésteúltimo, sustituyea los átomosde hidrógenoque

forman partede la estructuramolecularde las proteínas,fundamentalmenteen el núcleo

fenólicodela tirosina.

Con el fin de separarla hormonayodadadel yodo libre y los reactivosañadidos,una

vez finalizada la reacción,el productode reacciónse puuifica por cromatograflaen una

columnade 16 * 0,8cm rellenacon Sephadex0-50Fine,equilibradoen tampónfosfato0,01

Nf, y previamentesaturadacon tampónBSA, lo que previenela adsorciónde la hormonaal

Sephadexo sufijación a lasparedesdela columna.

La hormonamarcaday almacenadadebeserpurificadael mismodíaen quese realiza

el análisis. Estapurificación serealizapor cromatograflaen una columnade 24 * 1,5 cm

rellenacon Sephadex0-100equilibradoen tampónfosfato0,01 Nf, y previamentesaturada

con BSA. Las fraccionestanto del marcajecomo de la purificaciónserecogenen tampón

BSN

El rendimientoy la actividadespecíficadela hormonase detenninapor el métododel

ácidotricloro-acético(TCA), queesun método inespecíficode precipitaciónde proteínas.

Unavez diluida una pequeñapartedel productodel marcaje,setoman alicuotasde 50 ¡tí,

añadiendoala mitad de ellos 500 ¡tI de tampónBSA, paraaumentarel precipitado,y 2 ml de

TCA al 10%,se agitan,se incuban¡5 minutosa 4
0C, y secentuifligan otros 15 minutosa

3000r.p.m.,aspirandoel sobrenadante,acontinuaciónsecuentatantoel precipitadocomola

otramitadde lasalicuotas1 minuto enun contadorde radiactividad.

La actividadespecíficay el rendimientosecalculancon lassiguientesfórmulas:
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4

Enel casode la OH la actividadespecificamediafue de 68,7 gCi/ggy el rendimiento

medio deun 34%. 4
C. Realizacióny CinéticadelRIA: 4

Las muestrasdeplasmassepipeteandirectamentey lashipófisis,unavezprocesadas, 4se diluyen en tampónBSA en una relaciónde 1:100000.La curvapatrónde OH abarcaun

rangode concentracionesdesde5 hasta2500pg/tubo(figura 12). 4

4
4
4
4

Figura 12: Curva patrón media del RIA de OH. 4
Para control intemo en todos los RIA valoramoslos nivelesde OH en un pool de 4

suero.

Tambiénportriplicado sepipetean: 4
- At o controlesde radiactividadquesólocontendránGRyodada.

-No controlesde actividadinespecífica,que contienen200 ¡tI de tampónEDTA, la 4
hormonayodaday Staphilococcuscwreus.En nuestrocasosu valor medio esdel 2.7

4
- Bo o controles de actividad específica,que contienenademásel anticuerpoespecifico.Su

valormedio fue del27.7%. 4
Todoslos tubosantesdela adicióndelanticuerposecompletanaun volumenfinal de

300pl contampónBSA. 4
Unvezpipeteadaslasmuestras:

- Se añade,exceptoa los N y At, un volumen de 200 ¡tI por tubo del anticuerpoa una

diluciónfinal de 1:75000disueltoentampónEDTA..
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- Sepreincubadurante24 horasa40C con objeto deaumentarla sensibilidaddel ensayo.

- Seañadeatodoslos tubos20.000c.p.m.aproximadamentede OH marcada,enun volumen

de 100¡tI disueltaentampónBSA.

- Seincubadurante3 díasa40C. Al final de esteperiodode incubaciónseseparalaOH unida

al anticuerpo de la OH libre mediantela adición de 50 ¡tI de una suspensiónde

Staphilococcusaureusen tampón fosfato EDTA con Tritón al 1%. Se incubandurante20

minutosa40C. Despuéssecentrifuganlos tubosa4 0C y 3000r.p.m.,durante15 minutos.Se

aspirael sobrenadantey secuentael precipitado,quecontienela hormonayodadaligadaal

anticuerpoespecífico,durante1 minuto enun espectrofotómetrodecentelleosólido.

La sensibilidaddel RIA esde 5 pg/tubocon un coeficientede variacióninterensayoe

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

S.1.2 RadioinmunoanálisisdeLA!

A. Inmunorreactivosy solucionestampón

:

Se utilizó como hormonapatrónla NII)DK-rLH-RP-3 Parala yodaciónse utilizó

NIDDK-rLH-I-9. El anticuerpo utilizado fue el NIDDK-anti-rLH-S- 10. Las soluciones

tampón utilizadas para la realización del radioinmunoanálisisfueron las mismas que las

utilizadasen el casodela OH, comunesparalas hormonashipofisarias.

B. Radioyodacióndelahonnona

:

Tantoel marcaje,comola purificaciónpor cromatografladel productode reaccióny

la hormona marcaday almacenadase realizande la misma forma que para la OH. La

actividadespecíficamediafuede 116,5 ¡tCi / ¡tg y el rendimientomedio deun 46,6%.

C. Realizacióny CinéticadelRIA

:

Las muestrasdeplasmasepipeteandirectamentey las hipófisis,unavez procesadas,

se diluyen en una relación de 1:5000. La curva patrón de LII abarca un rango de

concentracionesdesde1 hasta2500pg/tubo(figura 13).
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4
4
4
4
4

__________________________ 4
Figura13: Curvapatrónmediadel RIA deLH. 4

En estecasolos controlesde actividadinespecifica(N) condenen200 ¡tI de la mezcla 4
de tampónEDTA con tritón al 1% y suerode conejoal 0,25%,la hormonayodaday el

segundoanticuerpo,y cuyovalor medio fue del 1,4 %. El valormedio de los controlesde 4
actividad específica(Bo), fuedel 13,1 %.

Todoslostubosantesdela adicióndelanticuerposecompletanaun volumenfinal de 4
200 ¡tI con tampónBSA. Unvezpipeteadaslasmuestras:

- Seañaden50 ¡tI por tubo del anticuerpo,exceptoa los N y At, a una dilución final de 4
1:80000disueltoentampónEDTA con0,25 % de suerodeconejo.

4
- Sepreincubadurante3 díasa40C conobjeto deaumentarla sensibilidaddel ensayo.
- Seañadeatodoslos tubos 10.000c.p.m.aproximadamentedeLH marcada,en un volumen 4
de 50 ¡sí disueltaenBSA.

- Seincubadurante2 díasa40C. Al final deesteperiodode incubaciónseseparala LH unida 4
al anticuerpode la LII libre mediantela adición de 500 ¡tI de unamezclaquecontieneel 20

anticuerpo (tampón fosfato 0,01 M con 10 % Polietilénglicol, 10 ¡ii/tubo de 4
antigammaglobulinade conejo, obtenidamediantela inmunización de ovejas en nuestro

propio laboratorioporlos doctoresC. Ariznavanetay J.A.F. Tresguerres).Procediendoa la 4
separaciónde la mismafonnaqueenel RIA deOH.

La sensibilidaddel RIA esde 5 pg/tuboconun coefici~~~~devariacióninterensayoe 4
intraensayodel 5 %y del 8 %, respectivamente.

4
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5.1.3 Rad¡oinmunoanálisisdeIGEI

Este radioinmunoanálisisfue puestoa punto por nuestrogrupo basándonosen el

método descritopor Daughadayy cols. (1980), así como en la metodologiautilizada en

nuestrolaboratorioparala realizacióndeotros radioinmunoanálisis.Se utilizó un RIA de no-

equilibrio, con preincubaciónde la muestracon el anticuerpopreviamentea la adición de

hormonamarcada,aumentandola sensibilidaddel ensayo(Furlanettoy cols. 1977).

A. Inmunorreactivosy solucionestampón

:

Se utilizó como hormonapatróny parayodaciónla A 52-EPD 186, amabfrmente

cedidapor Eli Lilly and Company.El anticuerpoutilizado fue el NIDDK UB2- 495, el cual

presentauna reactividad cruzadacon IOF II del 1,5-1,9 %, reconstituidosiguiendo las

instruccionesqueacompañana los reactivos.La adiciónde protaminasulfato al tampónde

RIA disminuye la unión inespecificay la variabilidad interensayo(Copelandy cols. 1980,

Chatelainy cols. 1983).La composicióndel tampónutilizada salvo ligerasvariacionesfue

amablementefacilitadajunto conel anticuerpoporLE. Underwood.

Las solucionestampónutilizadasparala realizacióndelradiommunoanalis¡sfueron:

4 Tampónfosfato0,5 Nf. pH 7,6.

• Tampónfosfato0,01M,NaCí 0,15Nf. pH= 7,6.

+ TampónBSA: tampónfosfato 0,01 M, NaCí 0,15, BSA (albúminaséricabovina)

1%, pH= 7,6.

•> TampónIOF 1: tampón fosfato 0,041v!, azida sódica 0,02%, Tween 20 0,05%,

EDTA 0,0lM, protaminasulfato20%(protaminaRoví®). pH 7,5.

• TamponTnzmabase(hidroximetil amino metano)1 M.

4 TamponTr¡zmabase0, 855Nf: obtenidopor dilución 1:1,17delanterior.

+ Tampónetanolácido:87,5 % etanol, 12,5 %UCI 2 N.

B. Radiovodacióndelahormona

:

El marcaje,serealizaen estecaso,porel métodode la cloramínaT, (Daughadayy

cols. 1980, Chatelainy cols. 1983)con un efecto oxidantemás general,no específicoen el
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aminoácidotirosina. Sobreunaalícuotade 1 ¡sgde IOF 1 disueltoen 100 ¡sí detampón¡UF 1

añadimoslos siguientesradiactivos:

• 25 ¡sí detampónfosfato0,5 Nf. 4
• 0,5 mCi de1125(5 ¡sí)

• 2,5 ¡sgde cloramína1 (2,5 ¡sí unavezdisueltaentampónfosfato0,05 M). 4
• Incubar30 segundos

4
• Añadir 1 ml de0,025 tris HCI paradetenerla reacción.

El rendimientoy la actividadespecíficade la hormonasedeterminapor el métododel 4
ácidotricloro-acético(TCA), al igual queserealizaparala OH. La actividadespecificamedia

fuede 162 ¡.tCi/¡sgy el rendimientomedio deun 33%. 4
El productode reacciónse puritica por cromatografiaen una columnade 56 * 1 cm

rellenacon Sephadex0-50 Fine, equilibrado en tampón Tris HCI (Tampóntrizma base

0,025M tris HCI 0,25 % BSA. pH= 7,4) (Daughaday1980, Daughadayy cols. 1982) y

previamentesaturadacon tampónBSA. Obteniéndose3 picos de radiactividad,el 10 con

agregadosdela hormona,el 20 con lahormonamarcaday el 30 conel yodo libre.

C. Realizacióny Cinéticadel RIA

:

Las muestrasde plasmasepipeteandiluidos 1:100. Para separarla IOF 1 de sus

proteínasligantesseutiliza la extraccióncon etanolácido(Daughaday1980).

* PROTOCOLODEEXTRACCION 4
Las muestras(50 ¡sí) se incuban30 minutosa temperaturaambientecon 450 ¡sí de 4

etanol ácido,secentrifugan30 minutosa 3000 r.p.m., sedecantan250 ¡tI de sobrenadante

quese neutralizanañadiendo100 ¡sí de trizma base0,855 M., se agitany sediluyen paraen 4
tampóndeRIA

La recuperaciónde hormonamarcadaenplasmafuede 83,2 % y de hormonafría del

102%(Unarecuperaciónporencimadel 1000/o, esdebidoal error analíticointrínsecosegún

Daughaday1980).

Este método de extracciónlibera el 98% de la IOFBP-3, y del 25-40 % de la

proteínasligantesdebajopesomolecular,aunqueéstasmuestranmuy pocainterferenciaenel

RIA probablementedebidoa unacompeticióndirectacon el anticuerpoutilizado en el R14
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sin embargola IGFBP-3 parecemostrarunaafinidad similara la del anticuerpo,por lo tanto

un efectivaseparaciónde estaproteínapermiteal anticuerposerel lugarpreferentede unión

paralaRIF 1 (Crawfordy cols. 1992).

* VALIDACIÓN DEL RíA.

Secomprobópor separacióndel extractocon carbóndextranoqueéste estabalibre

de proteínasligantesen un 98%,frenteal 43%en el casodeplasmasin extraer.Tambiénse

comprobó que las diluciones del plasma extraido fueran paralelas a la curva patrón

(Recommendationsfrom theSrd InternationalSymposiumon Jnsulin-Like Growth Factors.

1995),(figura 14).

Figura14: Curvapatrónmediadel RIA de IGF 1.

La curvapatrónse pipeteaen un volumen 200 pl, en un rango de concentraciones

queabarcadesde2 hasta800 pg/tubo.Paracontrol internoen todoslos RIA valoramoslos

nivelesdeJGF 1 enun pooí de suero.

Tambiénportriplicado sepipetean:At, N, cuyovalor medio fue del2,2 % y Bu, cuyo valor

medio fuedel 21,5 %. Todoslos tubosantesde la adicióndel anticuerposecompletanaun

volumenfinal de 400 ¡sí (450¡tI enel casodel N) contampónIGF 1.

Un vezpipeteadaslas muestras:
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- Seañaden50 ¡ti portubo del anticuerpoaunadiluciónfinal de 1:20000disueltoen tampón 4
IGF 1.

- Se preincubadurante24 horasa 4
- Seafiadea todoslos tubos 15.000 c.p.m.,de hormonamarcada,en un volumende 50 ¡sI

disueltaentampónIOF 1.

- Seincubadurante24 horasa40C. Al final de esteperíodode incubaciónseseparala IGF 1 4
unida al anticuerpode la hormonalibre mediantela adición de 500 ¡sí de la mezclaque

contieneel ~ anticuerpo,tal y comosedescribeparala LII, procediendoa continuacióndela 4
misma forma. La sensibilidaddel RIA es de 10 pgltubo con un coeficientede variación

interensayoeintraensayodel 7,2 %y del 5 %, respectivamepte 4
5.1.4 RadioinmunoanálisisdeLHRFJ 4

Estemétodofue puestoa puntoennuestrolaboratoriopor la Dra. C. Alvarez(Tesis 4doctoral1989).

A. Inmunorreactivosy solucionestampón: 4
Se utilizó como hormona patrón y para yodar la NRSÓ4 adquirida a U.B.L. 4

(Universal Biological Limited). El anticuerpo utilizado fue el anti-LHRH (Ferring).

Reconstituidossiguiendolasinstruccionesqueacompañanalos reactivos. 4
La solucióntampón(TampónLHRH) utilizadaparala realizacióndel radioinmunoanálisis

esunamezclaal 50%de los tamponesBSAy EDTA, pH= 7,6. 4
B. Radioyodacióndelahormona. 4

Marcamoscon lactoperoxidasa2,5 ¡sg en 25 ¡sí de ácido trifluoracético(ITA) de 4
hormonacon 0,5 mCi dei9’, tal y comoseha descritoanteriormente,salvo queen estecaso

seutiliza paradetenerla reacción1 ml de IFA al 0,1 %. En el casode estepéptido no se 4
puedeutilizar el métodoinespecíficode precipitaciónde proteínascon TCA paraconocerel

rendimiento. 4
El producto de reacción se purifica por cromatogratiaen una columna de

carboximetilcelulosaCM-52, reconstituidaen acetatoamónico0.2 mM. La purificación se 4
hacede acuerdocon un gradienteiónico desde0,2 mM hasta0,2 M a pH= 7,4, utilizando
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paraello unabombaperistálticaquemezclaambasdilucionesaunavelocidadde 1 ml/minuto.

Lasfraccionesserecogenen50 ¡sí de albúminahumana

C. Realizacióny CinéticadelRIA

:

U Los hipotálamosunavez procesadosse diluyen 1:100 en tampónLHRH. La curva

patróndeLI-IRH abarcaun rangodeconcentracionesdesde0,25 hasta50 pg’tubou
En estecasolos controlesde actividadinespecífica(N), contienen250 pl de tampónLHRH,
la homionayodaday 1,5 ml de etanolabsoluto.En nuestrocasosu valor flie del 3 %, y del

32 % paralos controlesde actividadespecífica(Bo). Todoslos tubosantesde adicionardel

¡ anticuerposecompletana un volumenfinal de 200 pl contampónLHRH.

Unvezpipeteadaslas muestras:

- Se añaden50 ¡sí portubo del anticuerpoaunadilución final de 1:90000disueltoen tampón

LHRH.

- Se preincubadurante24 horasa 40C.

- Se añadea todos los tubos 10.000 cp.m. aproximadamentede LHRH marcadaen un

volumende 50 ¡sí y disueltaentampóndeRIA.

- Seincuba24 horasa 40C. Al final deesteperiodode incubaciónsesepanla LHRH unidaal

anticuerpode la LHRH Ubre mediantela adición de 1,5 ml de etanol absoluto a 40C.

Procediendo,a partir de esemomento,de la misma forma que en los RIAs anteriores.La

sensibilidad del RIA es de 0,25 pg/tubo con un coeficiente de variación interensayoe

mtraensayodel 18 % y del4 %, respectivamente.

i. 1.5 Radio¡nmumoanáhsisdesomatostatina

El RIA de SShasido ampliamentevalidadoporla Dm. ElenaVara, del departamento

de Bioquímicadeestafacultad.

A. Inmunorreactivosy solucionestampón

:

La hormonapatrónutilizadafue somatostatinacíclicay parala yodaciónla Tyr-SS.El

anticuerpoutilizadofije obtenidoporla Dra.ElenaVara porinmunizaciónde conejoscon SS

cíclica.

Lassolucionestampónusadasparala realizacióndelRIA fueron:
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+ TampónSS: Na2HPO40,04Nf, NaCí 0,14 Nf y EDTA 0,025 Nf, albúminabovina 4

0,25%,pH= 7,4.

+ Acetatoamonio0,2 Nf, pH= 4,4. 4
+ Acetatoamonio0,002Nf, dilución 1:100del anterior,pH 4,4.

4
R Radioyodaciónde la hormona

:

4
El marcaje,se realizapor el método de la lactoperoxidasa.Se marcan 5 ¡sg de

hormonacon 0,5 mCi de 1125. El rendimientoy la actividadespecíficade la hormonase 4
determinaporel métododel ácidotricloro-acético(TCA). -j

El productode reacciónsepurifica por cromatograliaen unacolumnade 5 * 0,9 cm

de carboximetil celulosa CNt-SO, conectadaa una bombaperistálticacon un flujo de 1 4
ml/minuto, a su vezconectadaa un reservoriode tampónacetato0,002Nf, conectadoa su

vez a otro reservorio de tampón acetato 0,2 Nt, estableciendo un gradiente de 4
concentracioneslineal.

C. Realizacióny cinéticadelRIA

.

4Los hipotálamosdebendiluirse del ordende 1/200en un tampónSS. En tubosde 4

ml sepipetearon100 ¡sI de anticuerpoespecificoparasomatostatinadiluido (dilución final del 4
anticuerpo1: 77.000),500 ¡sí de somatostatinamarcadacon 1125, con unas7000 cpm, 100 ¡sí

de muestrao las solucionesestándarde somatostatina.Seincubarona 4
0C durante48 horas. 4

La separaciónde la somatostatinalibrede la ligadaal anticuerpose hizo añadiendoa

todoslos tubosexceptoa los que sólo contienenla actividadtotal 1 ml deunasuspensiónde 4
carbón-dextrano(0,25% carbóny 0,025% dextrano)entampónfosfato0,01 Nf.

Finalmente se mide la radiactividad del precipitado en un espectrofotómetrode 4
centelleosólido. Esteprecipitadodebido a la separacióncon carbóndextratio contienela

fracciónlibrede la hormona,envezdelaunidacomoocurreenel casode la OH. 4
La sensibilidaddel radioinmunoanálisises de 0,032 pg/tuboy la zona del mínimo

4
error correspondeal rangode concentracionescomprendidoentre 10 y 80 pg/tubo(la curva
sedefineentre1,25y 160pg/tubo). 4

4
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5.2 Valoración de proteínas

Se realizó medianteel métodode Bradford, con azul brillante (Bradford 1976)

La curvaestándarse preparapartir de un stock de BSA (albúminade suerobovina),

cuyaconcentracióninicial esde 1 mg/ml en tampónfosfato0,01 Nf, abarcaun rangode

concentracionesdesde2 hasta50 ¡sg/tubo,en soluciónsalinaen el casodelas hipófisis o

HCI 0,1 N en el caso de los hipotálamos. Las muestras se midieron por

espectrofotometríaaunalongituddeondade 595 nm.

6. DISEÑOS EXPERIMENTALES:

DISEÑO EXPERIMENTAL 6.1: Estudio del patrón de crecimiento por

microknemometría en la rata macho normal

DISEÑO 61.1: Efecto de distintas pautas de administraciónde GH sobre el

crecimiento.Estudiode la existenciade variacionesultradianasen la velocidadde

crecimiento.

El estudiosesubdividióendosdiseñosexperimentales.

U •Dosisúnicay diariadeGH

.

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

experimentales:

> GrupoA: Control. N=10.

> GrupoB: TratadasconOH. N=10.

El grupoB recibió,desdelos 28 a los 58 díasde vida, unainyeccións.c. diaria enel

lomode 1 U.I de OH en un volumende 100 ¡tI de suerosalino, a las 10.00horas,de lunesa

viernes.El grupocontrol recibióel correspondientevolumende suerosalino.

3 Los animalesfueronmedidospor microknemometriay pesadosadiario desdelos 24

días de vida hastalos 57. Estosmismosanimalesfueron utilizados parael estudiode las

variacionesultradianasenlavelocidaddecrecimiento.
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* Variacionesultradianas . 4
Conobjeto de evaluarel momentodel chade maximocrecimiento,sellevaron acabo 4

medidascada3 horasdurante24, de la longitud tibial por microkneinometría,realizandolas

medidasnocturnasbajo luz roja para no alterar el patrón de iluminación, en los días 4
especificadosen negroenel siguienteesquema:

24 2829 37 43 50 56 58 Díasdevida 4

<•Administraciónintennitenteo continuadeOH. 4
41 machosfueron divididos en gruposde 7 animales(salvo el grupoE, con 6) y

sometidosa las siguientespautasdeadministraciónde OH:

GrupoA: OH alas 10horas. 4
> GrupoB:GHalasl4h.

> GrupoC:GHalasI9h. 4
> GrupoD:GHalaslOh.,14h.yl9h.

> GrupoE: Administraciónc¿ntinuadeOH 4
> GrupoF: Control. 4

La dosisde OH administradas.c. en 24 horasfue la mismaparatodoslos grupos(1

U.I./rata).El grupocontrolrecibio s c un volumenequivalenteal de OHde solución salina,a 4
las 3 horasdescntas.

El implante subcutáneode mini bombasosmóticasAlzet 2001 (flujo de 1¡tl/hora, 4
capacidadde 250¡tl) garantizóla mismadosisde estahormonaliberadade fonnaconstapte,

en el grupoE. El implantede la bomba(3 cm longitud * 0,7cm de diámetro)sellevó a cabo 4
haciendo un incisión dorsal, bajo anestesiacon éter, entre el omóplato y la línea media.

Debido a que la duraciónde las bombasera sólo de 7 días, hubo que realizarun seguffdo 4
implantede las mismasal grupoE; paraevitar dañostisularesmayoressobrela zonaya
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erosionadapor el primerimplante,el segundoimplantesellevo a cabosin extraerla primera

bomba,colocandola segundaenel ladosimétricodel dorsodel animal.

Los animalesfueronmedidospor microknemometriay pesadosa diario desdelos 38

días de vida hastalos 51. Al final del experimentolos animalesfueron sacrificadospor

decapitación,habiendorecibido los gruposA y D la inyección de OH de las 10 horas,

recogiéndosela sangre,la hipófisisy los hipotálamos.

El esquemadel diseñofueel siguiente:

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

%S%SV~W ¾v.’#~ ~ &n*v.4¿ .v~

4.
ja operación Y operación

Se cuantificó medianteRIA específicoel contenidoplasmáticoe hipofisariode

OH, el contenidohipotalámicodeSSy los nivelesplasmáticosde 1(1W 1.

DISEÑO61.2: Efectode la castraciónquímicasobre el crecimientoen el macho

nonnal.

20 machosde 24 díasdevida sesometieronalos siguientestratamientos:

> GrupoA: Control.N=10

> GrupoB: Tratadoscon un análogodeLHRH. N 10.

El análogode LHRH inyectadofue Triptoreline®(LASA), cuyadiferenciaconel

péptido hipotalámico es la sustitución del aminoácidotriptófano por glicina en la

posición
6a~ La primera inyecciónse llevó a caboa los 27 díasde vida a una dosisde

1,875 ¡sg! g pesocorporal y la segundaa los 48 días a una dosisde 0,7 ¡sg/g peso

corporal.

Sepesarony semidió la longitud tibial diariamente,desdelos 28 a los 60 díasde

vida. Se sacrificarona los 62 díasde vida, extrayéndosela sangrey la hipófisis; parala

posterior determinaciónmedianteRIA de los niveles plasmáticosde OH y Lii, y el
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contenidohipofisariode estashormonas;ademássepesaronlos testículosy las vesículas

seminales.

4
DISEÑO EXPERIMENTAL 6.2: Estudio del crecimiento en la rata macho

fritada con GMS. Efecto de la casttación, y repercusión de la

administración de CH, PT o ambas en animales intactos o castrados.

49 machosfuerondivididosenlos siguientesgruposexperimenta1es~

GrupoControl GrupoA. N=S.

— GH + aceite

— —GH+PT

— vr + salino

— Salino+ aceite.

GrupoB:N=6

GrupoC. N 6.

GrupoD.N=5.

GrupoE. N= 6.

Tratamiento
neonatalconGMS

Salino+ aceite

GH + aceite

OH + PT

GrupoF. N=6.

GrupoflN6

GrupoH. N=6.

4
Estosanimalesfueron pesadosdiariamentedesdesu nacimientohastael final del

experimento.Semidieronpormicroknemometríaa diariodesdelos 22 díasde vida hasta

los 58, coincidiendocon el tratamientode OH, quefue administradoen dos inyecciones

s.c. de 0,5 Ul. cadauna a las 10:30 y a las 15.30; sus correspondientescontroles

recibieronsc: unvolumenequivalentede suerosalino(150 ¡sí).

Castradosa
los 15 días
devida

Intactos
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3 La castraciónse llevó a cabo a los 15 días de vida, bajo anestesiacon éter,

haciendouna incisión en el abdomenpor encimadel pene,cosiendoel músculocon

3 catgut®y la piel con seda.Porúltimo, se aplicó colodión sobrela heridaparaterminar

de sellaría.

El propionatode testosteronafue administradode la formasiguiente:

* En los días31 y 34 de vida se inyectó s.c. 100 ¡sg de estadroga(TestexLeo®,

laboratoriosLeo S.A.) disueltoen 160 ¡sí deaceitedemaíz.

* Los días37, 44 y 51 días recibieronuna inyecciónsc. de 0,3 mg de Testoviron

Depot® en un volumen de 150 ¡sí de aceitede maíz; ya queestemedicamentodebidoa

su composición(25 mg de PT y 110 mg de enantatode testosterona,equivalentesa 100

mg de testosterona)presentaunaacciónmáslentay prolongada.

Los gruposB, E, F y O recibieronsubcutáneamenteun volumen equivalentedel

vehículo (aceitede maíz), 160y 150 ¡sí respectivamente.

Paraevaluar el efecto de los distintostratamientossobrelos ejes hipotálamo-

hipófiso-gonadaly somatotropo,al final del experimentolos animalessesacrificaronpor

decapitación,conservandola hipófisis y el hipotálamoparaposterioresdeterminaciones

hormonalesde OH, LH, LI-IRH y SS. Seevaluaronlos nivelesplasmáticosdeRiF 1. Se

pesóel hígado,los testículos,y lasvesículasseminales.

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

Subdivididoasu vezen dospanesexperimentales:

DISEÑO6.3.1: Estudiodelpapelde la GH en la rata hembranormal o deficitaria

enGH.

49 ratashembrasfueronsometidasalos siguientetratamientos:

> GrupoA: Control.N10.

> GrupoB: Control + OH. N= 9.

> GrupoC: TratamientoneonatalconOMS + OH. N =8.

> Grupo1): TratamientoneonatalconOMS + OHRH. N 8.

> GrupoE: Tratamientoneonatalcon ONfS + salinoi.p. N= 7
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> GrupoF: Tratamientoneonatalcon OMS + salinosc.N= 7. 4

Se realizó el seguimientodiario del pesodesdeel nacimientoy de la longitud tibial 4
desdeel día 25 de vida hastael 60, así como del inicio de la pubertad(aperturavaginal)

realizandofrotis vaginalesdesdeesemomentohastaelfinal del experimentocontrolandoasí, 4
la regularidaddel ciclo estral.

El tratamientocon 1 U.I de OH sc. (dividida en dosinyeccionesde 0,5 U.I cadauna 4
alas 10.00h. y 16.00h.)y conOHRHip. (igualmentedividida endosinyeccionesde 100 ¡sg

cadauna, a las mismashoras)comenzóa los 24 días de vidamanteniéndosehastael chadel 4
sacrificio, día61, en el quelos animalesfueroninyectadosúnicamentea las 10.00 horas.El

4grupo control (A) y el grupoOMS (F) no tratadoscon OH frieron inyectadoscon 150

~xlfmyecciónde suero salino s.c.; el grupo tratado con (iNtS (E) fUe inyectado 4
intraperitonealmentecon 200 ¡sL’inyecciónde suerosalino,volúmenesequivalentesenambos

casosa los inyectadosencadatratamiento. 4
Unavez sacrificadosserecogióla sangre,la hipófisis y el hipotálamo,tal y como se

ha descrito anteriormente,para la posteriorcuantificaciónmedianteRIA del contenido 4
hipofisarioy de los nivelesplasmáticosde Lii eIGF 1, asícomoel contenidohipotalámicode

SS Ademasseprocedióapesarel hígado,elúteroy los ovanos. .4
El díadel sacrificio se extrajeronambastibias de algunashembrascontroly algunas 4

hembrastratadascon OMS, conservándoseen formol al 4%, para posterioresestudios

histológicosdel cartilagode crecimiento. .4
Estos estudios fueron llevados a cabo por el Dr. Emilio Delgado Baesadel

DepartamentodeHistologíade laUniversidadAutónomadeMadrid: 4
Se procedióen primer lugar a retirar el componentefemoral y la región del tarso,

liberandoal máximo los componentesde partesblandas,a continuaciónlas piezasfueron 4
fijadas en formol al 10%, descaJciflcadasen ácidonítrico al 7%, e incluidasen parafina, 4
tallandoun cortesegúnel planofrontal (tercio medio)en láminasde 5 ¡un parasu posterior

tinción porhematoxilinay eosina. 4

4.4
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DISEÑO 63.2: Estudio del papel de la GHRJ-I en el proceso de crecimiento

mediantesuadministraciónconi’inua, deformaaisladao combinadaconSS.

37 ratashembrasde 33 díasde vidafUerontratadascomosigue:

PelletPlacebo.GrupoA. N= 7.

No tratamiento PelletGHRH. GrupoB. N= 6.~ (1fl9ntj + SS. GrupoC N 5

PelletPlacebo.GrupoD. N= 8.
Tratamiento
neonatal PelletOHRH. GrupoE. N= 6.
con OMS

PelletOHRH+ SS.GrupoF. N= 5.

La operaciónparael implantesc. de los pellets serealizó a los 34 días de vida bajo

anestesiacon éter. Se procedióa una incisióndorsolateralcortandoúnicamentela piel, que

unavez introducidoel pellet secosióconseda.

Los pellets fueronfabricadospor InnovativeResearchofAmerica;son similaresa

unapequeñapastillade aproximadamente0,3 mm, y constandeunamatriz biodegradableque

libera de maneracontinuay eficaz el productoactivo. La matriz se disefíaen cadacasoen

función del productoa incluir en la misma. Su duraciónfue de 21 díasliberandouna dosis

constantede G}{RH de 595 ¡sg/día.A un grupode ratasnormaly a otro deficitarioen OH se

lesimplantóun pellet placeboenlasmismascondicionesquelos grupostratados.

La somatostatinautilizadafUe Sandostatin®,y la dosissuministradafue 2 ¡sg/rata/día

sc.enun volumende 100 ¡sl/inyeccióna las 17.00horas.A los gruposB y E seles inyectóel

mismovolumendesoluciónsalina.

Se comenzó a observar la apertura vaginal y a medir diariamente por

microknemometríaa los 36 días,y fueronpesadasdesdeel nacimiento.Desdeel momentoen

que presentabanaperturavaginal se procedióa la observaciónal microscopiode los frotis

vaginales.
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Los animalesfueron sacrificadospor decapitacióna los 56 díasde vida. Se extrajo la .4

hipófisis, el hipotálamoy el hígado.La hipófisis, unavez pesadaen seco,el hipotálamoy el

plasma fueron congeladospara el posterior análisis por RIA de las siguientes niveles

hormonales: contenido hipotalámico de SS, contenido hipofisario de OH, y niveles

plasmáticosde IGF 1.

DISEÑO 6. 4: Estudio de la repercusión sobre el crecimiento de la

alteración en la diferenciación sexual del hipotálamo.

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

experimentales:

> GrupoA: Hembrasnormales.N= 8.

> GrupoB: Hembrastratadasneonatalmenteconpropionatodetestosterona.N= 8.

> OmpoC Machosnormales.N 8.

> OrupoD: Machoscastradosneonatalmenteen el 20 díadevida. N= 8.

Las hembrasseinyectaroncon 1 mg de propionatode testosteronadisueltoen 100 ¡sí .4
de aceitede maiz (TestexLeo®, LaboratoriosLeo) subcutáneamenteen el día,quinto de

vida, sellando el orificio de la aguja con colodión (Vaticón y cols. 1985). Sus .4
correspondientescontrolesseinyectaroncon 100 ¡sí del vehículo.

Los machosfueronanestesiadospor filo, se practicóunaincisión abdominalquefUe .4
selladacon pegamentoquirúrgico (Histoacxyl®) tras la extirpación de los testículos.Las 4
camadassereanimaronpor calor, con unamantaeléctricaa 370 C, y fueron inmediatamente

devueltosa su madre(Choweny cols. 1993).El grupo C se sometióa operaciónsimulada. .4
Debido a la posible pérdidade animales,por infección u otras causas,en este caso las

camadasfueron homogeneizadasa 11 crías por madre, manteniendomachosy hembras 4
juntoshastael destete.

Los animalessemidieronpor microknemometríay sepesarondesdeel día 23 al 57 de 4
vida, comenzandoen esemomentoaobservarla apariciónde pubertad(separaciónbalano-

prepucialo aperturavaginal),y realizandoen el casode las hembras,frotis vaginalesdesdeel .4
día de aperturavaginal. Fueron sacrificadospor decapitacióna los 58 días de edad. Se

.4
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procedió a pesaren seco la hipófisis, los ovarios, las vesiculasseminales,cuandoeran

observables,el úteroy el hígado.

DISEÑO 6.5: Estudio del proceso de crecimiento compensatorio

producido tras ayuno e ingesta reducida, y su posible potenciación

por administración exógena de GH.

Esteestudiosesubdividióentresdiseñosexperimentalesdiferentes:

DISEÑO65.1:Estudioen la ratamachonormal.

31 ratasmachofuerondivididasenlos siguientesgruposexperimentales:

> GrupoA: Ayuno (N=7).

> GrupoB:Ayuno+Giideldía35al38deedad(N=6).

> GrupoC: Ayuno + OH deldía37 al 40 de edad(N=6).

> GrupoD:Ayuno+Giideldía39al42deedad(Nz=6).

> GrupoE: No ayuno(N=6).

Deacuerdoconel siguienteesquema:

272829303132333435363738394041424344 Díasdevida

A~unL 1
Restriccióndc ingesta

ITratamientoscon 1 U.I OH
enunaúnicainyeccons.c.

En el dia 32 de vida los animalesfueronseparadosenjaulasindividualesy sometidos

aunaprivacióntotal de comida,en los días33 y 34 selesalimentóconun pellade piensode

4 g, queseintroducíaencadaunadelasjaulas,lo quesuponeunaalimeptacióndel30%de lo
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habitual,y en el día 35 volvierona seragrupadosy alimentados“cid libitum “. El aislamiento .4
permitió asegurar que cada animal comía únicamente su ración. Cada una de estas

operacionesserealizabaposteriormenteaserpesadosy/o medidos. 4
Antesde comenzarla restricciónde dieta, los animalesse midieron a diario por .4microknemometría,,como referenciade crecimientonormal. Al comienzodel periodo de

restricción de dieta los animales pesabandemedia112g. 4
La medida de longitud tibial se interrumpió momentáneamenteen estosdías para

evitarmolestaraúnmás a los animales y sereanudóen el día 35. En este mismodía comenzó 4
el tratamientocon OH al grupoB. Loa animalessc inyectabanunavezhabíatenninadosu

manipulaciónparalamedidadecrecimientoy peso(12.30h.). Acabadoel último tratamiento .4
con OH, al grupoD, se continuómidiendoy pesandoa los animaleshastasu sacrificio el día

44. Durantetodo el periodode ayunoel aguaestuvodisponible “cid Iibitum “. .4
DISEÑO65.2:Estudioen la rata machotratadaconGMS. .4

El diseñoexperimentalutilizando26 ratasmachofueel siguiente: .4
>. GrupoA: TratamientoneonatalconOMS + ayunoN= 6. .4
» GrupoB: Tratamientoneonatalcon OMS + ayuno+ OH del día62 al 65 devida. N= 6.

> GrupoC: TratamientoneonatalconOMS + ayuno+ OHdel día65 al 68 de vida. N= 5. 4
» GrupoD: Sintratamientoneonatal+ ayuno.N= 4.

> GrupoE: Sin tratamientoneonatalni ayuno.N 5. 4
El esquemadeldesarrollotemporaldelexperimentosedetallaacontinuación .4

535455565758596061626364656667686970717273Díasdevida 4
.4

Ayuno 4
Reswiccióudein2esta

ITratamientoscon 1 U.I OH endos 4
inyeccioness.c.de 0,5 U.I. cadauna

.4
76 .4
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En el día 59 de vida los animalesse separaronenjaulasindividualescon privación

totaldecomida;enlos días60 y 61 selesalimentóconun pellet depiensode 6 g, introducido

en las jaulas, lo cual supone una restricción al 30% de la alimentación habitual

(aproximadamente20 g), y en el día 62 volvieron a ser agrupadosy alimentados“cid

libitum1 Todaslas manipulacionesse llevaronacabodespuésde sermedidosy pesados.En

estecasono hubointerrupciónalgunade lamedidade longitudtibial.

Al igual que en el diseño experimentalanterior, hubo un períodode observación

previo a la restricción de dieta, midiendo por microknemometría y pesando a diario. Al

comienzodel periodode ayunolos animalescontrolpesabande media 330 g y los tratados

conOMS 260 g.

En el día 62 con la realimentación,comenzó el tratamientocon OH en dos

inyeccionessc.de 0,5 U.I cadauna,a las 10.00 y a las 16.00h. Durantetodo el períodode

ayunoel aguaestuvodisponible “cid libitum

Una vez finalizado el tratamientocon OH en los diversosgrupos, se continuaron

midiendoy pesandohastalos 73 días,enquesesacrificaron.

DISEÑO65.3 : Estudioen la ratamachotratadacon GMSprolongandoelperíodo

deayuno.

El diseñoexperimentalutilizando48 ratasmachofije llevado a cabode la siguiente

manera:

» GrupoA: Sin tratamientoneonatalcon OMS perocon ayunoN= 7.

» GrupoB: Sin tratamientoneonatalconOMS ni ayuno.N 7.

> GrupoC: Tratamientoneonatalcon OMS, sin ayuno.N= 7.

> GrupoD: TratamientoneonatalconOMS + ayuno.N 7.

» GrupoE: Tratamientoneonatalcon OMS + ayuno+ OH del díade vida83 al 87. N 7.

> GrupoF: TratamientoneonatalconOMS + ayuno+ OH del díadevida86 al 90.N 7.
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Enel siguienteesquemasedetallael desarrollotemporalde experimento: 4

Tomasdemuestra 4

Díasde vida
62636465 697071727374757677787980818283848586878889909192939495% 979899100 .4

1
Restriccióndc dieta .4

Tratamientoscon OH
lendosinyeccioness.c. 4

4-de Ul. cadauna.

En el día 76 de vida se llevó a cabouna extracciónde sangrebasala 10 ratassin 4
tratamientoconOMS, y aotras10 condichotratamiento. .4

En el día77 sesepararonenjaulasindividualescon privacióntotalde comida,quese
mantuvotambiénenel día78. Desdeel día79 al 82 seles alimentóconun pellet de piensode .4
6 g cadadía, introducido en las jaulas, lo que suponeuna restricción del 70% de la

alimentaciónhabitual(aproximadamente20 g). .4
En el día 83 previamentea seragrupadosy realimentados“cid libitum “, se realizó

unanuevaextracciónde sangre,bajoanestesiacon étera los gruposA, B, C, y 10 ratasal 4
azarentreD, E y F; en estemismo díacomenzóel tratamientoconOH en dos inyecciones

s.c. de 1 U.I cadauna,a las 10.00y a las 16.00 h, su correspondiente grupocontrol también 4
sometidoa ayuno recibíael mismovolumen inyectadoen soluciónsalina(200 pl). Durante

todo el periodode ayunoel aguaestuvodisponible “cid Iibitum “. Dos díasdespuésde haber 4
finalizado cadauno de los tratamientoscon OH, es decir, los días 89 (grupoE) y 92 (grupo

F), seprocedióde nuevoa extraerde sangrebajoanestesiaconéter, tantoal gruposometido 4
al tratamientocomoasu control“ayunado”(E, D,F y D).

Todasestasmanipulacionesserealizabandespuésde quelos animalesfueranmedídos 4
y pesados.Estasmuestrasfueron utilizadasparaposterioresdeterminacionesdel los niveles .4plasmáticosdeOH eIOF 1.

Los animalesfueronmedidospormicroknemometría y pesadosadiario durantetodo .4
el experimentodesdeel día62 deedadhastael 100, en quefueronsacrificados.Al comienzo .4
78 .4
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del periodode ayunolos animalescontrol pesabande media360 g y los tratadoscon OMS

300g.

7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS:

Los valoresseexpresancomola media±el efror estándarde lamedia,exceptodonde

seespecifiquelo contrario.

Debido a las di&rencias existentesentre los diseñosexperimentales,se aplicaron

distintosanálisisestadísticosparasu estudio.En generalla evoluciónponderalo de longitud

seanalizóatravésde un ANOVA de medidasrepetidas,queproporcionainformaciónsobre

las diferenciasexistentesentrelos gruposy su comportamientoen funcióndel tiempo.

La mayoríade los parámetrosestudiadosfueron analizadosa travésde un ANOVA

factorial de una via, procediendoa establecercomparacionesa posteriori con el test de

Sheffé.

En el caso de los diseñosexperimentales6.2, 6.3 y 6.4 se ha utilizado el análisis

ANOVA factorial de dosvías. En estetipo de análisis se planteala hipótesisnula de no

interacciónentrelos efectosprincipales,pasandoarealizaranálisisparalos efectosprincipales

en el caso de no interacción.En el caso de interacción, las diferenciasentre los distintos

factoresparacadadiferentenivel secontrastaroncon los mismostestci posteriori que en el

ANOVA deunavía.

En algún caso debido a que las comparacionesa establecerse centrabanen dos

gruposseanalizaronporunaT deStudent.

El paqueteestadísticoutilizado flie de Apple Inc. Se consideracomo límite de

significaciónel valorde p <0.05.

Ademásen los diseñosexperimentales6.5. * seutilizó el análisis de regresiónlineal

paraestudiarla velocidadde crecimientoen cadagrupounaveztranscurridoel período de

ayuno.

MEDIA MÓVIL

En los diseñosexperimentales6.1.1, 6.3.1 y 6.5.3 con objeto de visualizar las

diferenciasen velocidadde crecimientoen cortos intervalosde tiempo, secalcularonlas
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“tasasde crecimientotibial diarias” de formasimilar a una media móvíl (Hermanusseny 4
cols. 1985).

Cada serie individual de datos se dividió en intervalos solapadosde 4 días, .4
evaluandola pendientede la regresiónlineal paracadaintervaloy asignandoel valor al

día central del mismo, comenzandoel siguiente intervalo 0,5 díasdespués.Es decir, el .4
primer intervalo contienelos días de observación1, 2, 3, 4 y 5 (día central 3), el

siguienteintervalocomienzaen 1,5 y acabaen 5,5 (díacentralel 3,5) por lo que queda 4
excluidoel día1, y todavíano estaríaincluido el 6.

La fórmulautilizadafue la siguiente,dondela pendiente(b) de la regresiónlineal, 4
secalculaen funciónde los días (x), la longitud tibial (y) y el númerode datosincluidos

.4
en el intervalo (n). .4

También se calculó el límite superiore inferior de confianza al 95% de la

pendiente(Hermanusseny cols. 1995).

FUNCIONESGOMPERTZ .4
Para caracterizarel patrón de crecimiento y describir los incrementos de 4

velocidadsedesarrollóuna técnicamatemáticaquebuscaestructuraslocales(Burmeister

y cols. 1997, Hermanussen y cols. 1997a, 1997b), representadas por funcionesde tipo .4
doble exponencial,es decir en forma de 5. Paracadaserie individual de medidasde

longitud, seanalizaronintervaloso “ventanas”de 4 o masdías,definidaspor la siguiente 4
expresiónen fUnción del tiempo (t):

(¡3 + yt)
-eg (t) = a1 + a0 e

El programaproporcionaunarepresentacióngráficade los datosde longitud con

el ajustea la doble exponencialy define paracadauna de esasdobles exponenciales5

parámetros:

- amplitud/a0.

so

.4
.4
4
.4
.4
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- longitud inicial (aí).

- amplituddel ajuste(ao).

- parámetrode tiempo(13).

- pendiente (y).

El parámetroamplitud/a0nos indica, en forma de proporción,la similitud que

existeentre la amplitud real del intervalo (en términos de diferenciaentre máximo y

mínimo) y la calculadamediante el ajuste a la función, a0. Debido a que sólo

trabajaremoscon esta amplitud calculada,a partir de este momentola designaremos

comoamplitud.

La longitud inicial antesdel miniestirónestádefinidapor a1.

Gammarepresentala pendientey guardarelaciónentrelaalturay laanchurade la

ventana en la que tenemosdefinida la función, es decir relacionala amplitud del

miniestiróncon su duraciónenel tiempo.

El punto de inflexión, es el punto donde la función pasade ser crecientea

decreciente,por lo que nos indicaríael punto donde la velocidad de crecimiento es

máxima,y vienedefinidopor - ¡3/y, estevalor apareceen la gráficamarcadosobreel eje

de abscisas(figura 15).

El programainformático desarrolladoa esteefecto buscadoblesexponenciales

dentrode esosintervalos,esdecir, recorrecadaseriede medidasde la longitud tibial de

maneraindividualizada: comienzacon 4 puntos (medidas),avanzandoy cerrandoel

intervalo cuandola dispersiónes demasiadoalta como para que los nuevospuntos

incluidos correspondana la misma función exponencial.Entoncescomienzauna nueva

búsquedaa derechae izquierda.De estaforma algunasmedidasse solapanentredos

intervalosal ajustarse,y portantopertenecer,a ambos.

De estaforma, se puedeaccedera información sobre la existenciao no de

incrementos individuales significativos, así como la formade estosestirones.

Se consideraron como funciones significativas, aquellas que:

- presentabanuna amplitud superior a dos veces el error de la medida por

microknemometría.

- mostrabanal menosun 70% de coincidenciaentrela amplitudrealy la amplitudde la

respectivafunción exponencial(a0), esdecirla ventanacontieneunafunción completao

casicompleta.
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- teníanunapendientesuperiora 10, ya que un valor superiorindica una ventanamuy 4
estrechay de muy rápido incremento(Burmeistery cols. 1997, Hermanusseny cols.

l99la, 1997b).

4
4
4
.4
.4
.4
4
.4
4

47 • 0 fl

4
Figura 15: Representacióngráfica de lasfuncionesGompertzdeuna ratamachonormal.

Estemodelo matemáticosedesarrollóen el departamentode matemáticas,cátedrade

matemáticapráctica, en la’ Universidad Christian-Albrechtsde Kiel, Alemania, por los 4
doctoresL. Grasedycky J.Burmeister.

.4
4
4
.4
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Resultados

1. ESTUDIO DEL PATRÓN DE CRECIMIENTO EN LA RATA NORMAL

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

rata, ha permitido la obtención de los siguientes resultados:

1.1 Crecimiento espontáneo

La rata macho normal muestra una ganancia de longitud media diaria de

alrededor de 550 gm, y de 400 ¡xm en el caso de la hembra normal, en animales de

aproximadamente 40 días de vida, siendo el error técnico medio de 100 Vm.

En la figura 1 6a puede observarse el patrón de crecimiento en ratas normales

evaluado como longitud tibial, y la correspondiente evolución ponderal, en la figura 16b,

poniendo de manifiesto las diferencias existentes entre estos parámetros, así como el

diferente comportamiento según el sexo del animal.

No existe una diferencia inicial ni en peso ni en la longitud tibial, sin embargo las

hembras mantienen un incremento total, tanto ponderal como de longitud tibial

significativamente inferior a los machos, comenzando a separarse a partir de los 35 días

en peso y de los 40 en longitud, aproximadamente, y llegando a una talla y un peso final

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

Tabla 1. INCREMENTO MEDIO EN LONGITUD TIBIAL (mm) E INCREMENTO PONDERAL MEDIO

(g) DESDELOS 26 HASTA LOS 57 DÍAS DE VIDA.

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

Machos 2915+03 48,47+025 1932+0,2 56,44+14 30687+5,9 250,4+49

Hembras 286+017 44,17+036* 1559+029* 55,37+099 21612+5,8* 160,75+53*

* p<O,OOO1vsmachosnormales.Media±SEM.

Tal y como puede observarse las diferencias entre machos y hembras son más

marcadas en peso que en longitud tibial: por ejemplo, a los 57 días, las hembras

presentan una longitud inferior en un 8,8% a la de sus hermanos, mientras que en peso

pasa a ser de casi un 30%.

u
u
u
u
u
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—a-—— HEMBRAS

60

J
b

—a— MACHOS
—a—-- HEMBRAS

Figura 16. Longitud tibial media ±SEM de animales machos y hembras normales (a) y evolución

ponderal media de animales machos y hembras normales (b), desde los 26 hasta los

57 días de vida. * p<0,OOO1 vs machos.

1.1.1 VariacionesInfradianas

La microknemometria permite, además observar la existencia de oscilaciones

periódicas en la velocidad de crecimiento de estos animales.

La representación de la velocidad de crecimiento, utilizando una modificación de

la media móvil, tal y como se ha descrito en material y métodos, muestra una dinámica

panicular con variaciones espontáneas de la velocidad de crecimiento. El rango de

confianza (al 95%) es muy estrecho lo que -excluye ¡a posibilidad de una tasa de

crecimiento lineal con una cierta variación debida al azar, sugiriendo la existencia de
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“miniestirones”. Este fenómeno se presenta tanto en animales machos como hembras, tal

y como puede observarse en la figura 17. La amplitud de los miniestirones es máximo en

las edades más tempranas de los animales, y va disminuyendo según avanza la edad.

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

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

1.1.2 VariacionesUltradíanas

La sensibilidad del microknemómetro permite también, la realización de medidas

repetidas cada 3 horas en un periodo de 24 horas.
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La figura 18 presenta la variación media en los incrementos de longitud tibial, en

un grupo de machos normales, medidos cada 3 horas en los días 29, 37, 43, 50 y 58 de

edad. La longitud de la tibia no se incrementa de manera constante y continua de un

periodo al siguiente, sino que entre las 6 y las 9 horas aparece un “estirón”, que supone

el 44 5 + 3,7 % del incremento total correspondiente a las 24 horas, y es

significativamente mayor que el resto de los tiempos estudiados (p-<O,OOS), con la

excepción del incremento entre las 21 y 24 horas que supone un 21 + 4 8 % del

incremento total.

i~ 55

.lz 45

‘0
2 35
O)
C 25

o
a
0) 5
E
a>
L. -5
o
a

— -15

013h 3/Bh 5/Sh 9/12h 121151, 15/18h 21118h 2110h

Horas J
Figura 18. Incremento medio ±SEMde la longitud tibial expresado en % sobre el crecimiento

correspondiente a 24 horas en animales macho normales. * ~O,OO5.

1.2 Estudio del efecto de distintas pautas de administración de J
CH sobre el patrón de crecimiento en la rata macho normal.

J
El tratamiento con 1 U.Ildía/rata de OH a ratas macho normales desde los 28 a

los 58 días de vida, no modifica la evolución ponderal ni la medida diaria de longitud J
tibial (figura 19).

J
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Figura 19. Longitud tibial media de ratas machos normales desde los 24 hasta los 58 días de

vida.

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

se recoge en la tabla II.

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

24 HASTA LOS 58 DÍAS DE VIDA.

Media±SEM Grupocontrol .9 . GnipóGH ½‘
APeso ) 269,4 + 4 5 - 26Z55 ±65

ALen itudTibial(mm) 17,449+021 - - .17462+024 . -

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

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

de manera pulsátil o en iníbsión continua), no produjo cambios significativos ni en

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

parámetros a lo largo del tiempo.

Tabla 111. INCREMENTO DE LONGITUD TIBIAL Y PONDERAL MEDIO DESDELOS 38

HASTA LOS 50 DÍAS DE VIDA.

Media±SEM. Control 10 botÉ -14 horas~ . 19’horas -- iO-i-14+19h’ &oñtínua -

A Peso (g) 11171+257 11Z57+3-2 111 1441,44 IiS,28±5,45~-107,86±Z53 íotS=4S;
ALongitud (mm)

GH plasma(ng/ml)
5,77+0 055 5,9C±0,23 6 16+024 .6,33±0,23. 5,95±0,3 5,53±0,25 - -

59+66* 8±1,4’ -< -20±64 -25±8,7 1,8±0,6 9,7±3,4-
*p< 0,01vs resto de los grupos.
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El estudio endocrinológico posterior en estos últimos animales no ha puesto de

manifiesto diferencias signiflcativas en el contenido hipotalámico de SS, ni en el

contenido hipofisario de GH, o en los niveles plasmáticos de IGF 1. Sin embargo todos

los grupos tratados muestran un descenso significativo (p<O,OI) en los niveles

plasmáticos de GH, con respecto al grupo control (tabla III) J

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

rata macho normal: Administración de un análogo de LHRH.

El tratamiento con un análogo de LHRI-vI en ratas machos normales desde los 28 J
hasta los 60 días de vida, no produce ningún cambio ni en la longitud tibial (figura 20) ni

en el peso corporal, ya sea calculando la diferencia entre los valores al comienzo de la J
observación y el final de la misma, o la posible modificación de estos parámetros en el

transcurso del tiempo. J
55 J

E ~ CONTROL
45 - Análogo LHRH

40

D

.5)
a 35
o

-j

30 . . . .

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 J
Días de vida

Figura 20. Longitud tibial media ±SEMde ratas macho normales y tratadas con análogo de J
LHRII desde los 28 hasta los 60 días de vida. La flecha marca las inyecciones de
análogo de LHRH(Triptoreline®).18 inyección 1,875 jg/g Peso Corporal (P.C.), 2~ J
inyección 0,7 ~ig/gP.C.

El estudio de los diferentes parámetros hormonales para comprobar la correcta

actuación del análogo, muestra una disminución muy marcada del contenido hipofisario

de LH en el grupo tratado frente a su correspondiente control (figura 21a, p<O,OOOI),

reducción que no llega a ser significativa en los niveles plasmáticos (figura 21b). El

90 J
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incremento en el contenido hipofisario de OH,

plasmáticos (figura 21, c y d) no son significativos.
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NPJELES PLASMÁTICOS DE LH

Figura 21. Contenido hipofisario y niveles plasmáticos de OH y LH en ratas macho normales y
tratados con análogo de LHIRH. a. Contenido hipofisario de LH. * pcit0,OOO 1 vs control.

b. Niveles plasmáticos de LH. c. Contenido hipofisario de OH. d. Niveles plasmáticos

de GH. Media±SEM.

2. ESTUDIO DEL PROCESO DE CRECIMIENTO EN RATAS MACHOS

TRATADAS NEONATALMENTE CON GMS: REPERCUSIÓN DE LA

ADMINISTRACIÓN DE GH Y EFECTO DE LOS ESTEROIDES SEXUALES.

2.1 Longitud Tibial

Todos los grupos de animales sometidos a tratamiento neonatal con OMS

muestran una menor longitud tibial, desde el inicio de las medidas a los 22 días de vida

(figuras 22, 24, 25), que el grupo control no tratado (control 28 3 + 0 25 mm, tratados

con OMS 25 75 + 0 38 mm, tratados con OMS y castrados 25 8 + 0 32 mm, pCO,0O5).
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El incremento de longitud en el penodo de estudio es menor que la de sus J
correspondientes controles no tratados con OMS, tal y como-se observa en la figura 22.

55- J
50 -

E
E 45- —o-—— CONTROL J—o— GMSMi-

fl —*-——.. CMS+Castraciónit
‘0

•5) 30-
O

.—J 25-

20 -

20 60

Figura 22. Evolución de la longitud tibial media ±SEM desde los 22 hasta los 58 dias de vida en

animales control, tratados neonatalmente con OMS, y tratados con OMS y castrados.
* p<0,O5 VS control. J

> Efecto de la castraciónasociadaal tratamiento neonatal con GMS: J
Los animales tratados neonatalmente con OMS y sometidos a castración a los 15

dias de vida, no presentaron, al comienzo del periodo de observación, diferencia alguna

en longitud con el grupo tratado únicamente con OMS, tal y como se ha descrito en los

datos incluidos en el párrafo antenor. La castración, en este modelo lleva a una

reducción adicional en la velocidad de crecimiento (p<O,O5), calculada como incremento

total de longitud durante el periodo de observación (figura 23), y por tanto a una distinta

tendencia en la evolución de la longitud tibial a lo largo del tiempo (figura 22). Sin

embargo, esa disminución de la velocidad de crecimiento tibial no ifie suficiente como

para mostrar diferencias significativas en la talla final con el grupo OMS intacto J
(animales tratados con GMS intactos 45,2 + 0 94 mm, animales tratados con OMS y

castrados 43 6 + 0 52 mm). Prolongando el tiempo de observación hasta los 75 dias esas

diferencias en longitud de la tibia si llegan a ser significativas (OMS intactos 48,3 + 0 22

mm, GMS y castración 46 48 + 0,39 mm, p<O,OOS).

j
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Figura 23. Incremento en longitud tibial medio ±SEM desde los 31 hasta los 58 días de vida.

*p<O,O(j)1 vs control. • p<0.05 vs intactos + OMS. O p<O,OSvs castrados + OMS.

<•Efectodeltratamientocon Gil en la rata machotratadaneonatalmentecon GMS

El tratamiento con OH desde el día 22 hasta el día 58 de vida, bien sea de manera

aislada o en combinación con PT desde el día 31 de vida, incrementa significativamente

la velocidad de crecimiento, independientemente de que se trate de animales castrados o

intactos (A Longitud en los distintos tratamientos: Salino 11 978 + 0,365 mm, OH

15,383 + 038 mm, OH + PT 15 679 + 039 mm, p<O,Ol, figura 23). De esta forma la

evolución del crecimiento en el tiempo es paralela para todos los grupos sometidos al

tratamiento con OH, no encontrándose en ningún caso diferencias entre ellos (figura 24).

Los grupos tratados con OH alcanzan la misma talla final, que además es superior, tanto

a la del grupo tratado con OMS como a la del grupo tratado con OMS y castrado

(figuras 22 y 24).

El tratamiento con OH no recupera la diferencia inicial de longitud producida por

el tratamiento neonatal con OMS, y por tanto estos animales no llegan a alcanzar la

longitud de los animales control, siendo las diferencias significativas (p<O,OS). El

tratamiento con OH no parece ser efectivo hasta los 35 días de vida, aproximadamente.

INTACTOStASTRADOS
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Figura 24. Evolución de la longitud tibial desde los 22 hasta los 58 días de vida en animales
jmtactos o castrados, tratados con OMS y OH, aisladamente o en combinación con

PT. Se incluyen además, tanto el grupo control como el grupo de animales intactos y

J
tratados con OMS. La GH se admínistró desde el día 22 hasta el día 58 de vida. Las
flechas indican los distintos tratamientos con PT, siendo la flecha clara PT de corta J
duración y la flecha oscura de larga duración. * p<O,O5 vs control. o pc0,05 vs resto dc
los grupos. Media ±SEM

«Efectodel tratamientocon testosteronaen la rata machotratadaneonatalmentecon

GMS

El tratamiento con testosterona en los animales tratados con OMS y castrados,

produce un incremento discreto de longitud tibial con respecto al grupo de animales J
castrados no tratados (A Longitud: PT 13 037 + 0,469 mm, p=ZO,05, figura 23), pero

suficiente como para conseguir una longitud final diferente entre estos dos grupos (OMS J
y castrados 43 6 + 0 52 mm, OMS castrados y tratados con PT 45 8 + 0 36 mm, p<O,01,

figura 25), y alcanzar al grupo de animales intactos tratados neonatalmente con OMS J
(45 2 + 0 94 mm, figura 22).

Ni el tratamiento con testosterona ni la castración parecen tener un efecto

estimulante del crecimiento hasta pasados los 40 días de vida (figuras 22 y 25).
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Figura 25. Evolución de la longitud tibial media desde los 22 hasta los 58 días de vida de los

grupos control, animales tratados con OMS y castrados, y animales tratados con

OMS castrados y tratados con PT. Las flechas indican los distintos tratamientos con

PT, siendo la flecha clara PT de corta duración y la flecha oscura de larga duracion.
* pctO,05 vs castrados + PT. ep<0,05 vscontrol.

2.2 Evolución Ponderal

El tratamiento con OMSlleva a una disminución significativa en peso (p< 0,01) a

partir del 40 día de vida, tal y como recogen los datos de la tabla IV.

Tabla IV. PESO MEDIO EXPRESADO EN g EN ANIMALES CONTROLES, ANIMALES

DEFICITARIOS EN OH, Y DEFICITARIOS EN OH Y CASTRADOS.

Día2devida Día4devida Día2ldevida
Control 7,111+0101 10,25+025 49+0779
OMS 7,5 + 0267 9,42 + 0 124* 38,5 + 1 59.
OMS + Castración 39,3 + íís.

* pctO,05 vs control. .p<0,001 vs control. Media ±SEM.

La evolución ponderal, en cuanto a los efectos producidos por los distintos

tratamientos, es similar a lo observado en longitud tibial, aunque a diferencia de lo que

acabamos de ver, el tratamiento con OH en los distintos grupos permite llegar a alcanzar

el peso de los animales control. No hay diferencias significativas entre estos grupos en el

peso final, aunque sí muestran un comportamiento en el tiempo ligeramente diferente del

grupo control (p’CO,O5), tal y como puede observarse en la figura 26.

t
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Figura 26. Evolución ponderal media ±SEM desde los 22 hasta los 58 días de vida, en todos los

grupos. La OH se administró desde el día 22 hasta el día 58 de vida. Las flechas

indican los distintos tratamientos con PT, siendo la flecha clara PT de corta duración y

la flecha oscura de larga duración. * VO,O5 vs resto de los grupos.

2.3 Eje Somatotropo J
Los animales tratados neonatalmente con OMS presentan un descenso J

significativo del peso hepático (control 16,33 ±0,61g vs OMS 997 + 068 g, p<O,OOOI).

El tratamiento con OH, de forma aislada o en combinación con PT, ya sea en animales J
castrados o intactos, tratados con OMS, aumenta significativamente el peso del hígado

respecto a los no tratados (salino 931+0,41 g, castrados o intactos tratados con OH .1
13,48+ 044 g, castrados o intactos tratados con OH y PT 14,26±0,82g, p<O,OOOí).

•JGFJ

El tratamiento con OMS produce un descenso significativo en los niveles

plasmáticos de lOE 1 (figura 27) comparado con el grupo control (p<O,000 1). El

tratamiento con OH, ya sea en animales castrados o intactos, tratados con OMS eleva

estos niveles (tratamiento con salino 636,97 + 101 7 ng/ml plasma, tratamiento con OH

1431 2 + 200,4 ng/ml plasma, tratamiento con OH + PT 1499 7 + 208 6 ng/ml plasma,

p<O,OS), sin llegar a los valores observados en el grupo control. El tratamiento con PT

por si solo en animales castrados, también es capaz de elevar los niveles plasmáticos de

esta hormona (843,95 + 91 9 ng/ml plasma) con respecto a los animales castrados no

4,
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sometidos a dicho tratamiento (p<O,O 1). La castración sólo tiende a disminuir

ligeramente este parámetro.

2700

2400

2100
<U
E 1600
‘o
(U 1500
a

— 1200

900
“-

Q~ 800
o,
~ 300

o

EJ
u
u
u

CONTROL
GMS
GMS+GH
GMS+PT

GMS+GH+PT

Figura 27. Niveles plasmáticosde IOF 1 expresados como media ±SEMen todos los grupos.

*p<O,OO01 vs control. e p’ZO,O 1 vs GMS+ castracion.

•GH

Todos los grupos tratados con OMS muestran un menor contenido hipofisario de

OH que el grupo control (p<O,05, figura 28). La castración tiende a disminuir todavía

más el contenido aunque no significativamente, mientras que el grupo tratado con PT

muestra un aumento del contenido hipofisario de OH con respecto a todos los demás

grupos de animales castrados. Este hecho no se produce si la PT se administra

conjuntamente con OH (p<O,O5).
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Figura 28. Contenido hipofisario de GH, expresado como media ±SEM en todos los grupos.
~p<O,OSvg resto de grupos. .p’tO,05 vs resto de animales castrados.
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.ss

El tratamiento con OMSdisminuye el contenido hipotalámico de SS (control

57,915 + II 46 ng! hipotálamo vg grupo OMS15,75 + 3 96 ng! hipotálamo, p<0,O1),

(figura 29)

80

70 o CONTROL
o 60 • OMS
E
w 50 U GMS+GH

S 40 U GMS+PT
.C ao 2 GMS+OH+PT

20
a) 10 J

Figura 29. Contenido hipotalámico de somatostatina, expresado como media ±SEM en todos los J
grupos. * p<O,Ol vi’ control.

Ninguno de los tratamientos es capaz de modificar este parámetro (figura 29),

aunque el grupo castrado y tratado con OH, tiende a niveles inferiores que el resto de los

animales castrados.

24 Eje Hipotálamo-Hipófiso-Gonadal

El tratamiento neonatal con OMS ocasiona un descenso significativo tanto en el

peso testicular (control 2 84 + 0,09 g vs OMS1,77 ±0,18 g, p<0,OOOl), como en el

peso de las vesículas seminales (control 254 ±22 mg vg OMS106 ±28 mg, p<O,OO5).

La castración independientemente del tratamiento adicional, disminuye el peso de las

vesículas seminales respecto el de los animales intactos (media de animales intactos 126

±17 mg vg media de animales castrados 34±5,8mg, p<O,OOO 1). J
El tratamiento con PT en animales castrados, aumenta significativamente el peso

de las vesículas seminales (grupo OMS y castración 21 ±2,7 mg vs grupo OMS +

castración + PT 68 ±3,5 mg, p<O,Ol). La administración adicional de OH no ejerce

ningún efecto sobre el peso de las vesículas seminales (castrados + OH + PT 53 + 7 7

mg), como tampoco lo ejerce su administración aislada.

INTACTOS CASTRADOS
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• LH

El grupo GMS muestra un descenso significativo (p’CO,OS) del contenido

hipofisario de LH respecto al grupo control (3,6 ±0,4 gg/hipóflsis vs 8 15 + 0,51

¡tg/hipóf¡sis, figura 30). La castración eleva de manera significativa este parámetro,

independientemente de los tratamientos posteriores (media de animales intactos 3,5 + 0 4

¡tg/hipófisis vsmedia de castrados 11 2 + 1,1 ~sg/hipóflsis,p’<O,OOOI). La administración

conjunta de PT y OH tiende a disminuir este valor tanto en animales intactos (2,2 + 0 5

isg/hipófisis) como castrados (8,6 ±1,8 ~tg/hipófisis).
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Figura 30. Contenido hipofisario de LH, expresado como media ±SEM. * p<O,05 vi’ control.

• Liii?!-!

El grupo OMS presentaun contenido hipotalámico de LHRH menor que el grupo

control (p<O,OS). La castración no modifica este parámetro de manera significativa

(figura 31).
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1 1,5

~ GMS+GH+PTE 1-Jo>
~ 0,5u 0,0

Figura 31. Contenido hipotalámico de LHRH, expresado como media ±SEM en todos losu grupos. * pcZO,05 VS control.

INTACTOS CASTRADOS

INTACTOS CASTRADOS
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3. ESTUDIO DEL PATRÓN DE CRECIMIENTO EN LA RATA HEMBRA

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

última.

3.1.1 LongitudTibial

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

Sin embargo, el incremento de longitud total desde los 25 a los 60 días de vida

(figura 32), que presenta el grupo de hembras tratadas neonatalmente con OMS es j
menor que su correspondiente grupo control, lo que lleva a una talla menor (p<O,OS) y

distinta evolución en el tiempo (figura 33 a). J
20

E
15 J

.15
1— EJ CONTROL
‘0

10 •GH
O) J•GMS

5 •
.9
c
O)
E
a) J
ti NORMALES

Figura 32. Incremento medio, expresado como media ± SEM en la longitud tibial de ratas j
hembras desde los 25 hasta los 60 dias de vida. * p<O,OOS vs respectivo normal.

sp<0,O5vi’ respectivo control sin OH. 0p<tO 005 vi’ tratadas con OMS y no tratadas con j
OH. J

El tratamiento con OH (1 Ul/rata/día desde los 24 hasta los 61 días de vida)

aumenta significativamente la tasa de crecimiento tanto en hembras normales como en j
hembras tratadas con OMS, tal y como puede apreciarse en la figura 32. En ambos casos

se llega a una talla final superior a la de sus correspondientes grupos no tratados J
loo

GMS
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(hembras normales vs normales + OH p’CO,O5, figura 33a, hembras OMS vs hembras

OMS+ OH p<O,OOí, figura 33b). Las hembras normales tratadas con OH comienzan a

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

hembras tratadas neonatalmente con OMS ésto no ocurre hasta los 40 días.

a

--o- CONTROL

CQNTROL+GH
GMS

65

b

CONTROL+GH

GMS
GMS+GH
GMS+GHRH

Evolución de la longitud tibial desde los 25 hasta los 60 días de las hembras control

no tratadas, controles + OH y hembras tratadas neonatalmente con OMS. *p.<O,OS

vi’ control. O p<O,OOI vi’ OMS.

b. Evolución de la longitud tibial desde los 25 hasta los 60 días de vida de lás

hembras tratadas con OH, y los grupos OMStanto sin tratar como tratados con

ORo OHRH. Expresada como media ±SEM.0 p<tO,O0I vi’ OMS.

25
20 25 30 35 40 45 50
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Figura 33. a.
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Figura 34. b. Estudio fotográfico de las tibias derecha e izquierda de una hembra normal

(derecha) y una hembra deficitaria en OH (izquierda) acompañada de una escala

milimétrica.

3.1.2 Evoluciónponderal

No se encuentran diferencias significativas a los 25 días por el tratamiento

neonatal con OMS. El incremento ponderal y la evolución de este parámetro son

semejantes a lo descrito en longitud, aunque en este caso, el tratamiento con OMSno

produce un efecto tan drástico como en longitud, ya que no llegan a existir diferencias

significativas en el peso final entre hembras control o tratadas con OMS. Existe una

ligera tendencia a un valor inferior en los animales tratados con OMS (figura 35).

El tratamiento con OH en ratas tratadas con OMS provoca una respuesta en

incremento ponderal más marcada que la observada en longitud tibial, llevando a un peso

final significativamente superior al del grupo control (p<O,O 1), y quedando por encima

incluso del grupo control con OH.
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250- j
200 -

O) . —— CONTROL
—-— CONTROL+GH

<U 150 ~ GMS

o GMS+GHRH
ci
o
ti,& 50- j

0-~ .. ..

20 25 30 35 40 45 50 65

Días de v¡da

Figura 35. Evolución ponderal desde los 25 hasta los 60 dias de vida de ratas hembras normales J
y deficitarias enOH,tratadas o no con esta hormona y hembras deficitarias en OH y

tratadas con OI-IRH. Expresada como media ±SEM. * p<0,0I VS control y OMS. J
3.1.3Eje Somatotropo

El tratamiento con OMS disminuye el peso del hígado, mientras que el

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

ABSOLUTO DE HIGADO EN HEMBRAS NORMALES O OMS, j
GH,Y HEMBRAS OMS TRATADAS CON GHRH.

Tabla V. PESO MEDIO

TRATADAS O NO CON

Control L OH 1 OMS 1 OMS+GH ¡GMS+OHRH¡
Hígado(g) 779+ 028 9,28±0,33. 6,6 + 02. 10,74±0,88* 7,6 + 026
* p<0,01 vi’ OMSy OMS+ GHRH. • p< 0,005vi’ control.Media±SEM.

• JGF1

El tratamiento con OMSprovoca un descenso significativo (p<O,OI) de los

mveles plasmáticos de JOF 1 (figura 36). El tratamiento con OH no modifica este

parámetro en los animales control, pero aumenta en las tratadas con OMS. El

tratamiento con OHRH no produce ninguna respuesta.

j

j

j

j

55 60
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o

Figura 36.Nivelesplasmáticos medios ±SEM de IGF 1 en hembras normales o OMS, tratadas o

no con OH, y hembras OMStratadas con OHRH. * p<0,05 VS respectivo normal.

•pcZO,O1 vi’ OMS.

•GH

Las ratas tratadas con OMSmuestran un menor contenido hipofisario de OH

(p<O,OOOl, figura 37), pero no se observa ninguna modificación debida al tratamiento

con OH, ni en estos animales ni en las hembras normales. En este caso, el tratamiento

con OHRH lleva a una recuperación del contenido hipofisario de 01sf, que no es

significativamente diferente del contenido encontrado en los grupos control.

250

200 EJ CONTROL
‘o •GI-1150 U GMS

-O
a • GHRH

100
1
(9

50

o

Figura 37. Contenido hipofisario medio de OH, expresado como media ±SEM, en hembras

normales o OMS, tratadas o no con OH, y hembras OMS tratadas con OHRI-I.
*p<z0,00l VS tratadascon OMS.

NORMALESOMS

NORMALES OMS
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.ss

No se encuentra ninguna diferencia significativa en el contenido hipotalámico de

SS por ninguno de los tratamientos.

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

ORUPOS ¡ Control 1 OH 1 OMS 1 OMS + OH 1 OMS+ OHRH ¡
SS(ng/hipotálamo) 40,29+35 3344>46 383+2,8 49+45 417+6,3

3.1.4E/e Hipotálamo-H¡pófiso-Gonadal

El estudio de los fi’otis vaginales diarios, desde la aparición de apertura vaginal,

en estos animales, permite observar una disminución en el porcentaje de ciclos regulares

en las hembras tratadas con OMS (control 90%, OMS 35%). El tratamiento con OH

lleva a una alteración en la ciclicidad en hembras normales (44% ciclos regulares, 33%

diestro constante) y a la aparición en las tratadas con OMSde diestro o estro constante

en igual proporción. El tratamiento con GHRH no produce ninguna modificación

adicional al tratamiento neonatal con OMS.

La disminución del peso del útero y los ovarios por el tratamiento neonatal con

OMSo OMSy OHIRH no es significativa (Tabla VII). El tratamiento con OH

incrementa significativamente el peso del útero y de los ovados en hembras OMS,

mientras que en hembras normales solamente se aprecia una ligera tendencia en el mismo

sentido.

Tabla VII. PESO ABSOLUTO MEDIO ±SEM DEL UTERO Y LOS OVARIOS EN

HEMBRAS.

Control ¡ - OH -I OMS ¡ OMS +011 ¡ OMS+OHRH 1
Útero(mg) 3137+27,18 3393+27 2749+21,8 3657+374 2826+18
Ovarios(mg) 715+3,9 852+51 66+24* 91 85+2 707+4,3*
* p<O,O5 VS OMS

• Lii

El - modelo OMS presenta una disminución no significativa en los niveles

plasmáticos de LH (figura 38). El tratamiento con OH, incrementa los valores basales
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tanto en ratas normales como en OMS (p<O,OOO 1), mientras que el tratamiento con

OHRH no hace ningún efecto.

1500

cg
E 1000u _ci,
(U EJ CONTROL
a •GH¡ E •GMS
~ 500 •
o)¡ a

o

¡
Figura 38. Nivelesplasmáticos medios de LH ±SEM en hembras normales o normales + OH, y

deficitariasen OH, no tratadas, tratadas con OH o tratadas con OHRH.

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

ninguno de los grupos.

3.2 Efedo de la administración continua de GHRH de forma

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

GMS.

3.2.1 LongitudTibial

La longitud inicial a los 36 días de vida, es significativamente mayor en las

hembras control que en las hembras OMS (controles 35 98 + 0 168 mm vs OMS 33 57 +

0,167 mm, p<O,OOOl). Además, las hembras OMS muestran un menor incremento total,

calculado como la diferencia entre el comienzo y el final de la observación a los 56 días

de vida, (OMS 6 77 + 0,15 mm vg controles 777 + 0,153 mm, p’CO,OOOl), por lo que

existe una clara diferencia en la talla final (figura 39). La administración de GI-IRJrI, ya

sea aislada o en combinación con SS, no produce ninguna modificación significativa en el

patrón de crecimiento, ni en animales control, ni en tratados con OMS.

NORMALES GMS
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39. Evolución de la longitud tibial media ±

enhembrasnormales o OMS *

-a-
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—e-

CONTROL
CONTROL+GHRH
CONTROL+GHRH+SS

GMS
GMS+GHRH

GMS+GHRH+SS

54 56 58

SEM, desde los 36 hastalos 56 días de vida

¡ vi’ normales.

3.2.2 Evoluciónponderal

Es semejante a lo observado en longitud.

3.2.3lije Soma/otropo

El tratamiento neonatal con OMS, independientemente del tratamiento posterior,

disminuye tanto el peso del hígado (p<O,OOO1) como el peso hipofisario (Tabla VIII).

El tratamiento combinado con O1-IRH y SS en ratas normales provoca una

disminución en el peso de la hipófisis (p< 0,05), mientras que en ratas tratadas con OMS

no determina ninguna modificación significativa, aunque presenta una tendencia a valores

mayores.

Tabla VIII. PESO MEDIO ABSOLUTO DE HIPÓFISIS E HÍGADO.

Normales GMS
Ompos ¡ Placebo 1 GHRH ¡ OHRH+SS¡ Placebo 1 OHRH ¡ OHRH+SS 1

¡Hipófisis (mg) ¡10,58±0,13$ 9,75±0,47 8,5±0,45*3 5,17±0,25e1 5 13+037. ¡5,48±0,35e01
¡ Hígado (g) 1 8,33±0,22¡ 8,68±0,491 8,6±0,48~6,5±0,23 ¡ 647+04 ¡ 7,18±0,07

u

u
u

* p<0,05 vi’ placebo . •p<20,000 1 vi’ correspondiente normal. 0p< 0.005 vi’ correspondientenormal.

Media ±SEM.
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• IGRÍ

Aparece una disminución significativa en los niveles plasmáticos de IOF 1 debida

al tratamiento neonatal con OMS (p<O,OOOI). Ninguno de los tratamientos postenores

modifica estos niveles.

•GJI

Se observa una disminución significativa en el contenido hipofisario de OH, como

consecuencia del tratamiento neonatal con OMS. No se encuentran diferencias

significativas por los diferentes tratamientos con OHRH.

A SS

Se observa una tendencia a una disminución en el contenido hipotalámico de SS

provocada por el tratamiento neonatal con OMS. No se encuentran diferencias

significativas por los tratamientos posteriores.

3.2.4Eje H¡potálamo-Htpófiso-Gonadal

Independientemente de los tratamientos adicionales, las hembras normales,

presentaron un 88,9% de ciclos regulares frente a un 47,4% de ciclos regulares de. 5 días

en las hembras con OMS.

4. EFECTO DE LA ALTERACIÓN EN LA DIFERENCIACIÓN SEXUAL DEL

HIPOTÁLAMO SOBRE EL CRECIMIENTO.

4.1 Longitud Tibial

Al comienzo del estudio a los 23 días de edad, los machos normales presentan

una longitud inicial (27 57 + 0 28 mm) significativamente superior al grupo de machos

castrados neonatalmente (26,15 + 0 44 mm, p’CO,O5), aunque no llegan a existir

diferencias significativas de ambos con los grupos de hembras normales (26,64 + 0 24

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

el tiempo de observación de los 23 a los 57 días de vida (figura 40a) debidas a la

administración de testosterona neonatal, aunque los machos castrados mostraban valor U
ligeramente inferior que sus controles (P’cO,05). Sí hubo diferencias entre los sexos,

Umostrando los machos, castrados o no, una velocidad de crecimiento superior a la de las

hembras (p<O,OOO 1).

a
INCREMENTO DESDE 2344ASTA 57 DIAS DE VIDA

25
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Z 20
cg EJ MACHOS UEJ MACHOS+Castrac¡ón

1— 15
‘0 EJ HEMBRAS
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E
O) O1.-
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b j
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E 40 ——‘~~ MACHOS~Castr. U—U HEMBRAS
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20 25 30 35 40 45 50 55 60

Días de vida j
Figura 40. a. Incremento de longitud tibial medio ±SEM. desde los 23 hasta los 57 días de vida.

b. Evolución de la longitud tibial media ±SEM. desde los 27 a los 57 días de vida.
*p.cO,OO1 vi’ restodelosgrupos.• p<O,OSvi’ gruposde hembras.0p’Z0,05vi’ machos.

ULos machos normales presentan una talla final significativamente superior que el

resto de los grupos (p<0,OO1, figura 40b). Los machos castrados alcanzan una talla final

¡lo U
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superior a la de las hembras y muestran distinta evolución de la longitud tibial a lo largo

del tiempo (p’<O,OS). Entre los dos grupos de hembras no existen diferencias

significativas entre sí, aunque se detecta una interacción significativa (p<O,05) en la

evolución de la longitud tibial en el tiempo, debido probablemente al cruce de las curvas

en los días finales de observación.

4.2 Evolución ponderal

Es similar a lo observado en longitud, aunque en este caso los machos normales

muestran un incremento ponderal superior (p<O,OOS) al resto de los grupos incluidos los

machos castrados (figura 41a).
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Figura 41. a. Incremento ponderal medio ± SEMdesde los 23 hasta los 57 días de vida. 0p<0,005

vi’ resto de los grupose p<O,OS vi’ hembras normales. h. Evolución ponderal media ±

SEM desde los 27 hasta los 57 días de vida. * p<O,OOI vi’ resto de los grupos.ep<O,OS

vi’ hembrasnormales.
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4.3 Eje Hipotálamo-Hipófiso-Gonadal y Somatotropo U
Las hembras control presentan ciclos regulares mientras que las hembras tratadas U

con PT neonatalmente muestran una fase de estro constante, así como una disminución

en el peso del útero y los ovarios (Tabla IX). Los machos castrados neonatalmente no U
presentan separación balano-prepucial, con una disminución del peso de las vesículas

seminales comparados con los machos normales. U
No se encuentran diferencias en el peso hipofisario debidas a la castración U

neonatal o a la administración de PT neonatal, pero sí como consecuenciá del sexo,

presentando las hembras un peso superior (p’<O,OS), aunque esta significación parece U
deberse a que los machos normales presentan un valor inferior. En el peso hepático los

machos normales presentaron un peso superior al del resto de los grupos. U
Tabla IX. PESO ABSOLUTO DEL UTERO, LOS OVARIOS, LAS VESÍCULAS U
SEMINALES, LA HIPÓFISIS, Y EL HÍGADO.

GRUPOS U Machos> 1 MachosCastrados si Uenibras Hembras + PT
Utero (mg) 38737+282 301,12±

25,50
Ovarios(mg) .43515+92 73+3,89.
Vesículas Seminales(mg) 250 5±58,5 58 5 + 52 5*
Hipóflsis(mg) 929+0,42 1027+043 1094+037 1065+0,34
Hígado(g) 16,75+60 1245+038 1102+04 1232+0,68
* p<0,005 vi’ ináchos normales. • p<0,0001 vi’ hembras normales, p<0,05 vi’ hembras nonnales

O p<0.0005VS restogrupos. Medía ±SEM.

5. ESTUDIO DEL PROCESO DE CRECIMIENTO COMPENSATORIO

PRODUCIDO TRAS AYUNO E INGESTA REDUCIDA, Y SU POSIBLE

POTENCIACIÓN POR LA ADMINISTRACIÓN EXÓGENA DE GM.

5.1 Estudio en la rata macho normal

5.1.1LongitudTibial

En el día 3 1 de vida, justo antes del comienzo del período de ayuno, no existen

diferencias significativas entre los diferentes grupos de machos normales, ni en peso ni en

longitud tibial. Los animales sometidos a 3 días de ayuno muestran en ese tiempo un
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incremento de longitud significativamente inferior al grupo control (ayunados 1 55 +

0,072 mm, control 3,48±0,1,p<O,OOO5).

No se encuentra diferencia significativa en el incremento de longitud tibial, ni

durante el período temprano de realimentación desde los días 36 hasta los 40 de vida, ni

en los días en los que los distintos grupos flieron sometidos a los distintos tratamientos

con OH (detallados en el pie de la figura 42). A los 44 días de vida los grupos de

animales sometidos a ayuno, tratados con OH o no, muestran una longitud

significativamente menor que el grupo control no ayunado (p<O,OOS).

44

42 —~— CONTROL
E —e-—— AYUNO
E ~ —a---- AY+GH1

I~38 ~ AY+GH2
—~— AY+GH3

‘0 36

O)
c
o
-J

32-
25 30 35 40 45

Días de vida

Figura 42. Evolución de la longitud tibial media + SEM desde los 27 hasta los 44 días de vida

en machos normales. Los 3 días que comprenden el periodo de ayuno aparecen con

fondo moteado en la gráfica. (1) tratamiento con OHdesde los días 35 hasta los 38

de vida. (2) tratamiento con OH desde los 37 hasta los 40 días. (3) tratamiento con

OH desde los 39 hasta los 42 días. * p<tO,005 vi’ control.

Tampoco se observan diferencias significativas en las pendientes obtenidas del

análisis de regresión lineal de la longitud tibial con respecto a los días de vida, desde el

final del ayuno hasta el final de la observación.

5.1.2Evoluciónponderal

La evolución ponderal es similar a lo observado en longitud (figura 43). El ayuno

provoca un descenso significativo del peso en todos los grupos ayunados (ayunados -

13,4±0,59g, control 38 3 + 1 48, p< 0,001).

113



Resultados U
No se encuentran diferencias significativas producidas por los distintos U

tratamientos con OH tras el ayuno.

Durante el primer día de realimentación, del día 35 al 36, los grupos sometidos a J
ayuno evidencian un incremento de peso superior al del grupo con dieta normal

_ _ U
(ayunados 21 6 + 0 76 g, control 7 5 + 0 56 g p<O,OOO 1), aunque la recuperación no es
suficiente como para que alcancen el peso de los animales control, por lo que persiste la Udiferencia significativa en su peso final (p<ZO,OOS).

______________________ U
250 - _______________________________________

200 - —--~—-- CONTROL U
_ —~— AYUNO

o 150 - ~ AY+GH1 U
o-
L.. ~— AY+GH2
oca —t— AY+GH3 . U
O
‘o 100 -
a>

o-

50’ U
25 30 35 40 45

Días de vida U
Figura 43. Evolución ponderal media + SEM desde los 27 hasta los 44 días de vida en machos

normales. Los 3 días que comprenden el periodo de ayuno aparecen con fondo U
moteado en la gráfica. ® tratamiento con OH desde los días 35 hasta los 38 de vida

(2) tratamiento con OH desde los 37 hasta los 40 días. (~ tratamiento con OH desde U
los 39 hastalos 42 días. *p<Z0,005 VS control

El análisis de regresión lineal del peso (Tabla X), desde los días 36 hasta los 44 U
de vida, es decir, excluyendo el primer día de realimentación, pone de manifiesto una U
pendiente mayor en los grupos ayunados con respecto al grupo control, ya que éste

queda litera del límite de confianza al 95 % de las rectas correspondientes a los grupos U
ayunados.

UTabla X. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESIÓNLINEAL SIMPLE DEL PESOY

LOS DíAS DE VIDA EN MACHOS NORMALES. Desdelos 36hastalos40 dias devida.

GRUPOS ¡ No ayuno 1 Ayuno ¡ Ayuno+GHU) 1 Ayuno+GH(2) ¡ Ayuno+OH <37

Pendiente 9,211 10,515 10,586 10,338 10,334

U
U
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5.2 Estudio del crecimiento compensatorio en la rata macho

tratada con CMS

5.2.1 LongitudTibial

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

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

corporal que los machos normales (p’CO,OOOí, figura 44).

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

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

(ayunados normales 0,072 + 0071 mm, ayunados y tratados con OMS0,145 ±011 mm,

vs no ayunados normales 1 38 ±0,23mm, p<tO,OOS).

56

54

E 52 —~ CONTROLnormal
E —-~—- AYUNOnormal

(U ~ GMS+AYUNO
n
~z48 ~ GMS+AY+GH1
‘0 0 GMS+AY+GH2
.246
o)
C 44
o
-J

42 . . ..I

50 53 56 59 62 65 68 71 74

Días de vida

Figura 44. Evolución longitud tibial media ±SEM, desde los 53 hasta los 73 días de vida en

machos normales o deficitarios en OH. Los 3 días que comprenden el período de

ayuno aparecen con fondo moteado en la gráfica. Ci) tratamiento con OH desde los

días 62 hasta los 65 de vida (2) tratamiento con OH desde los 65 hasta los 68 días.
*p.cZ0,OO0 1 vi’ animales normales.

En el día siguiente a la realimentación, el grupo de machos normales sometidos a

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

dieta normal (normal ayunado 0,816 + 0 142 mm vi’ normal no ayunado 0 2 + 0 15 mm,

p’ZO,O5). Éste parece un hecho aislado ya que no se detectó nada similar en el
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experimento anterior, y tampoco los grupos de machos tratados con OMSy ayuno j
mostraron ese incremento.

En cuanto al efecto de la administración de OH, en animales neonatalmente U
tratados con OMS, únicamente el tratamiento más tardío (desde los 65 hasta los 68 días U
de vida) eleva de manera significativa la velocidad de crecimiento durante el período de

tratamiento (grupo OMSy ayuno 082 + 0,15 mm vs OMSy OH2) 1 65 + 0,063, U
p’<O,OOS).

Sin embargo el análisis de regresión lineal desde el día 63 hasta el final del U
experimento (Tabla XI) presenta un pendiente superior en el grupo control no ayunado y

en el grupo de animales tratados con OMS ayuno y tratados con OH 2) que el resto de U
los grupos.

Tabla XI. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESIÓN LINEAL SIMPLE DE LA U
LONGITUD TIBIAL Y LOS DÍAS DE VIDA EN MACHOS NORMALES O DEFICITARIOS

_____ _____ _______ __________ __________ U
EN OH.
GRUPOS No ayuno Ayuno Ayuno-t-GMS Ayuno+GMS+GH Ayuno-I-GMS+GH U

68~nonnal) (normal) del día 62. al 65 del dia 6=al

Pendiente 299,4 231,9 235,2 25 314;3

5.2.2Evoluciónponderal

El ayuno provoca un descenso significativo en el peso en todos los grupos

ayunados (ayunados -43 25 + 2 6 g, tratados con OMSy ayunados -23 7 + 1 07 g, no

ayunados 244 + 2 04 g, p< 0,0001, figura 45). Ésto supone una perdida ponderal del

9,1% en los animales tratados con OMS,y de un 13,2% en los normales.

En el día siguiente a la realimentación todos los grupos sometidos a ayuno

muestran un incremento ponderal superior al grupo no ayunado (p<O,OO 1), siendo de

mayor magnitud en el grupo de animales ayunados normales, p’CO,OOl, (control ayunado

34±2,2 g, control no ayunado 4±1,3 g, OMSy ayuno 21 9±0,9g, OMSayuno y OH

22,33 ±1,3 g).
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En cuanto al efecto de la OH en animales tratados con OMS, el resultado es el

mismo que el obtenido en longitud (grupo OMS y ayuno 19 ±1,1 g vs OMS y OH de los

65 a los 68 días 31 4 + 2,1, p<0,OOl).

450

400
—O-—— CONTROLnormal

2 —~— AYUNO normal
— 350

—U GMS+AYUNOo
o- —‘----<‘— GMS+AY+GH1
‘— 300oca ~ GMS+AY+GH2
o
~‘> 250a,
o-

200 - -l U u u

50 53 56 59 62 65 68 71 74

Días de vida

Figura 45. Evolución ponderal medía + SEM desde los 53 hasta los 73 días de vida en machos

normales o tratados con OMS. Los 3 días que comprenden el período de ayuno

aparecen con fondo moteado en la gráfica. U) tratamiento con CH desde los días 62

hasta los 65 de vida (2) tratamiento con OH desde los 65 hasta los 68 días.
*p<O,000 1 vi’ animalesnormales.

En el análisis de regresión (Tabla XII), a diferencia de lo descrito en longitud,

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

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

OH, los que muestran una pendiente superior, aunque es el tratamiento con OHmás

tardío el que parece ser más efectivo.

Tabla XII. PENDIENTEDE LA RECTA DE REGRESIÓNLINEAL SIMPLE DEL PESOY

LOS DÍAS DE VIDA EN AMMALES MACHOS NORMALES O TRATADOS CON OMS.

GRUPOS ¡ No ayuno Ayuno ¡ A~o+OMS Ayuno+OMS+GH U) Ayuno+CMS+OH (2)
¡(normal) (normal) 1

Pendiente 5,2 6,9 5,02 5,7 6,6

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

animales normales, no se llega a recuperar totalmente, ya que el peso final, sin que la
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diferencia sea significativa, es ligeramente inferior al de su correspondiente control J
(figura 45). U
5.3 Estudio del crecimiento compensatorio en la rata macho

tratada con GMS, sometida a 2 días de ayuno y 4 de ingesta U
reducida. U
5.3.1 LongitudTibial J

En el día 77 de vida, justo antes del comienzo del ayuno, los animales tratados U
con OMS presentan una menor longitud tibial y menor peso corporal que los machos

normales (p<O,OOOl, figura 46a). U
El ayuno, en animales normales o tratados con OMS, ocasiona un incremento en

longitud significativamente menor que el observado en animales con dieta normal, U
durante el tiempo en que la ingesta está reducida (control 1,09 + 0 178 mm, normales y

ayuno -0,054 + 0 13 OMS 0,812 + 0 083 OMS y ayuno 0,204±0,088, p<O,OOS). U
En animales OMS, el tratamiento con OH tanto en la fase más temprana (OH@),

como en la más tardía (011(2)) incrementa significativamente la longitud tibial durante U
estos períodos (Tabla XIII, figura 4Gb). En el primer caso este incremento fre 1,6 veces

superior al de su correspondiente grupo OMS y ayuno, y en el segundo caso de 2,9 U
veces.

U
Tabla XIII. INCREMENTO MEDIO DE LONGITUD EXPRESADO EN mm, EN LOS

DISTINTOSPERIODOSDE TRATAMIENTO CON OH EN ÁNIMALES TRATADOS CON U
GMS.

Incremento Longitud (mm) OMS y ayuno OMSayuno+GH de OMS ayuno+OHde U
83á87dias S6a90díás

De83a88 díasdevida 0,94+011 154±013*

De86a91 díasdevida 0,46+013 1,33±0,16*

* p<0,05 vi’ OMSy ayuno. • p<0,005vsGMS y ayuno.Media ±SEM.
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a

56 d
J

-a-

a

60 65 70 75 80 85 90 95 100

Días de vida

60 65 70

CONTROL normal
AYUNOnormal
GMScontrol

b

OMS control

SM S~AY UNO

GMS+AY+GH 1

GMS+AY+OH 2

Figura 46. Evolución de la longitud tibial media + SEMdesde los 62 hasta los 100 días de vida.

Los 6 días que comprenden el periodo de ayuno aparecen con fondo moteado en la

gráfica. U) tratamiento con OH desde los 83 hasta los 87 días de vida. (2) tratamiento

con OH desde los 87 hasta los 90 días.

a. Animales normales sometidos o no a ayuno y animales tratados con OMS.
*pcZO,OO01 vi’ animalesnormales.

b. Animalestratados con OMS, sometidos a ayuno y tratados o no con OH.

No existen diferencias significativas en la velocidad de crecimiento, calculada

como diferencia en longitud tibial, entre el grupo control con dieta normal, el grupo de
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animales normales ayunados, y el grupo con GMS ayunados en el período de U
realimentación más temprano (desde los 83 hasta los 87 días de vida). Sin embargo en el

analisis de regresión lineal (Tabla XIV), considerando desde el día 84 al final del U
experimento, los grupos ayunados muestran una pendiente superior que los animales con

Udieta normal; también se detecta un aumento de esta pendiente por efecto del tratamiento

con OHmás tardío ((2)). No llegan a existir diferencias en la longitud final en ninguno de U
los grupos por la restricción de dieta, aunque se mantiene la diferencia por el tratamiento

neonatal con OMS. U
Tabla XIV. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESIÓN LINEAL SIMPLE DE LA

LONGITUD TIBIAL Y LOS DÍAS DE VIDA EN ANIMALES NORMALES O TRATADOS

CON OMS DESDELOS 84 DÍAS DE VIDA HASTA EL FINAL DEL EXPERIMENTO

GRUPOS No ayuno Ayuno OMS OMS + ayuno ¡ GMS+Ayuno OMS+Ayuno

_____ _____ U(normal) (normal) (control) +GHU) +OHQi>

Pendiente - 123,62 187,37 163,2 167,4 192,49

5.3.2Evoluciónponderal

A los 77 días de vida existe una diferencia significativa de peso entre animales

normales y tratados con OMS, siendo éstos menores (figura 47a).

Durante el tiempo en que se- mantiene el ayuno se ocasiona una pérdida ponderal

significativa, tanto en animales normales como en los OMS (figura 47b), aunque este

efecto es más dramático en los primeros que en los segundos (control 19 14 + 1,3 g,

normales con ayuno -59 ±6,2 g, OMS 20 86 + 2 03 g, OMS y ayuno -33 + 1 48 g,

p<O,OOOI), ya que la disminución ponderal es de un 16,3% en los normales y de un

10,9% en los animales tratados con GMS.
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a
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AYUNOnormal
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o
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Días de vida
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Figura 47. Evolución ponderal media + SEM desde los 62 hasta los 100 días de vida. Los 6 días

que comprenden el período de ayuno aparecen con fondo moteado en la gráfica. U)

tratamiento con OH desde los 83 hasta los 87 días de vida. <2) tratamiento con OH

desde los 87 hasta los 90 días.

a. Animales normales con y sin ayuno y animales tratados con OMS. *p.<O,OOOl vi’

animales normales.

b. Grupos de animales tratados neonatalniente con OMS.

75 80 85 90 95 100

D[as de vida
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Todos los grupos sometidos a ayuno mostraron un incremento ponderal U
postrealimentación significativamente superior a los animales mantenidos con dieta

normal. U
La administración de OH incrementa significativamente el peso durante el tiempo

U
en que se administrá, ‘ siendo proporcionalmente más eficaz en el tratamiento que
comienza más tarde, tal y como puede verse en la figura 48. U

U
80

O> El CONTROL normal U
— 60 U AYUNOnormal
a,

U GMScontrol Uao 40 ~ GMS+AYUNOo.
.9 E. GMS+AY.+GH1
a Ua> E GMS+AY¿’-GH 2
E 20
a,
U.-
(5

a U
o

U
Figura 48. Incremento ponderal medio + SEM desde los 83 hasta los 88 días de vida (derecha) y J

desde los 86 hasta los 91 días de vida (izquierda). U) tratamiento con OH desde los

83 hasta los 87 días de vida. (2) tratamiento con GH desde los 87 hasta los 90 días. * j
p<0,01 vi’ grupo correspondiente sin ayuno, • p<0,01 vi’ grupo correspondiente sometido a

ayuno, o p<0,05vi’ grupo correspondiente sometido a ayuno. U
En el análisis de regresión lineal (Tabla XV), puede observarse que el grupo de U

menor pendiente es el control no sometido a ayuno. No llegan a existir diferencias en las

pendientes de los dos grupos sometidos a tratamiento con OH, aunque ambos son J
superiores al grupo OMS ayunado y sin OH. No llegan a existir diferencias en el peso

final en ninguno de los grupos por la restricción de dieta, aunque se mantiene la J
diferencia por el tratamiento neonatal con OMS.

U
U
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Tabla XV. PENDIENTE DE LA RECTA DE REGRESIÓN LINEAL SIMPLE DEL PESO Y

LOSDÍAS DE VIDA DESDEEL DÍA 84 HASTA EL FINAL DEL EXPERIMENTO.

GRUPOS No ~yun~..... Ayuno GMS~~ GMS + GMS+Ayuno GMS+Ayuno+

orma1) (normal) . (control) ayuno +OHU) GH®

Pendiente ¿3~~ 4,62 2,83 3,43 - - 4,5 - - 4,46

El cálculo de una modificación de la media móvil para la longitud tibial y el peso

corporal, pone de manifiesto las diferencias existentes en el comportamiento de estos dos

parámetros. En peso aparece un claro rebote tras el período de ayuno, que no es

observable en longitud (figuras 49 y 50). -

a ti

o—

1 -

o—

0— -

o—

- ~jIj--

o-.-.
0.6

~0~2
E

o --1 - - --

-0.2 -

60 70 .80 90 11.

Díasde vida
Figura 49. “Tasas medias diarias de crecimiento tibial”, calculadas de forma similar a la media

móvil, y el lñnite de confianza al 95%, representadas de manera individualizada. El

período de ayuno se indica con una barra negra horizontal en la parte inferior derecha

a. Machos normales. b. Machos normales sometidos a ayuno.
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Figura 50. “Tasas medias ponderales diarias”, calculadas de forma similar a la media móvil, y el U
limite de confianza al 95%, representadas de manera individualizada. El período de

ayuno se indíca con una barra negra horizontal en la parte inferior derecha, a. Machos U
normales. b. Machos normales sometidos a ayuno.

U
53.3 EjeSomatotropo

Tal y como se ha descrito previamente el tratamiento con OMSdisminuye U
significativamente los niveles plasmáticos de IOF 1 (figura 51). El ayuno conduce

igualmente a un descenso en este valor, pero únicamente en animales normales, no

disminuyendo en los animales OMS. Tampoco el tratamiento posterior con OH, a los

animales previamente tratados con OMS, eleva dichos niveles. 1

U
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Figura 51. Niveles plasmáticos medios ±SEM de IGF 1. Los 76 días de vida corresponden al día

anterior al comienzo del ayuno. Los 83 días corresponden al final del período de

ayuno pero con anterioridad al comienzo de la realimentación. Los 89 y 92 días

corresponden, respectivamente a dos días después de fmalizados cada uno de los

tratamientos con GH. U) tratamiento con GH desde los 83 hasta los 87 días de vida.

2) tratamiento con CH desde los 87 hasta los 90 días. * p<o,ooOl VS control.. p<O,05 vi’

control

6. ANÁLISIS MATEMÁTICO ESPECIAL DEL CRECIMIENTO OSCILATORIO

<CARACTERIZACIÓN DE LOS MINIESTIRONES)

El último aspecto a analizar son las características que presentan los

miniestirones, es decir los cambios no lineales en la velocidad de crecimiento observados

en todas las ratas; para ello se analizaron los datos de longitud tibial de la mayoría de los

animales utilizados a lo largo de los diversos experimentos, agrupándose por sexo y

tratamiento, encontrando más de 600 “formas 5” significativas (según los criterios

previamente descritos en material y métodos), lo que supone un 73% del total de

miniestirones detectados.

Se utilizaron 42 ratas macho y 25 ratas hembra normales, 9 ratas macho y 9 ratas

hembra normales tratadas con OH, 21 ratas macho y 20 ratas hembra tratadas con OMS, y 9

ratas macho y 8 ratas hembra tratadas con OMS y OH. Todos ellos con edades comprendidas

76 83 89 92
Días de vida
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entre los 22 y los lOO días de vid& Del total de los animales macho non-males y tratados con

OMS. 7 de cada uno de estos grupos corresponden a animales de más de 60 días.

En la tabla XVI se detallan los valores de amplitud (a4, pendiente (gamma), y el U
número de miniestirones, considerados como significativos, obtenidos para cada grupo

de animales, con edades comprendidas entre los 22 y los 60 días de vida. Recordemos U
que a0 es una amplitud ajustada a la fUnción doble exponencial (Oompertz), y que gamma

guarda relación entre la altura y la anchura del intervalo, es decir determina la rapidez y U
la anchura del estirón, indicando indirectamente si éste se prolonga en el tiempo, cuanto

mayor es gamma más brusco será el estirón. Para una misma amplitud una disminución

en la pendiente supone una elongación en el tiempo.

Tabla XVI. AMPLITUD MEDIA EXPRESADA EN mm Y PENDIENTE MEDIA, EN

ANIMALES MACHOS Y HEMBRAS. A la izquierda de cada grupo se representa el número de U
mm¡estirones incluidos en estas medias.

MACHOS HEMBRAS U
n

Normales 164

Normales + GH 42

GMS 68

GMS±GH 29

*¡KO 005 vi’ normales..

126

Amplitud (mM) Gamma

315+012 0,9+004

307±023 0,92+008

291+017 0,85+005

35+028 0,73+007

n

130

46

96

50

Amplitud (mm) Gamma

2,15+009. 122+0,06.

2,47+017 121+0,12

1,74±008* 17+0,13*

2,19+011. 137+0,12

p-<0.005 vi’ OMS. • p<0,000lvi’ machos normales. Media ±SEM.

Existe un claro dimorfismo sexual al comparar los machos normales frente a las

hembras normales; los primeros presentan mayor amplitud y menor pendiente que las

hembras, es decir, miniestirones de mayor duración, más altos que éstas pero también

más anchos, por lo que arrojan una pendiente más suave (figura- 52). Este dimorfismo se

pone también de manifiesto, en su distinto comportamiento frente los distintos

tratamientos:

La administración de OH en animales normales, sólo parece afectar a la amplitud

de los miniestirones de las hembras, tendiendo a aumentarla, sin modificar la pendiente,

por lo que indirectamente el miniestirón ha de elongarse en el tiempo.

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

únicamente en hembras, llevando a miniestirones más bruscos y pequeños. En machos,

U
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sólo los hace más pequeños, al tender a amplitudes y pendientes ligeramente más

pequeñas.

El tratamiento con OH, en los grupos OMS, tiende a restablecer los valores

normales de amplitud y pendiente. En los machos la amplitud presenta valores incluso

supenores a los machos normales, pero la pendiente tiende a ser inferior, así los

miniestirones serán parecidos a los normales en forma, sólo que un poco más altos y

anchos. En hembras se consigue igualmente restaurar la forma de los miniestirones

normales, aunque al ser la pendiente un poco superior serán ligeramente más abruptos.

2

Figura 52. Representación de la longitud tibial en mm ftente a los días de observación, del ajuste

a la flmción doble exponencial de una rata hembra nonnal (a) y una rata macho

normal (b).
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Se estudió, además, la posible existencia de correlaciones entre amplitud y

pendiente en fUnción de la edad:

Se encuentra una correlación negativa entre amplitud y edad, que fUe moderada

pero significativa, es decir, la amplitud de los miniestirones disminuye al avanzar la edad,

en machos y hembras (normales o tratados con OMS), y en hembras normales tratadas

con OH (tabla XVII y en la figura 53).

En los grupos de machos normales y tratados con OMS existen animales de

mayor edad que en el caso de las hembras, por lo que para poder establecer

comparaciones entre machos y hembras para edades similares, se procedió a la exclusión

de los análisis de correlación edad-amplitud a los machos mayores de 60 días de vida. De

esta forma p disminuye marcadamente, aunque todavía sigue existiendo una correlación

negativa (machos normales, p = -0,32, p<O,OOl) , pero deja de ser significativa en el caso

de los machos tratados con OMS.

Tabla XVII. CORRELACIÓN

AMPLITUD

ENTREAMPLITUD Y DÍAS DE VIDA.

Normales 0,502*

-0,3 16@

0,638*

..0,513*

..0,508*

~0,459*

-0,326S

Normales + OH

OMS

OMS + 01-1
* p<O,OO 1. e p-’Z0,05

a b

Figura 53. a. Amplitud (mm) ftente a la edad (días de vida) correspondientes a machos normales.

b. Amplitud (mm) frente a la edad (días de vida) correspondientes a hembras

normales -
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En cuanto a la pendiente (figura 54), solamente los animales machos normales

(p= -0,28, p<O,OOI) y los tratados con OMS presentan una correlación negativa

significativa (p = -0,548, p<O,OO 1), no siendo significativa al haber excluido los animales

mayores de 60 días, por lo que en general este parámetro parece ser más independiente

de la edad que la amplitud.

u _____________________ _____________________

Figura 54. a. Pendiente (gamma) ftente a la edad (días de vida) correspondientes a machos

¡ normales.

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

Además de la caracterización de la forma de- los miniestirones, también

¡ estudiamos el tiempo entre miniestirones subsecuentes (periodo), y su correlación con la

edad. Algunos de los intervalos fUeron descartados para los análisis, por lo que existen

huecos en la secuencia de fUnciones y no todos los miniestirones son consecutivos. Esos

huecos, producidos por la eliminación de lo considerado como “no estirones” y cuya

significación biológica desconocemos, influirían de forma notable en el tiempo que

separa los miniestirones. Por ello sólo se utilizaron miniestirones consecutivos.

No llegan a existir diferencias significativas en el período en que ocurre el pico

del miiestirón (machos 4 35 + 0 17 días, hembras 4,2 + 0 17 dias) y cuya media según

los diferentes tratamientos está entre 4 y 5 días. En este parámetro es importante

recordar que comparamos el tiempo en el que ocurre el máximo, y no su duración, por lo

que la distinta forma de los miniestirones influye.
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En general con el aumento de la edad,- aumenta el período espaciándose el tiempo

entre estos miniestirones (figura 55, tabla XVIII), alcanzando una correlación moderada

en los machos normales (p = 0,608) y que continua siendo significativa incluso sin

animales mayores de 60 días, tanto normales como con OMS.

Tabla XVIII. CORRELACIÓN ENTRE PERIODO Y DÍAS DE VIDA.

MACHOS HEMBRAS

Normales 0,608*

0,2

0,43 *

0,45

0,3*

0,3

Q,35*

Q,44*

Normales +GH -

OMS

OMS + OH

* p<0,005.

Figura 55. a. Período (días) frente a la edad (días) en machos normales.

b. Período (días) frente a la edad (días) en hembras normales

También estudiamos la correlación existente entre amplitudes consecutivas. Se

encuentran correlaciones positivas significativas, es decir cada miniestirón pequeño es

seguido de otro miniestirón pequeño, y un miiestirón grande es seguido por otro grande

(p’<O,OS, figura 56). Ésto sucede en machos normales (p = 0,23), machos tratados con

OMS (p = 0,44) y hembras normales (p = 0,24). La significación desaparece en los

grupos de machos, tanto normales como tratados con OMS, cuando se excluyen los

animales mayores de 60 días.
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Figura 56. a. Amplitud (mm) frente a amplitud (mm) de miniestirones subsecuentes

correspondientes a machos normales.

b. Amplitud (mm) frente a amplitud (nml) de míniestirones subsecuentes

correspondientes a hembras normales.

No se encontró ninguna correlación entre los períodos de los miniestirones,

(figura 57), es decir si es momento en el que ocurría un máximo influía sobre el momento

en el que tendría lugar el próximo.

a. Período (días) frente a periodo (días) de miniestirones subsecuentes,

correspondientes a machos normales.

b. Período (días) frente a período (días) de miniestirones subsecuentes,

correspondientes a hembras normales.
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Discusión

1. MICROKNEMOMETRÍA

Hemos fUndamentado parte de los resultados presentados en esta tesis, en la

aplicación de una nueva técnica de medida de crecimiento, lamnada microknemometría, que

compararemos con otras técnicas de medida de la longitud tibial, así como con otros

parámetros que se utilizan habitualmente para evaluar el crecimiento, como la longitud del

cuerpo o el peso corporal.

La microknemometría (Tresguerres y cols. 1994, 1995, Hermanussen 1995,

Hermanussen y cols. 1995, 1996, 1997b, Rol de Lama y cols. 1997) es una técnica no

invasiva que puede ser aplicada sin dañar el proceso de crecimiento, estando el animal

consciente, y con un error técnico muy inferior a la tasa de crecimiento diaria de la rata, lo

que permite una medida precisa y un seguimiento diario de la evolución de este parámetro en

el mismo animal durante largos períodos de tiempo. Además, los animales previamente

acostumbrados a la manipulación, no extrañan al observador y están relajados y tranquilos

durante las mediciones, lo que permite la repetición de las mismas. Por otra parte ofrece la

ventaja de ser un sistema iii vivo.

Se han desarrollado numerosas técnicas que permiten una medida muy precisa de la

longitud tibial, estudiando además con detalle el proceso de elongación de los huesos largos.

El marcaje con timidina tritiada (Walker y Kember 1 972a), que se incorpora en

células donde está habiendo síntesis de ADN, permite detectar el número de células

proliferativas, y calcular una tasa de crecimiento utilizando el índice de marcaje, el tamaño de

las células hipertróficas, y la duración de la fase de síntesis.

La inyección de sustancias fluorescentes que se incorporan al cartílago de crecimiento

(oxitetraciclina, calceina) proporciona la tasa de crecimiento longitudinal del hueso ocurrida

entre el momento del marcaje y el sacrificio del animal. En el marcaje con oxitetraciclina

(Hansson 1967), se estudia el cartilago longitudinalmente en intervalos de espacio regulares,

midiendo las distancias entre 2 marcas fluorescentes; la media de estas distancias permite

calcular la tasa de crecimiento con un error de pocos ¡.ini (Jansson y cois. 1982a, 1982b,

Aspenberg y cols. 1985, Breur y cols. 1991, Wilsman y cols. 1996). El marcaje con calceina

además permite determinar la formación de hueso ~nuevoy la tasa de mineralización

(Stevenson y cols. 1990). En general estas técnicas no radiactivas tienden a substituir el

marcaje con timidina tildada (Wilsman y cols. 1996).
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Otra técnica habitual es el implante de marcadores metálicos en el hueso, en la parte

superior e inferior del cartílago proximal; la medición con un calibre o micrómetro de la

distancia entre estos marcadores sobre posteriores series radiográficas, permite estimar el

crecimiento del cartílago proximal (Baron y cols. 1992, 1994). Otro método es la medida

directa de la tibia sobre una radiografla (Hughes y Tanner 1970a, 1970b, Mi y Dickson

1994).

La mayoría de las técnicas que implican marcajes, buscan la caracterización de la

cinética celular implicada en el crecimiento, más que una medida de éste como tal. En

cualquier caso, la tasa de crecimiento obtenida se limita al corto periodo de tiempo que

transcurre entre el marcaje y el sacrificio del animal, suponiendo además un crecimiento

constante durante esos días. -

Muchas de ellas, y a diferencia de la microknemometria, requieren manipulaciones

invasivas tales como implantes, o irradiación de los animales. Otras precisan anestesia

(Hughes y Tanner l97Oa, 1970b, Baron y cols. 1992, Mi y Dickson y cols. 1994) para la

realización de las radiografias, las cuales pueden producir reacciones inflamatorias si se

repiten con mucha frecuencia (Ariznavarreta 1 996a). Todo ello puede influir sobre el propio

proceso de crecimiento, puesto que la cirugia y la anestesia alteran el ritmo secretor normal

de OH (Robinson y Clark 1987) además del riesgo que ésta implica (Hughes y Tanner 1970a,

Reina y cols. 1995), y la radiación puede impedir el crecimiento de los huesos a causa de una

depleción de la población de células progenitoras (Walker y Kember 1972a). A veces, la

tecnica empleada en medir el crecimiento supone incluso el sacrificio del animal impidiendo

una observación continuada.

Nuestro grupo encontró una tasa de crecimiento media diaria de 550 ¡m en los

machos y 400 ¡.Im en el caso de animales hembras de alrededor de 40 días de vida, aunque las

referencias a este valor son muy diferentes según el método utilizado, la raza (Hughes y

Tanner 1970a) y la edad (Walker y Kember 1972b, Reina y cols. 1995) del animal.

Walker y Kember (1 972b) utilizando series radiográficas muestran tasas de

crecimiento en machos Wistar de 400 ¡.un/dia y de 280 ¡.ini/día a los 28 y a los 42 días de

vida, respectivamente. Breur y cols. (1991) con la técnica del marcaje con oxitetraciclina

presentan tasas de 360 ism diarios en ratas de 35 días agrupando machos y hembras al azar, o

de 534 gm en machos Long Evans de 28 días (Wilsman y cols. 1996), mientras que Isgaard y

cols. (1988) con el mismo método, encuentran una tasa de 485 ¡.tm en ratas machos Sprague-
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Dawley de 55 días de edad, o Gosteli-Peter y cols. (1994) con otra cepa (Tif RAI) y

utilizando calceina como marcador, muestran tasas de crecimiento en ratas machos de 56 días

de vida de 1135 ¡.ini. Estos datos son un claro ejemplo de las diferencias en los resultados

obtenidos por los distintos autores, incluso utilizando el mismo método, debido como ya se

ha comentado, a la diferente edad, raza o al hecho de agrupar machos y hembras.

En la microknemometria además de la longitud de la tibia, se incluye la medida del

tejido blando que recubre el hueso (Wit y cols. 1987), la rótula y el grosor de la epífisis distal

del fémur, así como parte del talón (Hermanussen y cols. 1988c, 1995), lo que puede explicar

las discrepancias existentes en cuanto a las tasas de crecimiento obtenidas por otros métodos

invasivos y la microknemometría. Así lo pusieron de manifiesto Hermanussen y cols. (1992)

en los estudios llevados a cabo en conejo, en los que compararon la tasa de crecimiento

obtenida en 24 horas con un aparato similar al nuestro, el kyniklómetro (987 ¡.ini), frente a la

utilización de estereofotoganimametría de rayos X (715 ¡.ini).

Hemos usado la microknemometría para medir la tibia derecha en la rata, y aunque no

hemos realizado estudios de crecimiento en la tibia contralateral, se admite la misma tasa de

crecimiento en ambas tibias (Wilsman y cols 1996). Hermanussen y cols. (1992) encontraron

una alta correlación entre el crecimiento de la tibia derecha y la izquierda en el conejo. Es

además una práctica común, cuando se utilizan técnicas invasivas, realizar manipulaciones en

una de las tibias utilizando la opuesta como control intacto no manipulado (Isaksson y cols.

1982, Ah y Dickson. 1994, Baron y cols. 1994).

La tasa de crecimiento longitudinal depende de una combinación de la tasa

proliferativa, que añade nuevas células al cartílago de crecimiento, de la tasa de maduración o

hipertrofla, y de la síntesis de matriz, todo lo cual lleva, en última instancia, a la expansión del

cartilago de crecimiento (Loveridge y Farquharson 1993, Wilsman y cols. 1996). La

importancia relativa concedida a la prohiferación de condrocitos (Ohlsson y cols. 1993, 1994,

Kember 1993), al volumen final de los condrocitos hipertróficos (Breur y cols. 1991, 1994), o

a la duración del ciclo celular varía según los autores (Hunziker y cols. 1994, Wilsman y cols.

1996). Aunque es probable que las contribuciones al crecimiento de la proliferación y la

hipertrofia, varíen significativamente en fUnción de la edad del animal y de la especie (Farnum

yWilsman 1993).

Muchos estudios se centran en el crecimiento del cartílago proximal tibial (Clark y

Robinson 1985a, 1985b, Isgaard y cols. 1986, Ohlsson y cols. 1992b, Baron y cols. 1994),
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probablemente debido a que presenta mayor velocidad de crecimiento que el cartílago distal U
tibial o los cartílagos del radio (Breur y cols. 1991). Nuestra técnica estudia el hueso

completo con lo que se considera también la contribución del cartílago distal a la elongación

de hueso, si bien esta contribución es característica del hueso y de la especie (Wilsman y cols.

1996) y se atenúa conforme el animal se hace mayor (Walker y Kember 1972b, Breur y col. U
1991). -

Por otra parte, existen otras formas habituales de evaluar el crecimiento, como U
puedan ser la longitud corporal (medida como distancia naso-anal), la longitud de la cola o el

peso corporal. U
La medida de longitud tibial refleja, por otra parte una medida de un hueso largo cuyo

Udesarrollo longitudinal depende del cartílago de crecimiento, siendo la OH la única hormona

que estimula el crecimiento longitudinal del hueso de forma dosis dependiente (Ohlsson y U
cols. 1993, 1994). A diferencia de éstos, los huesos del cráneo y de la cara parecen tener un
crecimiento primordialmente genético (Tresguerres 1992); así la bóveda del cráneo y la base U
craneal están afectados por el crecimiento del cerebro y la cavidad ocular (Moreno y cels.

1996). La OH estimula el crecimiento longitudinal in vivo mediante su acción en el cartílago,

siendo más importante en el cartilago de crecimiento epifisario (Daughaday 1981). Por ello la

mayoría de las investigaciones posteriores a esta observación estudiaron principalmente este U
efecto (Daughaday 1981).

Resulta por tanto más lógico, la utilización de una técnica que mida un hueso largo,

frente a la medida de la longitud del cuerpo o de la cola constituidas por huesos cortos.

Además se ha comprobado que medidas precisas del crecimiento longitudinal del hueso son

un buen índice de aumento de crecimiento (Martínez y cols. 1996).

Aunque existe cierta correlación entre el peso corporal y la longitud tibial (Jansson y U
cols. 1 982a), existen diferencias entre estos dos parámetros, en algunos casos sutiles, y en

otras más evidentes, pero suficientes como para poder establecer un distinto comportamiento. U
Así por ejemplo, Schlechter y cols. (1986) encuentran un efecto estimulador del crecimiento U
por el tratamiento con OH, en ratas hipofisectomizadas, sin detectar cambios ponderales.

También se ha visto en recién nacidos (Oibson y cols. 1993), que los cambios en crecimiento U
de la longitud de la pierna no siempre se acompañan por cambios en peso y viceversa.

El peso está influido por cambios en la hidratación y en los depósitos de grasa U
(Gibson y cols. 1993), sobre todo en aquellos casos en los que este depósito es importante

U
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(Michaelsen 1994), como sucede por ejemplo, en el caso de los niños pequeños (Michaelsen

1994, Lampí y cols. 1995), en los sujetos obesos, o en la rata tratada con glutamato

monosódico (Redding y cols. 1971). Por eso, un aumento en el peso no se acompaña

necesariamente de un aumento de la longitud (Isaksson y cols. 1987).

Esto puede ser consecuencia de que la OH presenta por un lado acciones metabólicas

y por otro actúa estimulando el crecimiento longitudinal de los huesos largos. En general las

diferencias obtenidas en peso por las distintas manipulaciones, son mucho menos evidentes en

el crecimiento de la tibia (Jansson y cols. 1985b, Clark y cols. 1985a): Maiter y cols. (199 la)

encuentran una diférencia ponderal entre machos y hembras de aproximadamente el 40 %,

que se reduce a uit 20% en el caso de la longitud de la cola y a un 12% en la longitud tibial;

Jansson y cols. (1 985b) encuentran que la diferencia entre machos y hembras, en peso es del

44 % y en crecimiento longitudinal del hueso del 17%; <3roesbeck y cols. (1987), observaron

que la estimulación de crecimiento por OH en ratas hembras, es también menos evidente en la

longitud de la cola que en el peso corporal.

2. PATRóN NORMAL DE CRECIMIENTO

2.1 Dimorfismo sexual y crecimiento en la pubertad

La existencia de dimorfismo sexual entre machos y hembras, presentando éstas una

menor tasa de crecimiento (Hughes y Tanner 1970a, Jansson y cols. 1982b, 1983, l98Sa,

Reina y cols. 1995), es un hecho claramente establecido que se confirma en nuestros datos.

De hecho algunos autores justifican la elección del animal hembra para sus trabajos basándose

en que presenta una tasa de crecimiento intrínsecamente inferior (Oroesbeck y cols. 1987,

Robinson y Clark 1987).

En nuestros datos, las curvas de peso de machos y hembras comienzan a separarse a

los 35 días de vida, y en longitud tibial a los 40 días, aproximadamente. Los datos

bibliográficos apoyan nuestros resultados, ya que describen diferencias en el peso corporal y

en la longitud tibial a los 30 días de vida que son muy marcadas a los 40 45 días (Jansson y

cols. 1983, 1984,1985b, Chowen y cols. 1993). Estas diferencias en el peso corporal y la

longitud tibial entre machos y hembras coinciden con la aparición del distinto patrón secretor
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de OH (Edén 1979, Jansson y cols. 1985a, 1985b) y con la entrada en la pubertad (Gabriel y 3
cols. 1989).

Hay que resaltar que la rata, a diferencia de lo que ocurre en humanos y en conejos 3
(Baron y cols. 1992), presenta un crecimiento del cartílago proximal de la tibia que persiste

durante la mayoría de su vida y no se detecta la existencia de un estirón puberal en el 3
crecimiento tibial ni en animales machos ni en hembras (Hughes y Tanner l97Oa, 1 970b,

Walker y Kember 1 972a). De igual forma, nuestro grupo no encontró incrementos superiores U
en longitud tibial durante el período peripuberal (Tresguerres y cols. 1995). Las tasas de

crecimiento desde los 22 días de vida fueron muy elevadas, para ir declinando poco a poco U
con la edad. De forma similar, Breur y cols. (1991) encuentran en el cartilago un crecimiento

superior en un 14-39% en ratas de 21 días de vida (prepuberales) frente a animales de 35 días U
(peripuberales). Sin embargo, es cierto que si se encuentra un incremento en la tasa de U
crecimiento, evaluado como peso corporal, coincidente con la aparición de la pubertad
(Chowen y cols. 1993, Huy cols. 1993). 3
2.2 Variaciones en la velocidad de crecimiento: 3

Nuestros datos, obtenidos por seguimiento diario, que impediria la interferencia con 3
cualquier tipo de ritmo infradiano, apoyan la existencia de “miniestirones” en la ratas, es decir

oscilaciones en la velocidad de crecimiento, presentes en prácticamente todos los animales 3
estudiados, siendo este fenómeno independiente del sexo. Estudios previos en conejo, ya

pusieron de manifiesto una periodicidad en el crecimiento tibial de 8 a 14 días, apareciendo U
incluso oscilaciones ultradianas al medir los animales cada 3 horas, encontrando un estirón U
maximo durante el final de la noche y las primeras horas de la mañana (Hermanussen y cols

1992).

Para excluir la posibilidad de variaciones debidas a una oscilación ultradiana las

medidas diarias se llevan a cabo a la misma hora del día, tal y como se ha sugerido U
anteriormente (Stevenson y cols. 1990).

Los primeros trabajos de Va]k y cols. en 1983 en niños, ya documentaban cambios U
semanales, diarios e incluso en el mismo día, de la longitud tibial. Proponían por tanto, un

patrón intrínsecamente irregular del crecimiento tibial, explicable en algunos casos por U
enfermedades intercurrentes (Wales y Milner 1987), con desconcertantes picos y valles en la

U
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tasa de crecimiento (Wales 1994, Wit y cols. 1987). La exclusión de los posibles errores

sistemáticos y de la diferente actividad fisica anterior a la medida aún mostraba un crecimiento

no lineal en al menos, el 70% de los niños sanos estudiados, con marcados incrementos en

crecimiento de la longitud tibial, que llamaron “miniestirones” (Hermanussen y cols. 1987,

1 988b). La actividad fisica parece aumentar la longitud tibial en adultos y disminuirla en

niños, desapareciendo el efecto a las 2 horas (Hermanussen y cols. 1988a). Las variaciones

observadas excedían lo que se podía atribuir al error técnico de la medida, que explicaría un

10% de las fluctuaciones, y superaban ampliamente la usa media de crecimiento diario

(Hermanussen y cols. 1988a); si bien es cierto que existe influencia del grosor de la grasa

subcutánea que se incluye en la medida, la correlación entre los cambios ponderales y los

incrementos en longitud tibial era demasiado baja como para explicar que las fluctuaciones en

la longitud de la tibia se debieran exclusivamente a esa grasa (Hermanussen y cols. 1988a).

Los estudios por knemometría en niños de 3 a 15 años, con medidas semanales,

muestran un patrón de crecimiento oscilante, con cambios en la velocidad de crecimiento que

presentan una periodicidad de 30 a 55 días (Hermanussen y cols. 1988b, Hermanussen y

Burmeister 1993). Estos autores encontraron además, una correlación positiva, aunque baja,

entre la - frecuencia de los miniestirones y la altura del individuo: cuanto más alto era el

mdividuo mas frecuentes eran los mmiest¡rones, sin apreciar diferencias atribuibles al sexo, la

edad o efectos estacionales (Hermanussen 1989). Si las medidas se realizaban diariamente se

encontraba un ritmo circaseptano en la aparición de los miniestirones, con un dimorfismo

sexual con períodos de 7 a 9 días en niñas y de 13 a 16 en niños, poniendo además de

manifiesto que el período se ve afectado por el espacio de tiempo entre las medidas

(Hermanussen 1989, Hermanussen y Burmeister 1993). Esta disparidad apoyaría la idea del

crecimiento como un fenómeno oscilatorio, donde aparecen interferencias entre los intervalos

regulares entre las medidas y el ritmo endógeno de este proceso, por lo que la descripción

más exacta pasaría por un seguimiento continuo (Hermanussen 1989).

Así, la no-lineridad del crecimiento parece ser cada vez más aceptada (Togo y Togo

1982, Valk y cols. 1983a, 1983b, Wit y cols. 1987, Hermanussen 1995, Hennanussen y cols.

1985, 1988b, 1992, Hermanussen y Burmeister 1993, Hermanussen y cols. 1995, Tresguerres

y cols. 1995, Wolthers 1996, Rol de Lama y cols. 1997), o al menos se acepta que el

crecimiento presente fluctuaciones en su velocidad (Wales y Milner 1987, Gibson y cols.

1993, Michaelssen 1994).

141



Discusión U
- Otra cuestión todavía objeto de controversia es si el crecimiento es o no un proceso U

continuo. Algunos autores como Lampí y cols. (1992, 1995), proponen un modelo de

crecimiento en el niño llamado “saltation and stasis”, con discontinuidades y picos aperiódicos U
con una amplitud media de 0,9 cm en el primer año de vida, observando crecimiento

únicamente en 33 días de un total de 372, lo que arroja un tasa anual de 31 cm durante ese J
primer año, es decir encuentran que el incremento en altura no es continuo. Este modelo ha U
sido discutido por Heinrichs (1995) y Klein y cols. (1994), que apoyan un crecimiento

continuo; estos últimos autores trabajando con conejos, proponen además, un incremento de U
longitud constante aunque sus resultados se limitan a un periodo de sólo 9 días, y una

inspección minuciosa de sus gráficas sugiere incrementos no constantes en algunos animales. J
Hermanussen y Geiger-Benoit (1995) no encontraron tampoco “saltos” tal y como los

describe Lampí, si bien concluyen que los períodos de estancamiento de crecimiento son un U
fenómeno normal en el patrón de crecimiento humano; estos estancamientos como un

fenómeno normal ya se apuntaron en 1982 (Togo y Togo 1982). No obstante los U
mecanismos de control que expliquen tanto el crecimiento continuo (Lampí y cols. 1995) o a

“saltos” (Heinrichs 1995) no están aclarados. U
De la constatación de la existencia de un crecimiento no lineal, se deriva otra

pregunta: ¿Se trata de un fenómeno periódico?. Este aspecto lo retomaremos al final de la U
discusión.

U
4• Variacionesuliradianas:

U
Además quisimos estudiar la posible existencia de un ritmo de crecimiento en

U
períodos inferiores a 24 horas, por lo que realizamos medidas de la longitud tibial en rata cada
3 horas, de igual forma que los estudios llevados a cabo en el conejo (Hermanussen y cols. 1
1992).

Nuestros datos pusieron de manifiesto la existencia de variaciones espontáneas en la U
velocidad de crecimiento, con incrementos máximos entre las 6 y las 9 horas (Tresguerres y

cols. 1994, Hermanussen y cols. 1995), hallazgo que coincide con observaciones previas U
acerca de la hora en la que el indice mitótico de los condrocitos es máximo (Walker y Kember

1972b, Stevenson y cols. 1990). Estos últimos autores también detectaron variaciones diarias U
en el grosor del cartilago de crecimiento proximnal, aunque no fueron capaces de establecer

U
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una correlación entre el índice mitótico o el grosor del cartilago y el crecimiento longitudinal

diario. La relación del crecimiento con la cinética celular parece sin embargo clara, ya que los

cartílagos que muestran condrocitos proliferativos con ciclos celulares más cortos, son los

que presentan tasas de crecimiento más rápidas (Wilsmany cols. 1996).

También se han detectado variaciones en la síntesis de matriz condral, que ocurre

principalmente durante el día, en la mineralización, que parece darse principalmente por la

noche (Simmons y cols. 1988, Stevenson y cols. 1990) y en la actividad de los osteoclastos,

que es más alta durante el día (Sinimons y cols. 1988). Con todos estos datos parece facil

pensar en la existencia de cambios en la longitud de los huesos largos producidos por la

influencia de todós estos factores y cuya detección es posible con una técnica lo

suficientemente precisa.

3. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN LA RATA MACHO NORMAL

Una vez conocido el crecimiento normal quisimos estudiar de que forma actuaba

la OH sobre el crecimiento, investigando diversas pautas de administración de OH, pará

ver cual permitía una mejora en la tasa de crecimiento.

3.1 Efecto de la administración de GH sobre el crecimiento en la

rata macho normal

En animales machos, no pudimos detectar ningún efecto sobre el crecimiento

tratándolos con una myección diaria de 1 U.I de OH durante 34 días. Puesto que la

administración de 2 ó 4 inyecciones de OH al día parecía ser la forma más adecuada para

estimular el crecimiento longitudinal del hueso (Jansson y cols. l982a, 1982b), y otros
Y—

autores habían encontrado que es más eficaz la administración continua que una única

inyección diaria (Cotes y cols. 1980, Jansson y cols. 1985b, Clark y cols. 1996b), quisimos

tener la completa seguridad de que la ausencia de efecto no se debía a un administración

inadecuada. Por este motivo, se procedió a la administración de una sola inyección de 1 U.! a

tres horas distintas del día, en un intento de encontrar la hora más apropiada para la inyección

de OH, o bien una administración más reiterada mediante 3 inyecciones al día, o una infusión

continua, manteniendo siempre la misma dosis total y que supone 40 veces la dosis

143



Discusión U
terapéutica habitual en niños. Tampoco esta vez encontramos ningún efecto sobre el U
crecimiento, independientemente de la pauta de administración de la OH, descartando por

tanto, que ésta Riera inadecuada (Tresguerresy cols. 1994, 1995, Hermanussen y cols. 1996). U
Dosis muy inferiores (0,2 Ul.) a las nuestras son suficientes para estimular el crecimiento en

ratas hipofisectomizadas (Jansson y cols. 1 982a), y se sabe que la OH de primates tiene U
efectos somatogénicos en otras especies (Ohlsson y cols. 1993), por lo que tampoco hay

motivo para pensar que nuestra OH sea inefectiva en la rata. U
Existe un amplio rango en las dosis de OH utilizadas por los distintos autores, desde

200 mU/rata/día (Gosteli-Peter y cols. 1994) hasta 10 Ul. ¡rata/día, aunque esta última llega U
a ser tóxica (Groesbeck y cols. 1987). En cualquier caso la dosis utilizada por nuestro grupo

U
(1 U 1/rata/día) fUe considerablemente superior a la utilizada en humanos, que suele
encontrarse entre 0,1-0,3 U.I/Kg/día (Zeghery cols. 1994, Artigo y cols. 1995). U

La estimulación del crecimiento, normalmente evaluado como peso, tanto por la

administración de OH (Rogers y cols. 1988, Maiter y cols. 1990, Ohashi y cols. 1995) como U
por tratamiento con el péptido hipotalámico GHRH (Wehrenberg 1986, Garrel y cols. 1991,

Dubreil y cols. 1994>, en ratas machos no muestra generalmente resultados -positivos. Sin U
embargo, algunos trabajos parecen estar en desacuerdo. Se ha descrito una estimulación en la

ganancia ponderal en animales jóvenes, tanto por la administración de rhOH durante 7 días U
(Domené y cols. 1993), o por tratamiento con IOF 1 (Hlzuka y cols. 1986, 1988), también

tras 7 días, encontrando además un aumento en la longitud corporal. U
Nó obstante la OH, en general, promueve el crecimiento de manera más efectiva que

la IOF 1 (Isgaard y cols. 1986, Domené y cols. 1993, Oosteli-Peter y cols. 1994), con lo que U
nuestro tratamiento debiera haber sido más efectivo que el utilizado por el grupo de Hizuka.

La dosis de OH que empleamos fUe muy superior a la de Domené y cols. (1993) y sin U
embargo, no encontramos ningún aumento en la ganancia ponderal ni en 7 días ni en tiempos

mayores. Tampoco Turner (1995) encontró ningún efecto ni en peso ni en la tasa de U
crecimiento longitudinal del fémur, con un tratamiento durante 5 días con rhOH en ratas de la

cepa Wistar de 39 días de vida. Este efecto puede ser edad dependiente, ya que en animales U
macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad, un tratamiento con OH durante 30 días

U
determina un aumento significativo en el peso corporal y en la longitud del fémur (Ortoft y
cols. 1992). U

U
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En estudios realizados en ratas machos transgénicas, que expresan el gen para la hOH

y secretan esta hormona a dosis altas, se ha descrito que estos animales presentan un

incremento ponderal superior a los animales controles a los 63 días de vida, es decir a un

tiempo ligeramente mayor que en nuestro estudio (Ikeda y cols. 1994). Pero además, el

efecto es mucho más importante en la rata hembra (Ikeda y cols. 1994). El implante de

tumores secretores de OH (Maiter y cols. 1990) también produce un incremento ponderal,

pero este aumento no se detecta hasta 15 días tras el implante, cuando el animal tiene

alrededor de 90 días de vida.

La administración exógena de altas dosis de OH es capaz de incrementar la ganancia

de peso en ratas Wistar y Sprague Dawley pero si se trata de animales hembras (Aspenberg y

cols. 1985, Groesbeck y cols. 1987, Gelato y cols. 1992). -
En estudios in viti-o, se ha descrito que la OH ejerce un efecto estimulador de la

síntesis de AUN, y de la producción de matriz en condrocitos epifisarios de ratas machos

normales de la cepa Sprague Dawley (Ohlsson y cols. 1992a). No obstante, estos autores

afirman que el efecto depende de las condiciones del cultivo. También la OH estimula la

formación de colonias de clones indiferenciados (Ohlsson y cols. 1994). Kember y cols.

(1993) sin embargo, afirman que la inyección de OH en ratas normales no tiene prácticamente

efecto sobre la tasa proliferativa del cartilago de crecimiento. En cualquier caso, - estos

trabajos están realizados iii vifro lo cual no siempre refleja las condiciones existentes iii vivo

(Kember 1993).

Además la utilización de distinta cepa de animales (Sprague Dawley) que según

algunos autores presenta uña menor tasa de crecimiento que los de la cepa Wistar (Stevenson

y cols. 1990), podría explicar los efectos obtenidos por la OH.

El estudio hormonal realizado en el experimento con distintas pautas de

administración de OH durante 14 días, apoya la ausencia de efectos sobre el crecimiento, ya

que ninguno de los tratamientos realizados fue capaz de modificar el contenido hipotálamico

de SS, el contenido hipofisario de OH o los niveles plasmáticos de IOF 1. Datos similares a

los nuestros han sido descritos por Maiter y cols. (1990) que no encuentran modificaciones en

estos parámetros tras 15 dias de implante de un tumor secretor de OH y PRL. Han de pasar

cuatro semanas para que aumente el contenido hipotalámico de SS, y los niveles de IOF 1 en

plasma, y disminuya el contenido hipotalámico de GHRH e hipofisario de OH. Es decir, se

deben mantener dosis muy elevadas de OH durante largo tiempo para lograr efectos (Clark y
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cols. 1988); Maiter y cols. (1990) tampoco encuentran diferencias en el contenido J
hipotalámico de OHRHo SS, secundarias a la inyección s.c. de OH, aunque si se consigue

una disminución en los niveles plasmáticos de OH, disminución que nosotros también U
observamos, al igual que otros autores (Domené y cols. 1993).

Es posible que los niveles circulantes de OH alcanzados tras las inyecciones, se U
mantengan elevados un cierto tiempo sin llegar a producir modificaciones a nivel

hlpQtalamico (Maiter y cols. 1990). Se ha descrito que un tratamiento con inyecciones de U
OH, a una dosis menor y durante 7 días, aumenta el contenido hipotalámico de SS U
(Berelowitz y cols. 1981). También la inñjsión continua de una dosis inferior a la nuestra de

OH, durante 5 días, aumenta el ARNm de SS en el núcleo periventricular del hipotálamo

U
(Rogers y cols. 1988). La diferencia en el tiempo de tratamiento podría justificar estos
resultados, ya que también 7 días de tratamiento con IOF 1 provocan un incremento en el U
contenido hipofisario de OH (Hizuka y cols. 1988), sugiriendo una inhibición de la liberación

de esta hormona. U
La falta de respuesta de IOF 1 tras tratamiento con OHen la rata macho (Robinson y

Clark 1987, Lanzi y Tannenbaum 1992, Domené y cols. 1993) o GHRH(Hu y cols. 1993,

Kovács y cols 1996) ya ha sido observada previamente. En nuestro caso no podemos

justificar que la ausencia de incremento aumento se deba al tiempo transcurrido tras la última U
myección de OHcomo apuntaron otros autores (Domené y cols. 1993). Cabe la posibilidad

de que el aumento puberal en los niveles circulantes de IGF i, que comienzan a elevarse U
alrededor de los 35 días de vida, alcanzando un maximo hacia los 55 días (Handelsman y cols.

1987, Gabriel y cols. 1992) enmascare un aumento simultáneo, lo que no parece probable en U
todos los casos, ya que Dubreil y cols. (1994) utilizaron animales de 40 días de vida y sí

obtuvieron aumento en los niveles de IOF 1. Por otra parte pueden estarse produciendo U
cambios en la síntesis local de IOF 1 que no se reflejan en los niveles plasmáticos (Robinson y

Clark 1987, Lanzi y Tannenbaum 1992). U
La ausencia de efecto sobre el crecimiento del tratamiento con OH en machos

normales podría explicar porqué la mayoría de los estudios de crecimiento se limitan a U
animales hembras, ratas hipofisectomizadas (Cotes y cols. 1980, Isgaard y cols. 1988), U
animales tratados neonatalmente con glutamato monosódico (Clark y Robinson 1 985a,

Robinson y Clark 1987), o ratas genéticamente enanas (Martínez y cols. 1996). En cualquiera U
de estos casos se trata de animales con tasas de crecimiento muy inferiores a la del macho

U
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normal, sugiriendo la posibilidad de que el patrón de crecimiento somático sea máximo en

estos animales (Jansson y cols. 1982b, Froesch y cols. 1990), por lo que cantidades

adicionales de OH no sean capaces de incrementarlo. Posibilidad que ha sido apuntada

anteriormente (Froesch y cols. 1990).

En general los resultados positivos obtenidos por otros autores no parecen muy

concluyentes; y en cualquier caso se limitan a efectos ponderales, donde una dosis tan elevada

como la utilizada en nuestro estudio no fue capaz de modificar ni siquiera este parámetro, por

lo menos durante el tiempo de observación, y en animales jóvenes.

Dada la interrelación existente entre las hormonas sexuales y el crecimiento quisimos

estudiar el efecto de la manipulación del eje gonadal sobre el patrón de crecimiento en la rata

macho normal.

3.2 Efecto de -la castración qufmica sobre el crecimiento en la rata

macho normal

La administración de análogos de LI-IRH, produce un fenómeno de desensibilización

y disminución del número de receptores para LHRH en la hipófisis, reduciendo así

significativamente el contenido de LH en hipófisis (Fraser y Baird 1987), inhibiendo su

secreción (Gamelo y cols. 1991), y disminuyendo el tamaño testicular y - los niveles de

testosterona en plasma (Negro-Vilar y cols. 1988, Gamelo y cols. 1991). Nuestros animales

mostraron un descenso del contenido hipofisario y de los niveles plasmáticos de LII, y una

disminución del peso de los testículos y de las vesículas seminales, lo que - garantiza la

adecuada administración del tirmaco y la alteración del eje gonadal.

La castración disminuye tanto la tasa de crecimiento tibial como la ganancia de peso

en animales machos (Jansson y cols. 1983, Shoutens y cols. 1984, Schot y Schuurs 1990,

Hope y cols. 1992), aunque en algún caso aislado se encuentran discrepancias, ya que Hock y

cols. (1988) a pesar de detectar una disminución ponderal no encontraron diferencias en la

longitud del fémura los 47 días de vida de machos castrados a los 28 días de vida.

No obstante, con la administración del análogo de LI-IRH, no llegamos a detectar

modificaciones en el crecimiento tibial (Tresguerres y cols. 1995), ni en la evolución ponderal,

en el contenido hipofisario o en los niveles plasmáticos de OH, si bien el contenido hipofisauio
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de OHtendía a incrementarse y sus niveles plasmáticos a disminuir, indicando aparentemente

una menor liberación hipofisaria De hecho, en humanos los análogos de LHRH reducen la

secreción de OH directa o indirectamente a través de la reducción en -la concentración de los U
esteroides sexuales (Saggesse y cols. 1995). Los trabajos de Pinilla y cols. (1983) demuestran

que la administración en la rata del análogo D-Ala de LHRH entre los días 15 y 29 de vida U
tampoco producía ninguna modificación ponderal, aunque su dosis fue inferior.

U
La aparente contradicción de resultados entre la castración y la- administración del

análogo puede haberse originado por que la extirpación de las gónadas supone un tratamiento U
mas drástico, ya que implica la eliminación no sólo de la principal Riente secretora de

andrógenos, sino también de factores peptídicos testiculares no androgénicos secretados por U
otros tipos celulares distintos de las células de Leydig (Aguilar y cols. 1993, Scanlon y cois

1996), todavía no identificados (Lago y cols. 1996). Así la respuesta secretora de la OH a la U
estimulación con OHR.H se atenúa tras castración pero no tras tratamiento con EDS, que es

una toxina específica para las células de Leydig (Aguilar y cols. 1993). U
En vista de que no pudimos potenciar la tasa de crecimiento en la rata macho normal U

por la administración de OH, pasamos a estudiar este efecto en un modelo deficitario en OH.

4. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN LA RATA MACHO DEFICITARIA EN Gil.

4.1 Efecto de la administración de GMS en la rata macho

U
Como ya hemos comentado el tratamiento neonatal con glutamato monosódico

produce una destrucción selectiva de las neuronas secretoras de OHRH del núcleo

arcuato del hipotálamo, lo que permite la obtención de un modelo con déficit selectivo

de OH de origen hipotalámico (Bloch y cols. 1984).

En nuestro caso la administración neonatal de OMS a ratas machos y de acuerdo U
a los datos obtenidos por otros autores, provocó una disminución de la longitud tibial

(Kovács y cols. 1996), del peso corporal (Mu y cols. 1993, Arce y cols. 1995), del U
contenido hipofisario de OH (Maiter y cols. 1991b, Mu y cols. 1993), de los niveles

plasmáticos de IOF 1 (Hu y cols. 1993, Kubota y cols. 1994), así como del peso de los

testículos y de las vesículas seminales (Villanúa y cols. 1992).
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3 Algunos autores presentan descripciones puntuales de la longitud tibial, a los 28 y

a los 42 días de vida (Kovács y cols. 1996) o en el momento del sacrificio (Maiter y cols.

u• 1991b). En nuestro caso, los animales tratados con OMS, no sólo muestran menor peso
y menor longitud tibial a los 22 ó a los 60 días de vida, sino que las diferencias se van

incrementando a lo largo del tiempo de observación. La diferencia en la longitud tibial se

acentúa a partir de los 3 5-40 días de vida. Anteriormente ya se ha descrito un aumento

progresivo en la diferencia ponderal (Corder y cols. 1990).

- Esta edad de la rata coincide con el periodo en el que se establece el patrón

u - secretor adulto de OH, ya que a los 35 días los machos normales ya presentan un

3 contenido elevado de OHRH en la eminencia media (Oabriel y cols. 1989). Además está

descrito que el tratamiento con OMS evita (Handelsman y cols. 1987) o atenúa el

3 aumento puberal de IGF 1 (Hu y cols. 1993), lo que también puede influir en su menor

tasa de crecimiento.

3 También encontramos disminuido el contenido hipotalámico de SS, de acuerdo

con los resultados de Terry y cols. (1981) en’el hipotálamo medio basal, ya diferencia de

3 lo hallado por otros autores que han descrito valores normales (Millard y cols. 1982,

Maiter y cols. 199 ib, Arce y cols. 1995). Ese descenso sería lógico por la disminución

3 de secreción espontánea de OH (Arce y cols. 1995). Terry y cols. (1981) proponen

precisamente que el efecto del OMS sobre la SS no seria debido a su neurotoxicidad

sino a una alteración de los mecanismos de retroalimentación de OH sobre la SS; esta

propuesta se retberza con la inexistencia de daños debidos á la administración de OMS

sobre las neuronas somatostatinérgicas del núcleo periventricular del hipotálamo

(Katakami y cols. 1984, Síama y cols. 1993), donde se da la mayor concentración de este

U tipo de neuronas, aunque sí se afectan las del núcleo arcuato (Síama y cols. 1993). El

• equilibrio entre la síntesis y la liberación de SS podría también explicar que el contenido

hipotalámico de esta hormona no se encuentre modificado.

3 También encontramos una disminución del contenido hipotalániico de LHIRH, y

del contenido hipofisario de LH, en consonancia con la existencia de un

3 hipoffincionamiento del eje gonadal. Otros autores no encuentran modificaciones en la

concentración de LHRH hipotalámica (Nemeroff y cols. 1981), a pesar de detectar3 reducciones de esta hormona en el núcleo arcuato del hipotálamo, que se compensan, no

obstante, cón un incremento de la misma en la eminencia media (DePaolo y Negro-Vilar

149



Discusión

1982). También se ha sugerido que exista una liberación inadecuada de LHRH

(Nemeroff y cols. 1981, Dalkin y cols. 1985). Respecto a la LH hipofisaria se ha

observado desde una disminución del contenido absoluto de LH en hipófisis (Redding y

cols. 1971), como en nuestros datos, hasta ligeros aumentos en su concentración en la

hipófisis (Millard y cols. 1982). Estas diferencias son debidas, probablemente, al hecho U
de expresar sus resultados en función de la concentración de proteínas o por mg de U
tejido, ya que como hemos comentado el peso hipofisario también se encuentra

disminuido.

Nosotros creemos que en este caso, es más lógico expresar los resultados por

glándula, en lo que a la hipófisis se refiere, puesto que de esta forma valoramos la

cantidad total de OH disponible y no una relación por mg de proteína que puede ser

engañosa.

Al igual que en la rata macho normal quisimos saber en animales deficitarios en

OH, qué papel desempeñaban los esteroides sexuales en el crecimiento y su interrelación

con la OH, para lo que procedimos a estudiar el efecto producido por la castración y la

terapia substitutiva con andrógenos, así como el efecto de la administración de OH

combinada o no con PI en animales tanto intactos como castrados.

4.2 Efecto de la castración y tratamiento con Pr sobre el

crecimiento, en el modelo de la rata macho tratada con GMS

La castración en el modelo OMSfleva a una reducción adicional de la velocidad de U
crecimiento tibial, que no fUe suficiente como para que viéramos diferencias significativas a

los 60 días de vida (Tresguerres y cols. 1994, 1995), aunque sí llegan a ser significativas

cuando se prolonga el tiempo de observación. Ni la castración ni el tratamiento con

testosterona parecen comenzar a tener efecto hasta los 40 días de vida aproximadamente,

coincidiendo con el período puberal.

La castración unida al tratamiento con OMS disminuye aún más el peso corporal,

como vieron otros autores (Villanúa y cols. 1992), siendo las diférencias más marcadas en

peso que en longitud, ya que en el peso se reflejaría además la falta del efecto anabolizante de

los esteroides sexuales sobre el músculo (Goodman 1994), puesto que los machos castrados U
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pierden más masa magra que grasa (Woodward 1993). Esta reducción adicional por la

gonadectomia en la velocidad de crecimiento tibial y en la ganancia ponderal también se ha

descrito en ratas machos enanas por déficit de OH, aunque comparando con animales

normales el efecto es menos drástico (Gevers y cols. 1995).

El tratamiento con PT en nuestros animales revierte el efecto de la castración tanto en

peso como en longitud tibial (Tresguerres y cols. 1994, 1995), al igual que se ha visto en ratas

normales (Daughaday 1981, Jansson y cols. 1983, Shoutens y cols. 1984, Hope y cols. 1992,

Woodward 1993>, en las que el tratamiento con PT sólo es capaz de prevenir el efecto

inhibitorio de la castración sobre el crecimiento, sin que exista tras dicha administración un

aumento del crecimiento por encima de lo normal (Shoutens y cols. 1984). En animales

normales el tratamiento con testosterona no estimula la ganancia ponderal (Woodward 1993),

aunque sí se ha descrito que ejerce un efecto anabólico aumentando la retención de nitrógeno

(Kochakich y cols. 1950) y la ganancia ponderal en animales de 3 (Rubinstein y Solomon

1941)04 meses de vida (Kochakich y cols. 1950).

No existen muchos trabajos sobre el efecto de la castración y la terapia substitutiva

con testosterona sobre el crecimiento en animales tratados con OMS. Jansson y cols. (1983)

con ratas machos castradas e hipofisectomizadas, no encontraron un efecto estimulante en la

longitud tibial debida al tratamiento con testosterona, ni existía efecto adicional sí se

administraba en combinación con OH. Concluyeron que el efecto estimulador de la

testosterona sería a través de una modulación del patrón secretor de la OH (Jansson y cols.

1983), de tal forma que la secreción de testosterona en la vida adulta sería importante para

mantener la baja secreción basal de OH característica de los machos (Jansson y cols. l98Sa,

1 985b). Para ésto ciertamente ha de existir la hipófisis.

Este efecto de la testosterona podría ser especie dependiente ya que sí que es capaz

de estimular el crecimiento en corderos hipofisectomizados (Gevers y cols. 1995). Por el

contrario la testosterona administrada, tanto de forma aislada como en combinación con la

OH, si aumenta la ganancia de peso corporal en ratas machos castradas e hipofisectomizadas

(Jansson y cols. 1983) o únicamente bipofisectomizadas (Woodward 1993).

Nuestras ratas machos tratadas con OMS y castradas tienden a presentar niveles

inferiores de IOF 1 y un contenido hipofisailo de OH disminuido, aunque las diferencias no

son significativas tal y como se ha descrito en animales normales castrados (Handelsman y

cols. 1987, Guang Ren y cols. 1989, Painson y cols. 1992). El tratamiento con PT en nuestras
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ratas tratadas con OMS eleva de manera significativa los niveles plasmáticos de IOF 1, tal y J
como cabria esperar tras observar su efecto estimulador del crecimiento. Así algunos autores

(Gabriel y cols. 1992), sugieren que la acción positiva de la testosterona sobre los niveles U
plasmáticos de IOF 1 junto con su acción anabólica contribuirían a promover el crecimiento

de los animales machos, si bien las concentraciones de IOF 1 en plasma no siempre reflejan su U
acción tisular.

El tratamiento con PT en nuestro caso, también revierte el ligero efecto de la U
castración sobre el contenido hipofisario de OH. El contenido de SS no se encuentra U
modificado por ninguna de las manipulaciones que llevamos a cabo en este modelo, aunque

no podemos discernir si existen cambios en la síntesis y liberación que permitan mantener el U
contenido, ya que en machos normales la castración, en general, disminuye el ARNm de SS

en el núcleo periventricular (Argente y cols. 1990, Wehrenberg y Giustina 1992), y sin J
embargo el contenido de SS en hipotálamo permanece constante (Gabriel y cols. 1989).

La castración en animales tratados con OMS, produce la normal elevación del U
contenido hipofisario de LII, aunque no detectamos cambios en el contenido de la LHRH

hipotalámica,. tal y como han descrito previamente otros autores (Badger y cols. 1982). Ésto U
puede deberse, probablemente, a una alteración producida por el OMS en la regulación de la

LHRH; se propone que un desarreglo a nivel hipotalámico seria causa, en parte, del J
hipogonadismo observado (Greely y cols. 1980, Jennes y cols. 1984, Handelsman y cols

1987). U
En el modelo OMS también observamos que la castración disminuye el peso de las U

vesículas seminales, efecto que se revierte por la administración de PT, tal y como se ha visto

en machos normales (Whalen y Edwards 1969) o hipofisectomizados (Scow y Hagan 1965)

U
aunque con dosis algo superiores. Sin embargo nuestro tratamiento, no es capaz de revertir el
aumento de la LII hipofisaija, ni modifica el contenido de la LI-IIIH hipotálamica. Una posible J
explicación a este hecho puede ser el tiempo transcurrido entre la castración y la instauración

de la terapia substitutiva con testosterona, al no haber comenzado justamente tras la U
operación (Conne y cols. 1982), o a que la dosis, a pesar de promover el crecimiento, Riera

insuficiente como para provocar cambios a nivel hipofisario e hipotalámico. En machos J
normales, se necesitan al menos 100 ¡.tg de PT, es decir una dosis superior a la utilizada por

nosotros, para revertir el efecto de la castración en el contenido LHRH en el hipotálamo y el U

U
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u
número de receptores para esta hormona en la hipófisis, existiendo además una respuesta

dosis-dependiente (Conne y cols. 1982).

4.3 Efecto de la administración de CH, aislada o en combinación

con Pr, sobre el crecimiento en la rata macho tratada con GMS.

La OH estimula el crecimiento longitudinal del hu~so en animales

hipofisectomizados (Isaksson y cols. 1987, Isgaard y cols. 1988).

En nuestros animales el tratamiento con OH de forma aislada o en combinación

con PT, consigue incrementar la velocidad de crecimiento tibial, ya Rieran animales

castrados o intactos (Tresguerres y cols. 1994, 1995), sin llegar en este caso, a alcanzar

la longitud del grupo control. La pérdida inicial de longitud tibial ocasionada por el

tratamiento con OMS no llega a recuperarse, al menos durante nuestro tiempo de

observación. Kovács y cols. (1996) administrando un análogo de OHRH, en animales

machos tratados con OMS, encuentran que la recuperación de la longitud tibial es

prácticamente total, pero el distinto método de medida podría justificar la discrepancia

con nuestros datos.

Sin embargo, el tratamiento con OH permite una recuperación total del peso con

respecto al grupo control, al igual que encuentran Kovács y cols. (1996). La OH no

parece hacer efecto, ni en peso ni en longitud tibial, hasta los 30-35 dias de vida a pesar

de que el tratamiento con OH se instauró a los 22 días de vida. No observamos un

aumento adicional en peso o en longitud por el tratamiento conjunto con PT y OH, a

pesar de que el PT por si solo flie capaz de incrementar la longitud tibial en nuestros

animales castrados (Tresguerres y cols. 1994, 1995).

En ratas hipofisectomizadas, se ha descrito que existe un efecto sinérgico del

tratamiento combinado con OH y PT sobre la evolución ponderal (Klindt’ y cols. 1990,

Woodward 1993), sin que otros autores llegaran a detectar por esta administración

conjunta, diferencias significativas en peso o en la longitud del cuerpo (Scow y Hagan

1965).

En nuestro caso parece ser que la elevada dosis de OH administrada, aumenta de

tal forma la velocidad de crecimiento que ésta no puede ser potenciada más aún por los

andrógenos (Tresguerres y cols. 1995).

153



Discusión U
Klindt y cols. (1990) apoyan esta idea ya que afirman que dosis elevadas de OH j

pueden enmascarar el efecto positivo del tratamiento con PT. Además el efecto de la OH

es prácticamente el mismo en nuestros animales tratados con OMS castrados o intactos. U
En ratas machos enanas se ha descrito que el tratamiento pulsátil con OH, produce la

misma respuesta en animales intactos que en animales castrados tanto en peso, como en J
longitud del cuerpo o crecimiento en longitud de la tibia (Oevers y cols. 1995).

El efecto de la administración de OH, que en nuestros datos no se comienza a U
detectar hasta los 30 días de vida del animal, se observa en ratas enanas tras solamente U
dos o tres días de tratamiento, al menos en peso (Sato y Frohman 1993, Martínez y cols.

1996). Crawford y cols. (1994) también encontraron, trabajando con ratas enanas, que a

pesar de comenzar el tratamiento con OH a los 28 días, el grupo tratado no comenzaba a

mostrar un peso superior al de su control hasta los 42 dias de vida.

Ni en machos tratados neonatalmente con anticuerpos anti-OHRH (Wehrenberg y

cols. 1984, CelIa y cols. 1990), ni en ratas mutantes deficitarias en OH (Charíton y cóls.

1988) se encuentran diferencias en peso, con respecto a sus controles, hasta los 25 días

de vida. Este fenómeno podría ser equivalente a lo que ocurre en el caso de los humanos, J
en los que la ausencia de OH no parece afectar al crecimiento fetal.

Los datos sin embargo, son contradictorios, ya que nuestros propios animales

tratados con OMS presentan valores inferiores a los controles en peso y longitud tibial

con anterioridad a ese periodo, aunque otras deficiencias hormonales, podrían explicar

las diferencias con otros modelos. CelIa y cols. (1994), encuentran que la administración

de anticuerpos anti-OHRH disminuye el peso desde los 6 días de vida. Ambler y cols. U
(1993) trabajando con ratas enanas han descrito un efecto estimulante en el peso

corporal, por la administración de bOH, a los 12 días de vida postnatal, sin encontrar U
efecto en la longitud nariz-cola, ni detectar tampoco respuesta si la administración era de U
IOF 1; Olasscok y cols. (1992) encuentran en ratas hipofisectomizadas a los 6 días de
vida un efecto estimulante en el peso y en la longitud de la cola tras tratamiento con J
rhOH de los 10 a los 18 días de vida, aunque en este caso también se reflejaría la falta de

otras hormonas hipofisarias.

Con todos estos datos, se admite que existe una dependencia parcial de OH y de

tiroxina en el crecimiento neonatal hasta las 3 semanas de vida, pasando entonces a ser

casi un fenómeno completamente dependiente de la hipófisis (Palmer y cols. 1994), por

U
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lo que el crecimiento postnatal va siendo cada vez más dependiente de la OH (Isaksson y

cols. 1987).

El tratamiento con OH, aislado o asociado con PT en animales castrados o

intactos tratados con OMS, aumenta tanto los niveles de IOF 1, como el peso del hígado

en nuestros animales, sin existir efecto aditivo entre ambas hormonas, como veíamos en

crecimiento. Tampoco Scow y Hagan (1965) encontraron efecto aditivo én el peso del

U hígado por la administración conjunta de OH y PT en ratas hipofisectomizadas. La OH

aumenta los niveles de RIF 1 tanto en ratas jóvenes enanas (Crawford y cols. 1994,

U Oargosky y cols. 1994), como en ratas hipofisectomizadas (Hunziker y cols. 1994). No

hay modificaciones en el contenido hipofisario de OH, al igual que veíamos en animales

U normales, y no se llegan a detectar variaciones en el contenido hipotalámico de SS. En

ratas hipófisectomizadas 5 días de tratamiento con OH aumentan en el contenido de SS,

restableciendo los niveles normales (Rogers y cols. 1988). No obstante en ratas enanas,

más parecidas a nuestro modelo, la administración de OH durante 3 días tampoco

modifica el ARNm de SS a pesar de producir un aumento ponderal y de los niveles de

IOF 1, así como una disminución en el ARNm de OHRH (Sato y Frohman 1993).

En el peso de las vesículas seminales no detectamos efecto trófico debido al

tratamiento con OH, al igual que se ha visto en ratas enanas (Crawford y cols. 1994);

únicamente detectamos incremento de peso en animales castrados si se acompaña de

administración de PT. Otros autores (Scow y Hagan 1965) utilizando ratas

hipofisectomizadas tampoco detectaron aumento del peso de las vesículas seminales por

tratamiento con OH, ni aumento adicional sobre el producido con el tratamiento con PT.

Estos datos indican que el efecto parece deberse únicamente a los andrógenos.

El contenido de LH en la hipófisis tiende a disminuir, ya se trate de animales

intactos o castrados, como consecuencia del tratamiento conjunto con OH y PT, quizá

debido a un aumento de la liberación, aunque no observamos ningún efecto si la

administración de OH o PT se realiza aisladamente. Tampoco Crawford y cols. (1994)

vieron modificación en los niveles plasmáticos de LH tras tratamiento con OH en ratas

enanas. Sin embargo, parece ser que en ratones (Chandrashekar y cols. 1988) y en ratas

(Ikeda y cols. 1994) transgénicas para hOH, sí se produce un estímulo de la secreción de

LH.
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El tratamiento conjunto de OH y PT, por otro lado, restablece el contenido U

hipotálamico de LHRH producido por el OMS, únicamente en los animales intactos, por

lo que parece que han de sumarse el efecto de los andrógenos endógenos con el U
tratamiento exógeno, en este modelo, para que existan modificaciones en la hipófisis y el

hipotálamo. U
5. ESTUDIO DEL CRECIMIENTO EN LA RATA HEMBRA U
5.1 Efecto de la administración de GH en la rata hembra normal U

En nuestro estudio la administración exógena de OH incrementa el crecimiento

tibial de la hembra normal, como ya vieron otros autores (Aspenberg y cols. 1985, Bak y

cols. 1990, Jorgensen y cols. 1991), y a diferencia de lo que hemos visto en él macho

normal. También aumenta el peso corporal, en concordancia con los datos existentes en

la literatura (Oroesbeck y cols. 1987, Gelato y cols. 1992, Byatt y cols. 1993). Las

curvas de peso y longitud tibial comienzan a separarse hacia los 35 días de vida, aunque

comenzamos el tratamiento a los 24 días de vida.

- Encontramos también un aumento en el peso del hígado, al igual que Byatt y cols.

(1993). Sin embargo, y a pesar de que éste guarda relación con los niveles circulantes de

IOF 1 (Handelsman y cols. 1987), sorprendentemente no encontramos ni modificaciones

en los niveles plasmáticos de IOF i, ni disminución en el contenido hipofisario de OH, al U
contrario de lo que encuentran otros autores (Oroesbeck y cols. 1987, Maiter y cols.

1990). U
No parece que la ausencia de incremento en los niveles de IOF 1 de nuestras

hembras, se deba a la elevación puberal fisiológica de esta hormona, como comentamos

en el caso de los machos, puesto que en otros estudios sí se detecta aumento en hembras

puberales (Oroesbeclc y cols. 1987), aunque no en todos los casos (Byatt y cols. 1993).

Parece ser que la OH puede actuar sobre el - crecimiento sin producir cambios en los

niveles plasmáticos de IOF 1 (Palmer y cols. 1994, Loveridge y cols. 1995), y que las

concentraciones locales de IGF 1 son mucho más importantes para el crecimiento qué sus

niveles circulantes (Flyvbjerg y cols. 1991). Nuestros datos apoyan este hecho, y también

Byatt y cols. (1993) al estudiar los efectos del tratamiento con OH, encontraron un
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aumento ponderal y en la longitud del fémur sin que existieran cambios significativos en

los niveles circulantes de IOF 1.

Nuestros resultados muestran una ligera tendencia a la disminución del contenido

de SS en el hipotálamo, aunque las diferencias no Rieron significativas. Lo mismo

observaron Maiter y cols. (1990), ya que ni siquiera las altas dosis de OH secretadas

durante 4 semanas por un tumor. implantado eran capaces de modificar la concentración

hipotalámica de SS, y aunque causaban una disminución de la concentración

hipotalámica de OHRH, era mucho menor que en el caso de los machos. Así, se acepta

que entre ambos sexos existe una sensibilidad distinta a la retroalimentación negativa de

la OH sobre la SS y la OHRH (Carlsson y cols. 1990, Maiter y cols. 1990>.

El tratamiento con OH aumenta el número de ciclos estrales irregulares, así como

los niveles plasmáticos de LH, sin llegar a producir modificaciones en el contenido

hipofisario de esta hormona, en el peso de útero o de los ovarios. Se postula que la OH

podría ejercer una acción trófica en el ovario (Gruaz y cols. 1994), aunque Oroesbeck y

cols. (1987), éon dosis elevadas de OH tampoco encuentran un efecto estimulador sobre

el peso ovárico. Como ya hemos comentado, parece ser que la OH estimula la secreción

de LH, y aumenta la expresión del gen de la subunidad 1~ de la LII (Ikeda y cols. 1994).

Ésto justificaría el aumento en los niveles plasmáticos de LH, sin producir modificaciones

a nivel del contenido hipofisario por existir un aumento simultáneo de la síntesis. La

modificación en la secreción normal de LH podría interferir - en la regularidad en los

ciclos. Otros autores (Gruaz y cols. 1994) no detectaron modificaciones ni en el

contenido hipofisario de LII ni en la longitud de lds ciclos estrales por la falta de OH.

De forma paralela a los estudios en rata macho quisimos observar el efecto de la

administración de OH sobre el crecimiento en la rata hembra deficitaria en OH, con

objeto de estudiar si existía un comportamiento diferente con respecto a la respuesta de

los machos.
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5.2 Efecto de la administración de GMS sobre el crecimiento en la

rata hembra U
En primer lugar, se observaron diferencias entre las medidas de longitud y peso U

en los dos experimentos en los que las hembras Rieron tratadas neonatalmente con OMS,

encontrando, en general un efecto menos marcado en el diseño experimental 63.1, al U
compararlas con sus correspondientes controles. No se detectó una razón aparente que

justificase las diferencias. Causas no determinadas pueden haber influido en que las U
hembras control del diseño experimental 6.3.2. Rieran ligeramente mayores, lo que

aumentaría sus diferencias con las ratas tratadas con OMS. U
En cualquier caso la administración neonatal de OMS en hembras provocó en

nuestros animales una disminución de la longitud tibial y del peso corporal menos U
drástica que la observada en machos tratados con OMS, sobre todo en el peso corporal.

Este hecho ya ha sido descrito tanto en peso (Corder y cols. 1990, Maiter y cols. 199 Ib, 2
Kubota y cols. 1994) como en la longitud tibial - (Maiter y cols. 1991b), aunque ésta

únicamente se evaluó al final del experimento.

En la longitud tibial no detectamos diferencias a los 25 días de vida como ocurría

en los machos, pero de nuevo, con el paso del tiempo el déficit de OH, lleva también en

las hembras a una longitud tibial a los 60 días inferior a la de los animales control (los U
machos presentan una reducción del 13%, las hembras del 4 y 7%, en los diseños 63.1 y

6.3.2, respectivamente). Las curvas de longitud de las hembras tratadas con OMS U
comienzan a separarse hacía los 40-45 días en el primer experimento (6.3.1>, mientras

que en el segundo (6.3.2) ya existían diferencias a los 36 días. U
Respecto al peso, en las hembras tratadas con OMS, existe una tendencia a

presentar valores inferiores, de tal forma que el peso final no llegó a ser j
significativamente menor en el primer experimento pero sí en el segundo. En ambos

casos el incremento ponderal Rie menor que el de sus controles y las curvas de evolución U
ponderal se separaban a lo largo del tiempo, como vieron Corder y cols. (1990). En

machos la diferencia en peso era notable desde los primeros días de vida (a los 60 días de

vida la reducción en peso de los machos Rie del 29%, y en hembras del 7 y 17% en el

primer y segundo experimento respectivamente), como ya se observó anteriormente

(Bakke y cols. 1978). En el caso de las hembras se han descrito que las diferencias con
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sus controles comienzan a los 25 días (MacDonald y Wilkinson 1990) o a los 35 días de

vida (Malozowsky y cols. 1995).

Se ha sugerido (Maiter y cols. 1991b) que el tratamiento neonatal con OMS en

hembras produce un efecto menos marcado, en el descenso del peso corporal, por el

desarrollo de una obesidad más severa, que en el caso de los machos. Ratones tratados

con OMS presentan dimorfismo en la capacidad de activar la termogénesis en la grasa

parda, de tal forma que la hembra presenta una supresión más específica, lo que

contribuiría a una disminución en el gasto energético y a un aumento en la eficacia

metabólica, pudiendo llevar al desarrollo de esa obesidad más severa en hembras

(Tokuyama y Himms-Hagen 1986, Maiter y cols. 1991b). Sin embargo no se explicarían

las diferencias en longitud tibial. Estos mismos autores también proponen que las

diferencias en crecimiento entre machos y hembras producidas por el tratamiento con

OMS, se deberían al distinto patrón secretor de OH. Se sabe que el tratamiento con

OMS disminuye la amplitud de los picos de secreción de OH (Clark y Robinson 1985a) y

que la secreción de OH en la rata hembra es más continua, con picos de menor amplitud

y más frecuentes que en el macho (Edén 1979, Painson y Tannenbaum 1991). Teniendo

en cuenta ambos factores, el tratamiento con OMS tendría un efecto menos drástico en

hembras, al disminuir unos picos de secreción de OH que per se son menores que en el

macho (Maiter y cols. 1991 a).

El tratamiento con OMS en nuestros animales hembras disminuyó el contenido

hipofisario de OH, al igual que sucedió en los machos y de acuerdo con los resultados

descritos por otros autores (Dada y cols. 1984, Corder y cols. 1990). También

descendieron los niveles plasmáticos de IOF 1 (Kubota y cols. 1994), el peso de la

hípófisis (Bakke y cols. 1978) y el peso del hígado (Handelsman y cols. 1987). No

encontramos modificaciones en el contenido hipotalámico de SS, pero en el caso del

diseño 6.3.2. hubo una tendencia a presentar valores inferiores al igual que encontraron

Maiter y cols. (199 ib).

No detectamos diferencias en el contenido hipofisario de LH, que se encuentra

disminuido según Redding y cols. (1971), como tampoco disminuye en hembras con el

tratamiento con anticuerpo anti-OHRH (Oruaz y cols. 1994). Los niveles plasmáticos de

LH solamente tienden a ser menores, diferencia que en los machos tratados con OMS era

significativa. Esta discrepancia entre los niveles plasmáticos de los machos y los de las
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hembras ya ha sido observada con anterioridad (Bakke y cols. 1978, Nemeroff y cols.

1981). Tampoco la disminución en el peso de útero u ovarios llegó a ser significativa,

aunque los datos de otros autores apuntan que se afecta principalmente el peso de los

ovarios (Redding y cols. 1971, Badger y cols. 1982, Villanúa y cols. 1992). A pesar de

todo ello las ratas tratadas con OMS mostraron un aumento en la aparición de ciclos

irregulares, como ya se ha descrito (Bakke y cols. 1978, Nemeroff 1981) y como reflejo

de la afectación sobre la regulación de LHRH (Nemeroff y cols. 1981, Dalkin y cols.

1985) U
5.3 Efecto de administración de GH sobre el crecimiento en la rata

hembra tratada con GMS

Al igual que en hembras normales y en machos deficitarios en OH, el tratamiento con

OH en nuestras hembras tratadas con OMS incrementa la longitud tibial. En este caso, y a

diferencia de lo observado en machos tratados con OMS, la recuperación de la longitud tibial

es total ya que las hembras tratadas con OMS y OH alcanzan la longitud tibial de las hembras

normales (Rol de Lama y cols. 1997), logrando una longitud tibial intermedia entre las

hembras normales y las normales tratadas con OH, que también responden como hemos visto

antes.

La respuesta en incremento ponderal es más marcada que la observada en longitud

tibial, ya que estos animales llegan a presentar un peso final que no difiere de las hembras

normales tratadas con OH, incluso con valores superiores a éstas. Esto demuestra que la

dosis de OH utilizada es muy elevada, ya que no se trata únicamente de compensar la falta de U
OH ocasionada por el tratamiento neonatal con OMS, sino obtener un crecimiento

suprafisiológico, que no pudo ser conseguido en animales machos normales con la misma U
dosis de OH y el mismo tiempo de tratamiento.

De igual forma que vinios en la longitud tibial, el tratamiento con OH incrementa el

peso del hígado por encima del valor de las hembras normales, y restaura los niveles normales

de IOF 1. Sin embargo y tal y como hemos descrito en otras ocasiones, no se modifica el

contenido hipofisario de OH, ni el contenido hipotalámico de SS, como tampoco se modifica

el ARiNm de SS en la rata enana (Sato y Frohman 1993).
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En ratas hembras tratadas con OMS se ha descrito, que tras 2 semanas de tratamiento

con OH, ni la recuperación ponderal ni la de los niveles hepáticos del ARNm de IOF 1, llega a

ser total (Malozowski y cols. 1995). La diferencia con nuestros datos parece deberse a que

tanto el tiempo de observación, como la dosis de OH administrada por estos autores Rie

menor que en nuestro caso.

En este modelo el tratamiento con OH llega a producir un incremento significativo en

el peso del útero y los ovarios, mientras que en hembras normales sólo existía cierta tendencia

en este sentido. Apane de la posible acción trófica de la OH (Oruaz y cols. 1994), ésta parece

tener un papel en la fUnción ovárica ya que, en este modelo restaura la producción de ARNm

de IOF 1 en el ovario (Malozowski y cols. 1995).

El tratamiento con OH en hembras con OMS, al igual que vimos en hembras

normales, aumenta la secreción de LH, sin llegar a modificar el contenido de la hormona en

hipófisis. No obstante, no se produce una mejoría en la regularidad de los ciclos estraies, ya

que el aumento en la secreción de LII, no implica que dicha secreción ocurra con el patrón

fisiológico normal. -

Vistos los distintos resultados obtenidos en machos y hembras tratados con OMS y

OH, parece que en las hembras tratadas con OMS el tratamiento con OH es más efectivo que

en el macho. Se ha descrito (Wakabayashi y cols. 1986), que la respuesta secretora de OH

al estímulo con OHRH era comparable entre las hembras normales y las tratadas con

OMS, mientras que en los machos tratados con OMS la respuesta era menor que la de

sus controles. Wakabayashi y cols. (1986) también encontraron que la reducción en los

valores plasmáticos basales de OH, era mayor en machos que en hembras tratadas con

OMS. Estas diferencias de efecto puede que se deban, como ya hemos comentado,- al

distinto patrón secretor de OH en hembras y machos. De la misma forma, parecen no

responder igual a su administración exógena. Así en ratas enanas, se ha visto que las

hembras son más sensibles al tratamiento con infusión continua con OH que los machos

(Oevers y cols. 1995).

Una vez descritos los efectos por tratamiento con OH tanto en la rata normal como

deficitaria en OH, y ya que la hembra parece ser un modelo más adecuado para estudiar el

crecimiento, investigamos en ellas que efecto producía la administración del péptido

hipotalániico OHRH.
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54 Efecto sobre el crecimiento de la administración continua de j
GHRH, de forma aislada o combinada con SS, en la rata hembra U
normal

U
La administración continua de OI-IRH no produjo en nuestros animales ninguna U

modificación en el patrón normal de crecimiento de la tibia, ni en la evolución ponderal, al

igual que observaron Clark y Robinson (1985a) o Robinson y Clark (1987). U
Tampoco detectamos modificaciones en el contenido hipofisario de OH, tal y como

se ha descrito anteriormente (Clark y Robinson l98Sa, Robinson y Clark 1987), en el peso de U
la hipófisis, como ya señalaron Clark y Robinson (1985a), en los niveles plasmáticos de IOF 1

o en el contenido hi~otalámico de SS. Se ha descrito que la hembra responde a cada estímulo U
con OHRH sin períodos refractarios con un pico secretor de OH (Robinson y Clark 1987,

Painson y Tannenbaum 1991). Parece ser que el patrón de estimulación óptimo de OHRH a j
mvel del sistema porta hipofisario sólo se alcanzaría mediante una administración pulsátil,

mientras que presumiblemente con la inRisión continua se está superando, el nivel de j
secreción endógena de OHR}I (Clark y Robinson 1 985a) y por lo tanto habrá una continua

llegada a la hipófisis. Kovács y cols. (1994) proponen que la administración continua de

OHRH a una dosis suficientemente elevada estimularía el crecimiento, evaluado como peso.

Nosotros utilizamos una dosis (600 ¡g/día) muy superior a la de estos autores, (36 ¡.igldía de j
un análogo de OHRFI, con una potencia 1,6 veces superior al OHRH (1-29) NH

2, sin

encontrar ningún cambio en la evolución ponderal. Además se trata de animales hembras en U
los que hemos sido capaces de estimular el crecimiento al tratarlas con OH. U

Nuestro tratamiento con OHRH administrada de forma continua y combinada con SS

tampoco ocasioné ningún cambio ni en la longitud tibial ni en el peso corporal. Con este tipo U
de tratamiento buscábamos potenciar el efecto del OHRH, ya que se sabe que la

administración aislada de un análogo de somatostatina de larga duración (Octreotida), U
prácticamente elimina los pulsos secretores espontáneos de OH durante 3 horas, y mantiene

unos niveles plasmáticos de OH reducidos durante al menos 6 horas, mostrando después una U
respuesta de OH aumentada al estimulo con OHRH (Turner y Tannenbaum 1995). La SS

permitiría que la OH se acumule en la hipófisis, por lo que aumentaría la cantidad de OH que j
puede ser liberada tras estímulo con OHRH (Lima y cols. 1993, Turner y Tannenbaum 1995).
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Además, intentamos imitar la secreción fisiológica de SS por lo que se procedió a la inyección

del análogo a las 5 de la tarde, hora en la que en condiciones normales, no hay sécreción

espontánea marcada de OH, es decir, el tono somatostatinérgico es alto (Lima y cols. 1993).

Cuando administramos GHRH y SS de forma combinada, no encontramos

modificaciones en ninguno de los parámetros estudiados, salvo una disminución del peso de la

hipófisis, en la que las somatotropas y lactotropas conforman la mayoría de la glándula

(Gelato y cols. 1992), probablemente debido a que la SS inhibe el efecto trófico de OHRH

sobre las somatotropas (Devesa y Tresguerres 1996).

El estudio hormonal, en el que no detectamos ninguna modificación, corrobora la

ineficacia del tratamiento combinado OHR.H-SS sobre el crecimiento. Ésto puede deberse a

una dosis insuficiente de análogo de 55 (2 ¡.±g/ratadia), ya que las dosis utilizadas por otros

autores Rieron superiores (Flyvbjerg y cols. 1991, Turner y Tannenbaum 1995) y no Rieron

administradas junto con OHRH. Sin embargo, los niveles circulantes de SS en la rata estañan

entre 40-300 pg/ml (Spencer yHaIlet 1985), y nuestro tratamiento con SS es muy superior a

esos niveles circulantes y superior a la dosis que en humanos suprime perfectamente la

secreción de OH, (4,5 ~tg/Kg),(Wilson y Tanner 1994). Pese a ello no conseguimos ninguna

modificación en el efecto de la administración continua de OHRH.

Una posibilidad es que al tratarse de animales hembras, y tener un patrón de secreción

de OH más irregular, y una secreción más constante de SS, (Clark y Robinson 1985b,

Painson y Tannenbaum 1991), no sean tan sensibles a la administración de este péptido, ya

que según proponen Robinson y Clark (1987) y Painson y Tannenbaum (1991) el patrón

secretor de OH en la hembra dependería más de OHRH que de SS.

De hecho se ha descrito en hembras que la neutralización de la SS con anticuerpos

incrementa el peso corporal (Spencer y Hallet 1985), y aumenta los niveles plasmáticos de

OH (Painson y Tannenbaum 1991). Su administración continua no modifica el peso corporal

(Spencer y Hallet 1985, Robinson y Clark 1987, Clark y Robinson 1988), aunque sí

disminuye la tasa de crecimiento tibial (Robinson y Clark 1987, Clark y Robinson 1988),

mientras que su administración pulsátil, más parecida al patrón secretor de OH del macho, -

aumenta el peso pero no es capaz de modificar la longitud tibial (Robinson y Clark 1987,

Clark y Robínson 1988). Este último resultado contrasta con lo que cabria esperar al “imita?’

el patrón secretor de los machos. De todas formas, e independientemente de sus efectos sobre
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el crecimiento, ambas pautas de administración de SS permiten que las reservas de OH en la

hipófisis aumenten (Clark y cols. 1988, Clarky Robinson 1988).

Tampoco detectamos ningún cambio en el ciclo estral por ninguno de estos

tratamientos. Parece ser que el tratamiento con OHRH tampoco modifica la entrada en la

pubertad (González y cols. 1989).

Ya que el tratamiento con OMS produce un déficit de OHRH quisimos estudiar que

efecto podía tener sobre el crecimiento la reversión de este déficit.

5.5 Efecto de administración continua de GHRH, de forma aislada o

combinada con SS, en la rata hembra tratada con GMS

Hemos utilizado 2 inyecciones al día de OHiRH, e infUsión continua de forma aislada

o en combinación con SS. Ninguno de estos tratamientos ha sido capaz de modificar el U
patrón de crecimiento observado tras el tratamiento neonatal con OMS. Se detectó U
únicamente una tendencia a incrementar el peso corporal mediante la administración en

inyecciones, pese a que la dosis era inferior que en la administración continua.

U
Nuestros resultados no están de acuerdo con los de Kovács y cols. (1995) en

ratas hembras tratadas con OMS, ya que estos autores sí que encuentran un efecto U
estimulador sobre el peso corporal, por el tratamiento con un análogo de OHRH de

doble potencia que el OI-IRH(l-29) NH2, con una única inyección al día de 10 ~tg,e U
incluso un aumento moderado en este parámetro por infusión continua. Por otro lado,

dos dosis al día de 2 p.g de otro análogo (JI-38) revertían totalmente la deficiencia j
ocasionada por el tratamiento con OMS en ratas hembras Sprague Dawley, tanto en peso

corno en la longitud tibial (Kovács y cols. 1996), aunque esta medida se realizó con un J
calibre, con lo que no siempre se ejerce la misma presión sobre los tejidos -circundantes

de la tibia. Nuestras dosis de OI-IRH son muy superiores que las utilizadas por estos U
autores, y mantenidas a más largo plazo, y sin embargo no pudimos detectar ninguna

modificación, salvo la ligera tendencia al incremento ponderal con la administración en J
inyecciones. La distinta ruta de administración (i.m. vs sc. o i.p.), o las diferencias entre

los análogos y el péptido utilizado por nosotros, así como la distinta cepa de los animales

podrían justificar las diferencias. -
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No encontramos modificaciones en el peso del hígado, ni en los niveles

plasmáticos de IOF 1 en nuestras hembras tratadas con OMS, de acuerdo con los

resultados de otros autores en este modelo (Hu y cols. 1993). No obstante, sí aumentó el

contenido hipofisario de OH, únicamente en los animales sometidos a inyecciones,

demostrando que con este tratamiento se alcanzan niveles efectivos de OHRH a nivel de

la hipófisis, y se recupera el déficit de OHIRH ocasionado por el OMS, posiblemente

incrementando la síntesis de OH. A pesar de ello, este tratamiento no es capaz de

promover una liberación suficiente de OH, que incremente los niveles plasmáticos de

JOF 1 y el crecimiento. Este aumento de contenido hipofisario de OH por tratamiento

con OHRH administrado de forma intermitente se ha descrito en animales tratados con

OMS y OHRH, tanto machos (Clark y Robinson 1 985a) como en hembras (Kovács y

cols. 1996). Otros autores (Hu y cols. 1993) no detectaron cambios significativos a este

nivel, pero sus datos muestran una clara tendencia a aumentar el contenido y el ARNm

de OH en hipófisis. La administración continua de OHRH, por el contrario no producía

cambios en el contenido de OH (Clark y Robinson 1985a).

Ninguno de los tratamientos ocasionó modificaciones en el contenido de SS en

hipotálamo, como sucedía en la hembra normal.

La inefectividad de nuestros tratamientos para incrementar la longitud tibial, y el

peso corporal puede deberse a la corta duración del incremento de OH en plasma

ocasionada por la administración de OHIRH en inyecciones, ya que la recuperación de los

valores plasmáticos basales de OH tras estímulo con OHRH se produce a los 15 minutos

(Coude y cols. 1984). Este argumento ya fUe apuntado por Oonzález y cols. (1989) en la

rata hembra normal, tratada con el mismo péptido que usamos nosotros y en la misma

cepa, en las que no encontraron ningún cambio en la evolución ponderal, ni en la

longitud corporal, ni en el peso de los órganos. Del mismo modo que en la hembra

normal no hubo respuesta por la administración combinada de OHRH y SS en ninguno

de los parámetros estudiados.

Al igual que describimos en el caso de la hembra normal no se detectó ningún

efecto estimulador sobre el peso del útero o de los ovarios, ni en los niveles plasmáticos

de LII. Tampoco se detectaron más modificaciones en los ciclos estrales que las ocasionadas

por el tratamiento neonatal con OMS.
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Ya que las respuestas del patrón de crecimiento a los distintos tratamientos diferían U

entre machos y hembras, y para estudiar este dimorfismo con más profundidad llevamos a

cabo un experimento en el que se manipuló neonatalmente la difer~nciación dimórfica del U
hipotálamo. U
8. EFECTO DE LA ALTERACIÓN EN LA DIFERENCIACIÓN SEXUAL DEL U
HIPOTÁLAMO SOBRE EL CRECIMIENTO.

La castración neonatal de los machos llevó a una disminución en la velocidad de U
crecimiento, y a una longitud tibial final inferior que la de los machos normales, hecho U
descrito anteriormente por otros autores (Jansson y cols. 1984, l985a, 1985b). No

detectamos ninguna diferencia en la longitud tibial al tratar neonatalmente a las hembras con U
PT (hembras PT). Sin embargo la longitúd final de los machos castrados fue superior a la

observada en hembras. La diferencia entre machos castrados y ambos grupos de hembras se U
fue acentuando a lo largo del tiempo, ya que al comienzo de la observación, a los 23 días de

vida, no existían diferencias entre ellos. U
Las diferencias en peso que encontramos entre machos normales y castrados

neonatalmente, ya habían sido descritas anteriormente (Chowen y cols. 1993), y Rieron más U
patentes que las que observamos en longitud tibial. En las hembras tratadas con PT U
detectamos una tendencia a incrementar su peso corporal, a pesar de que las diferencias con

el peso de las hembras normales no llegaron a ser significativas. Por otra parte, el incremento U
ponderal observado en las hembras PT, no Rie suficiente como para que hubiese diferencia en

el peso final frente a los machos castrados neonatalmente, que a su vez presentaban un peso U
final superior a las hembras normales. Anteriormente se había descrito que este tratamiento

determinaba un aumento significativo, tanto ponderal (Somana y cols. 1978, Chowen y cols. J
1993) como de la longitud del-cuerpo (Somana y cok. 1978).

Las hembras PT mostraban estro constante en el estudio de los frotis vaginales, como U
ya observaron otros autores (Chowen y cols. 1993, Dueñas y cols. 1994). La falta de

ciclicidad revelaría la existencia de una secreción tónica de gonadotropinas, lo que demuestra U
la correcta administración del fánnaco. También detectamos una disminución del peso del

útero y de los ovarios, aunque algunos autores sólo encontraron diferencias en el peso de los j
ovarios (Piilla y cols. 1993). Igualmente se comprobó que los machos estaban bien

U
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castrados; no presentaban separación balano-prepucial y mostraban una disminución muy

marcada en el peso de las vesículas seminales como consecuencia de la falta de andrógenos.

La castración neonatal llevó a una disminución del peso hepático en machos, mientras

que en hembras no encontramos ninguna diferencia significativa entre las tratadas con PT y

las no tratadas. Los machos castrados y las hembras, independientemente de su tratamiento

neonatal, presentaron un peso hipofisario similar, que tendía a ser superior al de los machos

normales, tal y como han descrito Somana y cols. (1978), aunque otros autores encontraron

un efecto estimulante sobre el peso hipofisario por el tratamiento neonatal con testosterona en

hembras (Jansson y Frohman 1 987b).

En vista de los resultados obtenidos parece que el tratamiento neonatal con

testosterona en las hembras, no es capaz de masculinizar totalmente el patrón secretor de OH

de forma que se llega a modificar el patrón de crecimiento en longitud tibial, aunque sí existe

un ligero efecto en el peso corporal.

Fishman y cols. (1993), encontraron que el tratamiento neonatal con testosterona en

hembras no modificaba el patrón secretor de OH. Lo mismo encontraron Jansson y Frohman

(1 987b), pero si el tratamiento con testosterona neonatal se acompafiaba de castración

neonatal, aparecían unas alturas de los pulsos secretores y unos niveles medios de OH

similares a los de los machos, aunque más irregulares y con valores basales más altos. El

contenido de OH en la hipófisis se igualaba también con el 4e los machos. De forma
y-

semejante, el tratamiento neonatal con testosterona (Jansson y cols. 1 985a), reforzado o no

del mismo tratamiento en el animal adulto, estimulaba la longitud tibial en hembras

gonadectomizadas neonatalmente, mientras que no encontraron un efecto significativo por la

castración neonatal aislada, ni a los 60 ni a los 100 dias de vida. Estos autores (Jansson y cols.

1984) habían descrito anteriormente un efecto estimulante de la longitud tibial por la

gonadectomía neonatal. Con estos datos Jansson y cols. (1985a, 1987b) proponen, al igual

que Fishman y cols. (1993), que la secreción ovárica, podría ejercer un papel inhibidor del

efecto masculinizante de la testosterona administrada neonatalmente en la secreción de OH,

ya que la mucosa vaginal cornificada indicaría la existencia de secreción de estradiol (Jansson

y Frohman 1 987b), tal y como apreciamos nosotros con la presencia de una fase de estro

constante en los frotis vaginales de estas ratas.

Estos autores (Jansson y cols. 1 985a), no presentaban medidas de la longitud tibial en

hembras intactas tratadas neonatalmente con PT, y basaban su hipótesis del efecto inhibidor
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de la secreción ovárica en las diferencias entre hembras gonadectomizadas, y

gonadectomizadas tratadas con PT. A pesar de ello, nuestros datos apoyan su hipótesis dada

la falta de efecto en longitud tibial debida al tratamiento neonatal con PT, y también los datos U
de otros autores que demuestran la falta de efecto sobre el patrón secretor de OH.

Asimismo se sabe que los estrógenos inhiben el crecimiento longitudinal de la tibia U
(Jansson y cols. 1983, 1985b) y la ganancia de peso (Jansson y cols. 1983, 1985b, Shulman y U
cols. 1987, Borski y cols. 1996) en hembras gonadectomizadas. También impiden el aumento

de los niveles circulantes de IOF 1 que se produce en la hembra tras la castración (Borski y U
cols. 1996).

De hecho parece que para lograr una masculinización total del patrón secretor de OH U
y una tasa de crecimiento prácticamente idéntica a la del macho en animales hembras, éstas

han de ser gonadectom.izadas neonataintente, y tratadas no sólo neonatalmente sino también U
de adultas con testosterona (Jansson y cois. l985a, Jansson y Frohman 1987b, Wehrenberg y

Giustina 1992). También los trabajos de Chowen y cols. (1993) apoyan esta hipótesis ya que U
el tratamiento con testosterona en hembras adultas, que aumenta el peso, y la longitud tibial

según Joss y cols. (1962), no promueve el incremento ponderal con la misma eficacia que en U
las hembras que además fueron tratadas con andrógenos neonatalmente, si bien - siguen

pesando menos que los machos normales. U.
Por otra parte, en nuestros datos los machos castrados neonatalmente muestran U

valores superiores a las hembras normales tanto en longitud como en peso, lo que parece

indicar que tampoco se logró una completa feminización de su patrón de crecimiento. U
Los estudios de Jansson y cols. (1984) también presentan unas tasas de crecimiento

en el macho gonadectomizado neonatalmente ligeramente superiores a las hembras normales.

Sin embargo, estas tasas de crecimiento longitudinal están calculadas en base al crecimiento

en los 2 últimos días de experimentación, tiempo comprendido entre el marcaje del cartilago y U
el sacrificio del animal, por lo que pequeñas diferencias en el valor obtenido, y suponiendo

que se mantenga la misma evolución, pueden dar lugar a que la ditérencia en la longitud tibial U
vaya aumentando a lo largo del tiempo.

Por otra parte el peso corporal de los machos castrados neonatalmente es superior al U
de las hembras normales (Jansson y cols. 1984, 1985b, Chowen y cols. 1993), separándose

paulatinamente a partir de los 40 días, de forma similar a lo que se observa en nuestros datos. J
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Dado el papel inhibidor que la secreción ovárica de las hembras ejerce sobre el

crecimiento, se podría suponer que los machos también necesiten una exposición a estrógenos

para lograr un crecimiento idéntico a éstas. De hecho, la exposición a estrógenos en machos

adultos, castrados o no, modifica también el patrón secretor de la OH, aumentando sus

niveles basales, disminuyendo los intervalos entre los picos, y disminuyend¿ la ganancia de

peso del animal (Painson y cols. 1992).

En el caso de los machos, la tasa de crecimiento tibial se ve más afectada cuando la

gonadectomía se lleva a cabo en la etapa neonatal que en la prepuberal. El tratamiento

neonatal con testosterona en machos castrados neonatalmente permite una recuperación total

de la ganancia ponderal, pero en el caso de la tasa de crecimiento en longitud de la tibia sólo

es parcial (Jansson y cols. 1 985a). Tampoco se logra una -reversión total del efecto de la

castración neonatal de los machos sobre el patrón secretor de OH si no se acompaña de

tratamiento neonatal y en edad adulta con testosterona (Jansson y Frohman l987a, Argente y

cols. 1990).

De todos estos datos se deduce que los esteroides gonadales parecen ser importantes

no sólo en la etapa neonatal sino también en la vida adulta (Argente y cols. 1990, Maiter y

cols. 1991 a), para mantener tanto el crecimiento, como el patrón secretor de OH propio de

cada sexo en animales adultos (Argente y cols. 1990, Maiter y cols. l991a, Painson y cols.

1992, Wehrenberg y Ojustina 1992, Chowen y cols. 1993, 1996b).

Un último aspecto a estudiar es la existencia de crecimiento compensatorio en la rata

macho, fenómeno que se ha descrito en conejos (Baron y cols. 1994) y en humanos (Arrigo y

cols. 1995), y que se produce tras períodos de no crecimiento ocasionados por enfermedad,

malnutuición u otras causas (Hermanussen y cols. 1996).

7. ESTUDIO DEL PROCESO DE CRECIMIENTO COMPENSATORIO

PRODUCIDO TRAS AYUNO E INGESTA REDUCIDA Y SU POSIBLE

POTENCIACIÓN POR ADMINISTRACIÓN EXÓGENA DE GH EN LA RATA

MACHO NORMAL O DEFICITARIA EN GH.

Tratamos de estudiar la existencia de crecimiento compensatorio en la rata macho tras

un periodo de arresto del crecimiento, producido por la restricción de nutrientes. La
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restricción de ingesta utilizada en nuestro caso fue del 70%, sin enriquecerla en proteínas,

precedida por 1 ó 2 días de ayuno total.

La malnutrición en general y la deficiencia proteica en particular llevan a un fallo en la U
ganancia de peso y del crecimiento esquelético (Phillips 1981, Thissen y cols. 1991, Harel y

Tannenbaum 1993, 1995, Tirapegui y cols. 1994, Yahya y Millward 1994, Yahya y cols U
1994). Así Yahya y cols. (1990) consiguen una completa inhibición del crecimiento en U
animales jóvenes con 3 días de dieta baja en proteinas y Tawa y Oolberg (1992) afirman que

el crecimiento cesa en ratas jóvenes con dietas por debajo del 5-8% en proteínas, aunque no -

disminuya la cantidad de calorías. En nuestro caso la ingesta de proteínas está muy cerca del U
límite que estanca el crecimiento, pero además se une la severa restricción energética, con lo U
que el efecto es muy evidente.

Nosotros no tratamos de establecer diferencias en la recuperación del crecimiento U
mediante distintos regímenes de realimentación sino de esclarecer la dinámica del proceso de

crecimiento compensatorio y sus diferencias con el peso corporal, por lo que las ratas fueron U
realimentadas adIibítum.

Se realizó un análisis de regresiÓn lineal para intentar detectar variaciones en las U
pendientes del peso y de la longitud tibial. A pesar de que hemos visto que el crecimiento no

es un proceso lineal, y por tanto no parecería muy adecuado un análisis de este tipo, j
pensamos en eliminar precisamente interferencias con la pulsatilidad, ya que la coincidencia

con un miiestirón podía influir en los incrementos calculados. También se excluyó de estos -‘ U
cálculos el primer dia de realimentación, ya que existe un incremento muy importante en peso

Uen ese primer día de realimentación que aumentaría notablemente el valor de la pendiente

enmascarando la estimulación posterior. Como ya hemos comentado, existe una rehidratación U
del organismo al comenzar la realimentación (Zhao y cols. 1995), lo que puede estar

contribuyendo a la ganancia ponderal. Para estudiar la evolución de la longitud tibial en los U
mismos períodos de tiempo, también se excluyó el primerdía.

U
En el primerexperimento utilizamos animales jóvenes en los que el período de ingesta

reducida se realizó a los 32 días de vida. Durante este período la falta de nutrientes llevó a J
una disminución significativa del incremento en longitud, al comparar con los animales con U
dieta normal como ya se ha descrito (Tirapegui y cols. 1994, Yahya y cols. 1994,

Hermanussen y cols. 1996). En el crecimiento tibial no encontramos un incremento superior a
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los controles ni en los primeros días de realimentación, ni después. Tampoco se detectó un

aumento en la pendiente <le la recta de regresión lineal de los valores de longitud tibial de

todo el periodo tras el ayuno.

La pérdida ponderal ocasionada por el ayuno tampoco se recupera totalmente, al

menos dentro del periodo de observación, a pesar de que en el primer día en el jue los

animales tuvieron acceso ad lib ítum a la comida, se observó un incremento ponderal

importante, coincidiendo con las observaciones de otros autores (Mosier y Jansons 1975,

Phillips y Young 1975, Mosier y cols. 1978, Tannenbaum y cols. 1979, Zhao y cols. 1995).

En el análisis de regresión lineal del peso, a diferencia de lo que ocurre en la longitud tibial,

todos los grupos sometidos a ayuno presentaban una mayor pendiente que los controles no

ayunados, es decir tienden a recuperar el peso más que la longitud.

- La administración de OH no determina ningún efecto adicional, ni en el incremento de

longitud tibial ni en el de peso (Tresguerres y cols. 1994, 1995), de igual forma que vimos

con el tratamiento crónico con esta hormona. No existen muchos estudios en los que la

administración de OH se haya realizado simultáneamente a la instauración de la

realimentación. En ratas malnutridas desde el nacimiento, la administración de OH producía

un ligero efecto adicional al de la realimentación en la ganancia de peso corporal sin que se

modifiquen los niveles de IOF 1 (Zhao y cols. 1995). En este caso la malnutrición es crónica y

además puede obtenerse un efecto por el tratamiento con OH por incluir animales hembras,

en las que hemos visto que la OH sí estimula la ganancia ponderal. En hembras incluso se ha

descrito que la OH tendría efecto durante la restricción crónica de la ingesta, reviniendo la

disminución en el crecimiento tibial, del fémur, y del peso corporal (Azain y cols. 1995).

Además, Dearden y Mosier (1974) en machos de la cepa Long -Evans de 42 días,

encontraron tras 2 días de ayuno, una mínima respuesta de crecimiento compensatorio en la

longitud tibial, entre los 3 y los 7 días después de la realimentación, para luego mantener una

tasa normal de crecimiento, señalando que las diferencias en longitud ocasionadas por al

ayuno persistían a los 21 días de realimentación. Mosier y Jansons (1975, Mosíer y cols.

1978), sostienen que con la reallinentación se produce una recuperación total del peso ideal y

de la longitud tibial. Sin embargo, a los 28 días de la realimentación an-ibos parámetros

tendían a ser inferiores en los animales sometidos a ayuno. Puede que transcurrido un tiempo

mayor nuestras ratas pudieran recuperar totalmente su peso, aunque no parecen seguir esa

tendencia en la longitud tibial.
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Como hemos visto la rata macho parece crecer a una velocidad máxima dificil de U

incrementar, por lo menos en animales jóvenes. Phillips y Young (1975) y Phillips (1981),

detectan que el ayuno produce una disminución en la incorporación de SO4 al cartílago, que U
se revierte con la realimentación, especialmente con dietas ricas en proteínas, aunque esa U
incorporación no aumenta por encima de los niveles observados en los animales control.

Tampoco Mosier y cols. (1978), encontraron una mayor incorporación de SO4 transcurridos U
14 días de realimentación, no obstante aumentó puntualmente por encima del control a los 21

días y volvió a descender a los 28. U

En vista de los resultados obtenidos, pasamos a estudiar este fenómeno en la rata U
macho deficitaria en OH. Además cabía la posibilidad de la influencia de la edad, por lo que el

período de ingesta reducida se desplazó a los 59 días. U
En este caso no hubo prácticamente crecimiento en longitud tibial de los animales

normales ayunados, de acuerdo con los resultados de otros autores, (Dearden y Mosier 1974,

Hennanussen y cols. 1996). Puede que la restricción de dieta, supusiera un régimen más

Udrástico en estos animales de mayor peso, y por tanto con efectos más acusados, a pesar de

que la dieta se aumentó de 4 gdía en el primer experimento a 6 g/día, con lo que la U
disminución del 70% de la dieta se ajustó al mayor peso del animal.

En el primer día de realimentación, detectamos un incremento superior de la longitud

tibial en los animales normales sometidos a ayuno frente a sus controles no ayunados, pero U
éste parece ser un hecho aislado, ya que no volvió a repetirse, ni se observó en los animales U
tratados con OMS - En los días posteriores, no se observó ninguna tendencia a la recuperación

de la longitud tibial en los grupos sometidos a ayuno, ya fueran normales o tratados con U
OMS.

El tratamiento con OH, tendía a aumentar la pendiente de la recta de regresión lineal U
de la longitud tibial, pero sólo llegó a ser diferente del grupo tratado con OMS y sometido a

ayuno cuando el tratamiento comenzaba a los 65 días de vida, es decir 4 días después de U
finalizar ej ayuno, observándose el mismo efecto en el peso.

En este caso, y a diferencia de lo observado en animales más jóvenes (sometidos a J
ayuno a los 32 días), es importante resaltar que el menor incremento de longitud tibial en los

U
animales normales no fue tan severo como para que llegaran a existir diferencias significativas
en la longitud tibial con respecto a los animales con dieta normal. Esta discrepancia podría U
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explicarse en base a que existe una caída gradual en la velocidad de crecimiento (Walker y

Kember 1 972a). Por tanto, la disminución en la tasa de crecimiento por al ayuno, en animales

que per se están creciendo menos, hace que la perdida potencial - ocasionada no sea tan

marcada como cuando la tasa de crecimiento es muy superior. -

De nuevo la realimentación determinó un incremento ponderal superior en el primer

día de realimentación, sobre todo en los animales normales, cuya perdida ponderal también

fUe más importante, tanto si se expresan los resultados en valores absolutos como en

relativos.

En las ratas tratadas con OMS la tibia continúa su crecimiento durante el ayuno

mientras que sus correspondientes controles ayunados dejan de crecer. Su pérdida ponderal

es igualmente menor que en los animales normales. Este hecho podría deberse a que los

animales tratados con OMS presentan una ingesta reducida (Redding y cols. 1971), por lo

que al recibir la misma cantidad de pienso que los controles su régimen de restrícción

alimentaria es menos severo. Otras alteraciones producidas por el tratamiento con OMS

como la obesidad que desarrollan los animales, podrían contribuir también a la diferente

respuesta. También la menor actividad fisica que se ha observado en ratones tratados con esta

sústancia (Tokuyama y Himms-Hagen 1986) podría contribuir a un gasto energético más

reducido.

Todos los grupos sometidos a ingesta reducida tienden a recuperar su peso al

realimentarse, no existiendo diferencias significativas en el peso final entre los animales con

dieta normal y los sometidos temporalmente a ayuno. Estos últimos presentan un valor

ligeramente inferior, que posiblemente se igualaría con el tiempo. De hecho Ziegler y cols.

(1995), con una cepa diferente de ratas pero de edad similar a las nuestras, encuentran que la

recuperación del peso tras 3 días de ayuno total, un tratamiento algo más drástico que el

nuestro, ocurre con tan sólo 3 días de realimentación.

- En ún tercer estudio utilizamos animales aún mayores, ya que el ayuno comenzó a los

77 días de vida, y prolongamos el periodo de restricción al acceso de comida, para descartar

que el tiempo utilizado con anterioridad, a pesar de disminuir el crecimiento, no fuera

suficiente como para disparar un período de crecimiento compensatorio.

No se detectó un incremento superior en longitud tibial en los días de realimentación

mas tempranos, ya fueran animales normales o tratados con OMS. Sin embargo, el análisis de
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regresión lineal de todo el período posterior al ayuno, por primera vez arrojó una pendiente j
superior en los grupos con ayuno, es decir, existía una tendencia a recuperar la longitud

perdida aunque se trata de una recuperación muy lenta y gradual. U
El tratamiento con OH a los animales adultos deficitarios en esta hormona estimula el

crecimiento en longitud tibial tanto si se comienza más tempranamente como cuando se U
comienza 4 días después de finalizar el ayuno, aunque este último régimen es U
proporcionalmente más efectivo. Este efecto se observó también en la ganancia de peso. Cabe

la posibilidad de que el tratamiento con OH nada más terminar el ayuno, llegue a tener efecto U
en estos animales, porque son animales mayores que en el experimento anterior (con ingesta

reducida a los 59 días de vida). Su velocidad de crecimiento es mferior, y por tanto U
teóricamente más fácil de ser potenciada, aunque también puede deberse a que el tratamiento

con OH se prolongó un día más. La dosis se aumentó a 2 Ul/rata/día para que fuera U
equivalente en peso a la que recibieron los animales más jóvenes. El efecto de la OH también

se reflejó en una pendiente superior en la evolución de la longitud tibial. U
La evolución ponderal fue similar a la observada en los animales sometidos a ayuno a

los 59 días. La recuperación con la realimentación, en este caso, flie más rápida y completa en U
los animales normales, al igual que vieron otros autores con animales de edad similar

(Gruenewald y cols. 1996); mientras que en los tratados con OMSla recuperación parece ser U
más lenta y puede incrementarse por el tratamiento con OH.

Para evidenciar la posibilidad de un efecto de “rebote” en crecimiento y peso, tras el U
ayuno, procedimos a calcular una modificación de la medía móvil, tal y como se ha descrito

U
en material y métodos, en los animales normales. En peso aparece un claro fenómeno de
rebote, siendo los incrementos ponderales tras el ayuno muy superiores a lo que se observa U
con anterioridad a él, es decir el peso se compensa tan rápidamente como se pierde durante el

ayuno. Sin embargo, en longitud tibial los miniestirones inmediatos al ayuno no son U
superiores a los que se observan en las ratas alimentadas normalmente (Hermanussen y cols.

1996). J
Dada la relación existente entre los niveles de IOF 1 y el estatus nutricional (Yahya y

cols. 1990, Bates y cols. 1993, Ijarel y Tannenbaum - 1993) en este último experimento J
comprobamos los niveles circulantes en plasma de esta hormona.

El ayuno en animales normales lleva a una disminución en los niveles de IOF 1 en

plasma, tal y como vieron otros autores (Mosier y cols. 1978, Yahya y cols. 1990, Maes y
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cols. 1991, Asakawa y cols 1992, Dai y Baxter 1994, Ohashí y cols 1995), y como cabe

esperar además, por la inhibición en la secreción de OH (Tannenbaum y cols. 1979, 1989). -

Los animales tratados con OMS presentan, ya antes del ayuno, niveles disminuidos de

IOF 1, pero a pesar de que los valores tendían a ser menores, no detectamos un descenso

significativo ulterior al ayuno. No obstante, en otros animales deficitarios en OH (ratas

enanas) 48 horas de ayuno total provocan una disminución en los niveles del ARNm de IOF 1

U en higado (Nogami y cols. 1994). Las diferencias en el régimen de alimentación y en la cepa

de los animales parecen ser responsables de las diferentes respuestas.

U Los valores plasmáticos de OH (datos incluidos en Hermanussen y cols. 1996) se

encontraban disminuidos en la ratas controles, efecto descrito tanto en el ayuno como en la

U
resiricción de proteinÉ (Tannenbaum y cols. l979~ 1989, Harel y Tannenbaum, 1993, 1995,3 Thissen y cols. 1994, Okada y cols 1994, Oster y cols. 1996), al contrario de ¡oque ocurre en

humanos en los que los niveles se elevan (Maes y cols. 1991, Thissen y cols. 1994, Straus

3 1994).

Estos experimento& ponen de manifiesto la falta de capacidad de la rata macho,

3 normal o deficitaria en OH, para producir un crecimiento compensatorio en la longitud tibial

inmediatamente tras el ayuno. No obstante, y aunque existe una ligera estimulación del

crecimiento, indicando una tendencia a recuperar la longitud, la evolución es claramente

diferente de lo que se observa en el peso corporal (Hermanussen y cols. 1996).

Así, Yahya y Millward (1994) encuentran tras un periodo prolongado de restricción

dietética, que la recuperación de la longitud tibial con la realimentación es mas lenta que la

pénderal, y depende de manera proporcional de las proteínas en la dieta. Otros autores

tantién detectan esta diferencia ya que en ratas enanas con obesidad inducida por la dieta, la

infusión continua de OH determina una perdida de peso corporal, acompañada de crecimiento

esquelético (Clark y cols. 1996a). De todos estos datos se deduce que existe una disociación

entre la ganancia de peso y el crecimiento del hueso como tal.

El hecho de conseguir una disminución del crecimiento, acompañado de un dramático

descenso ponderal, habla en favor que el ayuno utilizado debiera haber sido suficiente para

provocar el fenómeno de crecimiento compensatorio en la longitud tibial si éste hubiera de

tener lugar.

También es cierto que los animales más jóvenes siguen creciendo durante el ayuno,

mientras que no observamos este efecto en los animales del segundo y tercer experimento,
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sometidos a similar régimen de mainutrición. La edad parece ser un factor primordial, y U
algunos autores (Tirapegui y cols. 1994), observan en animales de 4 semanas, que la

inhibición del crecimiento muestra una respuesta retrasada con respecto al peso, indicando U
que existe una cierta prioridad para el crecimiento longitudinal (Tirapegui y cols. 1994, Yahya

y Miilward 1994, Yahya y cols. 1994). Esta prioridad no parece mantenerse en nuestros U
animales de más edad, en los que el crecimiento se estanca. La detención del crecimiento sería U
una respuesta adaptativa al ayuno, ya que el crecimiento no es indispensable para la

supervivencia por lo menos a corto plazo (Straus 1994), y la adaptación del eje OH-IOF 1 a la U
depilvación nutricional sería protectora, ya que los recursos se usan para el - mantenimiento de

las fUnciones metabólicas básicas en vez del crecimiento (Counts y cols. 1992). U
Según Mosier (1986) la posibilidad que tiene el animal de alcanzar un crecimiento

compensatorio completo tras malnutrición depende del grado de déficit de crecimiento U
alcanzado, y de la maduración de los tejidos en el momento en el que la detención del

crecimiento se produce. Así el daño ocasionado es mayor cuanto más joven es el animal J
(Maes y cols. 1991), como en el caso de nuestro primer experimento. Por otra parte parece

lógico que la falta de nutrientes en una época de activo crecimiento tenga mayores U
repercusiones.

animal Hay que tener en cuenta además, que la transición del crecimiento y desarrollo del U
desde la etapa prepuberal a adulto ocurre entre 1 y 2 meses (Oster y cols. 1996). Así 4

semanas de diferencia en la edad del animal, determinan distinta respuesta a una restricción U
crónica en la dieta: los animales de 4 semanas muestran una mayor depresión del sistema IOF

1 (es decir disminuciones de los niveles de IOF 1 en plasma y de su ARNm en higado, IOFBP U
3, e insulina) que los animales de 8 semanas, lo que siguiere una mayor sensibilidad a la U
restricción de dieta (Oster y cols. 1996).

En nuestro caso, la recuperación ponderal es más rápida cuanto mayor es la rata. Si U
seguimos avanzando en edad, se ha visto que 3 días de ayuno ocasionan una pérdida ponderal

mayor en animales de 3 meses de edad, que en animales de 1 año o 2 años, mientras que la U
recuperación fue más rápida y total cuanto más jóvenes eran los animales, y no llegaba a ser

completa en animales de 2 años, en los que además, pueden existir enfermedades relacionadas U
con la edad (Oruenewald y cols. 1996).

En los animales deficitarios en OH., parece que el tratamiento con OH es efectivo para

acelerar la recuperación, pero ésto es más evidente si se comienza más tarde. Parece que
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existe una cierta refractaríedad por los ajustes metabólicos que se están produciendo. Por

ejemplo: el patrón secretor de OH parece no recuperarse inmediatamente con la

realimentación, sino que han de pasar 3 días para volver a mostrar el patrón secretor normal

de los animales adultos (Tannenbaum y cols. 1979, 1989). De igual forma, algunos autores

describen que, tras 3 días de ayuno, los niveles de IOF 1 aunque aumentan con la

realimentación no se recuperan totalmente hasta 3 ó 4 días después (Maes y cols. 1991;

Ziegler y cols. 1995). Por otra parte, se ha descrito que la rápida ganancia de peso que ocurre

inicialmente tras un periodo largo de restricción de dieta en ratas hembras (Gruaz y cols.

1994) aparece igualmente silos animales eran tratados con anticuerpo anti-OHRH, aunque

luego alcanzan rápidamente una meseta en la ganancia ponderal. Tampoco parece que el

efecto de OH sea únicamente metabólico desde el momento en el que observamos aumento

en la longitud tibial.

En general el tratamiento con OH en estados catabólicos parece ser beneficioso como

han descrito Lanz y cols. (1992), la administración de OH con la realimentación, tras

malnutrición crónica en animales machos de 6 meses, aumenta la ganancia ponderal tras 5

semanas de tratamiento, acelera el retomo a valores normales de RiF 1 y aumenta la

recuperación de la masa muscular. Probablemente el efecto de OH pueda deberse a que se

trata de animales mucho mayores, y el tratamiento con OH fue cronico.

Los mecanismos que influyen en la secreción de OH y en el control del tamaño

corporal adecuado tras la malnutrición aguda o crónica no parecen estar claros (Harel y

Tannenbaum 1995).

8. ANÁLISIS MATEMÁTICO DEL CRECIMIENTO OSCILATORIO

(CARACTERIZACIÓN DE LOS MINIESTIRONES).

Al ser éste un abordaje novedoso tanto desde el punto de vista de la metodología

(microknemometria) como de la elaboración matemática de los resultados obtenidos

(aplicación de las funciones Oompertz), resulta dificil discutir éstos con los de otros autores,

pues lógicamente no existen. Solamente puede realizarse alguna comparación colateral o bien

intentar interpretar directamente los datos.
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Para describir los incrementos de velocidad se desarrolló un modelo matemático que U

caracterizara funciones locales de tipo doble exponencial, con forma de “5” (Burmeister y

cols. 1997). Asi el algoritmo numérico reconoce el equivalente matemático de lo que U
llamamos un “miniestirón”.

Este modelo matemático ofrece la ventaja de un análisis individual, donde los U
parámetros que caracterizan cada miniestirón se obtienen de forma aislada, con lo que los U
datos no se aplanan como ocurre cuando se aplica la modificación de la media móvil

(Hermanussen y cols. 1988a, 1988b), que depende de intervalos (Hermanussen y cols U
1997b). -

La mayoría de nuestros experimentos finalizaron alrededor de los 60 días de vida, por U
lo que únicamente los grupos de machos control y machos tratados con OMS existen datos

de edades superiores. U
Este modelo matemático pone de manifiesto las diferencias que observamos en el

patrón de crecimiento entre machos y hembras ya que existe un dimorfismo sexual, donde los U
machos presentan miniestirones de mayor amplitud y de mayor duración que las hembras, es

decir mantienen un crecimiento elevado durante más tiempo y con tasas superiores a las U
- hembras, lo que les permite obteneruna longitud tibial superior (Hermanussen y cols. 1 997b,

Rol de Lama y cols. 1997). U.
U

Para clarificar la discusión se representa gráficamente la forma de cada tipo de

- nnniestirón. No representan una media de los valores de cada grupo. Tampoco se trata de U
velocidades de crecimiento sino de datos directos de longitud. La forma doble exponencial

indicaría un aumento progresivo en la velocidad de crecimiento hasta alcanzar un máximo, a U
continuación la velocidad vuelve a decaer de forma exponencial.

U
U
U
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Normales Normales +GH OMS GMS+GH

U
U

Esquemade la formasupuestade losminiestironesbayodistintosregímenesde experimentación.

El tratamiento con OH en animales normales sólo parece tender a aumentar la

amplitud de los miniestirones en los animales hembras, sin llegar a modificar la pendiente del

miiestirón. Sin embargo ese aumento en amplitud fUe suficiente como para que este

tratamiento ocasionara una ganancia en longitud tibial superior a lo normal. Probablemente un

insuficiente número de animales justillque que las diferencias no lleguen a ser significativas.

En los machos no se produce ningún cambio en los miniestirones por efecto del tratamiento

con OH, como cabe esperar de su falta de efecto sobre la longitud tibial de estos animales

(Tresguerres 1994, Hermanussen y cols. 199%).

Por otro lado el déficit de OH producido por el tratamiento neonatal con OMS, sólo

llegó a producir cambios significativos en los grupos de hembras, disminuyendo la amplitud y

la duración de los miniestirones. En machos a pesar de que el tratamiento con OMS llevó a

una clara disminución en la longitud tibial de estos animales, sólo detectamos una tendencia a

la disminución de la amplitud de los miniestirones. De hecho, si en el caso de los machos se

incluyen los animales de más de 60 días, tanto normales como tratados con OMS, la

disminución en la amplitud sí llega a ser significativa y la pendiente aumenta llevando a

miniestirones más similares a los observados en hembras (amplitud: machos 2,95 mmVS OMS

179



Discuston -

2,38 mm, y: machos 0,96 VS OMS 1,39). Ésto indica que la edad parece influir más a los

animales con OMS que a los normales, como ya veremos más adelante, o que al aumentar el

número de animales las diferencias llegan a ser significativas.

Hay que indicar que a pesar de que el número de machos y hembras sometidos a

tratamiento con OMS fue similar, el número de miniestirones considerados como

significativos fue menor en los machos, por lo que esta diferencia puede permitir la U
observación de efecto en el caso de las hembras.

El tratamiento con OH tanto en machos como en hembras, tratados con OMS, tiende U
a restablecer la forma de los miniestirones descritos como “normales”, de igual forma que

estimulaba el crecimiento longitud tibial en ambos grupos (Tresguerres y cols. 1994, U
Hermanussen y cols. 199%, Rol de Lama y cols. 1997). -

Para investigar la secuencia de los miniestirones, determinamos el momento (edad) U
del máximo de velocidad de crecimiento (-[3/y), estudiando el intervalo de tiempo entre dos

muiestirones. Nos encontramos con la existencia de intervalos “vacíos” debido a que algunas U
de las funciones obtenidas tuvieron que ser excluidas por no cumplir los criterios marcados de

significación. Se decidió no incluir el tiempo que esas fUnciones abarcaban, ya que

desconocemos su significado biológico. Por tanto, utilizamos únicamente aquellos

nnniestirones considerados como tales y que fueran consecutivos. -

Existía una claro efecto de espaciamiento entre los miniestirones con el aumento de la

edad en la mayoría de los grupos estudiados, salvo en los animales normales tratados con OH

y en los animales machos tratados con OMS y OH. Este último grupo mostró un valor

moderado de correlación con la edad que no llegó a ser significativo, ya que solamente se

encontraron 11 niiniestirones subsecuentes, frente a 33 en el caso de las hembras sometidas a

- este mismo tratamiento. Por otra parte, la correlación período/edad detectada existe

independientemente de que se incluyan o no animales de más de 60 días. U
El tiempo medio transcurrido entre los picos de los miniestirones oscilaba entre los 4

y 5 días, siendo de 4,6 días (SD 2,3) en los machos, (4,35 SD 1,6 sin considerar los animales J
de más de 60 días), y de 4,2 (SD 1,6) en las hembras normales. Esto parece apoyar la idea de

una cierta periodicidad. A pesar de ello, las altas desviaciones estándar sugieren una secuencia

más caótica de miniestirones, o al menos poco predecible, ya que hay que tener en cuenta que

existen unos intervalos “vacíos” entre esos miniestirones, de duración variable.

U
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Otra característica de los miniestirones, la amplitud también disminuye con la edad en

todos los grupos, aunque en los machos tratados con OMS este efecto se produce

principalmente en los animales de más de 60 días, puesto que si se excluyen estos animales la

correlación edad/amplitud deja de ser significativa.

Respecto a la pendiente de los miniestirones, el efecto de la edad es mucho menos

importante y parece afectar únicamente a los animales normales, aunque con una correlación

muy baja, y a los animales tratados con OMS. Este efecto sólo se pone de manifiesto al incluir

animales de más de 60 días, no detectándose con anterioridad; así en general, la pendiente

seria más independiente de la edad (Hermanussen y cols. 199%).

Quisimos saber si podíamos predecir de algún modo la amplitud o el momento de un

máximo de velocidad de crecimiento en función de lo que hubiera ocurrido en el miniestirón

anterior. Para ello se analizaron las amplitudes de miniestirones subsecuentes o tripletes

subsecuentes. Los tripletes subsecuentes comprenden 3 miniestirones y 2 intervalos de

tiempo.

No encontramos ninguna correlación entre el primer y el segundo intervalo entre

miniestirones (Hermanussen y cols. 199%). En cuanto a las amplitudes se encontró una

correlación positiva débil, aunque significativa en algún caso que se debía fundamentalmente a

los animales de más de 60 días en los que al disminuir la amplitud de los miniestirones con la

edad, era más frecuente encontrar miniestirones de corta amplitud consecutivos.

En conclusión, el crecimiento es un proceso no lineal (Togo y Togo 1982, Valk y

cols. 1983a, 1983b, Wit y cols. 1987, Tresguerres y cols. 1995, Hermanussen 1995,

Hermanussen y cols. 1995, 199%, Wolthers 1996, Rol de Lama y cols. 1997), y este

procesamiento matemático pone de manifiesto el dimorfismo sexual en el patrón de

crecimiento en la rata, y su dependencia de la hormona de crecimiento (Hermanussen y cols

199%). Los miniestirones son muy heterogéneos y poco predecibles en cuanto a su amplitud,

U
o el momento en el que van a ocurrir (Hermanusseny cols. 199%).U De hecho sometiendo a este procesamiento matemático los datos obtenidos en
neonatos humanos por mini-knemometría (adaptación para recién nacidos, Michaelssen
1991), se encontró que los miniestirones tendían a aparecer cada 4,2 días pero con una

desviación estándar de 1,9 días indicando también una gran dispersión (I-Iermanussen y cols.

1 997a).
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Este tipo de comportamiento puede ser la causa de las inadecuadas predicciones de

crecimiento (Wales y Milner 1987, Wit y cols. 1987, Hermanussen y cols. 1987, 1988b,

1989) a largo píazo a partir de datos obtenidos a corto plazo por knemometría (Hermanussen

y cols. 1997a).

Una cuestión importante es que las oscilaciones en la velocidad de crecimiento siguen U
existiendo, en nuestros animales, aún durante la administración exógena diaria de OH, lo que

Uparece sugerir que existen variaciones temporales en la sensibilidad del cartílago a esta

hormona (Tresguerres y cols. 1994, Ariznavarreta 1 996a). De igual forma en humanos, dosis J
constantes de OH no llevan necesariamente a tasas de crecimiento constantes sino también

oscilantes (Hermanussen y cols. 1987, 1988c), más aún, Hermanussen y cols. (1988c)

encontraron una mejora en la velocidad de crecimiento, monitorízada por knemometría, en

niños en los que la administración de OH se sincronizaba con los estirones endógenos de su

velocidad de crecimiento, lo que indicaría que se estaba administrando la OH en los periodos

de máxima respuesta. U
Retomando un aspecto comentado al principio de nuestra discusión, sobre la -

existencia de “saltos” o incrementos constantes en la velocidad de crecimiento, cabe la U
posibilidad según lo que hemos detectado en la rata, que algunos de los incrementos bruscos

pudieran ser contúndidos con un “salto”, mientras que aquellos miniestirones que transcurren

de forma más suave pudieran ser confundidos con un incremento constante si el periodo de

observación es corto (Hermanussen y cols. 199%)

Por otra parte esta técnica matemática requiere un elevado número de datos lo que

U
resulta muy dificil de obtener, por lo que serán necesarios estudios posteriores.

U

U
U
U
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Conclusiofles

>< La microknemometría es una técnica válida y muy precisa para el seguimiento diario

del crecimiento tibial en la rata.

X El crecimiento es un proceso no-lineal ya que la velocidad de crecimiento en longitud

tibial, no sólo varía con la edad y el sexo del animal, sino que presenta incrementos no

constantes (miniestirones) tanto día a día como incluso en períodos inferiores a 24

horas.

XLa rata macho joven presenta un patrón de crecimiento aparentemente máximo, por lo

que no resulta posible su incremento, mediante la administración de OH a dosis altas,

al menos en los tiempos de observación de nuestros estudios. Por el contrario, las

hembras sí son sensibles al tratamiento con OH, incrementando su velocidad de

crecimiento.

X La administración de altas dosis de OH aumenta la velocidad de crecimiento tibial en

la rata macho tratada con OMS, efecto que no pudo ser potenciado por la

administración de andrógenos, en nuestro estudio.

>< En la rata existe un patrón dimórfico dependiente del sexo tanto en el patrón normal

de crecimiento, como en la respuesta a los distintos tratamientos.

X Los esteroides sexuales son necesarios tanto en la etapa neonatal de la vida del animal

como en la vida adulta, por lo que el tratamiento neonatal con PT en la hembra o la

castración neonatal en el macho no parecen ser suficientes para, respectivamente,

masculinizar y feminizar totalmente sus patrones de crecimiento.

>( La realimentación tras la restricción dietética severa en la rata macho no determina un

crecimiento compensatorio inmediato en la longitud tibial como ocurre, sin embargo,

-en el peso corporal, sino que es un proceso más suave y paulatino. Además la

recuperación del animal depende de la edad en la que esta restricción se instaure.

~<Dadas las discrepancias existentes entre el peso y la longitud tibial parece más

recomendable para la evaluación del crecimiento del animal, la utilización de técnicas

U

que midan el crecimiento de los huesos largos en vez el peso corporal en el que

U repercuten factores como el grado de hidratación o los depósitos de grasa. -
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