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Introduccion J.E. Puche Garcia

.1. FACTOR DE CRECIMIENTO SEMEJANTE A LA INSULINA
TIPO 1 (IGF-1)

I.1.1. Estructura, expresion génicay regulacion.

El factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1, Insulin-like growth
factor-1) es una hormona polipeptidica de 70 aminoacidos, con un peso molecular

de ~7,6 KDa, y con efectos endocrinos, paracrinos y autocrinos. Comparte mas de un

60% de homologia con IGF-2 y un 50% con la estructura de la proinsulina (Le Roith D.,
1997).

Pro-insulina

Figura 1. Estructura de IGF-1, IGF-2 y pro-insulina.

Es sintetizado como producto de un solo gen localizado en el brazo largo
del cromosoma 12, con al menos 5 exones. Su organizacion génica presenta
gran complejidad y los aspectos transcripcionales del gen en relacién con las
implicaciones funcionales del IGF-1 aun no se conocen bien (Langford K.S. et
al., 1993; Lonergan P. et al., 2000). El gen codifica dos precursores distintos de
IGF-I mediante dos mARN con regiones 3" distintas (originados en exones
distintos) de tal forma que los precursores resultantes, IGF-1a e IGF-1b, tienen
idénticos péptidos aminoterminales y difieren en la region carboxiterminal
(dominio E). El procesamiento posterior puede dar lugar a IGF-1 y des(1-3)IGF-
1 por accion de una proteasa, o0 solo a IGF-1, que posteriormente podria ser
modificada por la proteasa para formar des(1-3)IGF-1 (Sara V.R. et al., 1990).



Introduccion J.E. Puche Garcia

El IGF-1 fue descrito por primera vez en 1957 por Salmon y Daughaday
(Salmon W.D. Jr y Daughaday W.H., 1957) al advertir que la simple adicion in
vitro de la hormona del crecimiento (GH, growth hormone) a un cartilago costal
procedente de ratas hipofisectomizadas no logré estimular significativamente
su crecimiento (determinado mediante la incorporacién de sulfato radioactivo).
De forma complementaria, el suero procedente de estas mismas ratas resultd
ser también inefectivo. Sin embargo, observaron que cuando empleaban suero
de ratas normales, éste si estimulaba la incorporacioén in vitro de sulfato en el
cartilago costal de ratas hipofisectomizadas. Estos resultados demostraron la
existencia de un “factor sulfactante” (nombre que acufiaron a este factor) que

estimulaba la incorporacién de **Sulfato.

Paralelamente, Froesch E.R. y cols. describieron la actividad “semejante
a la insulina” de dos componentes plasmaticos (NSILA | y Il, non-suppressible
insulin-like activity) que eran capaces de estimular la incorporacion de glucosa
en adipocitos aislados de rata, compartiendo asi la actividad “insulin-like”,
mientras que los anticuerpos anti-insulina no eran capaces de disminuir el

efecto hipoglucemiante (Froesch E.R. et al., 1963)

Al mismo tiempo, otros investigadores descubrieron otras acciones de
unos polipéptidos similares. Entre otros, su capacidad mitogénica, lo que les
movio a proponer el término “fraccion con actividad estimulante de la
multiplicacion” (Pierson R.W. Jry Temin H.M., 1972)

Solo cuando Daughaday et al. descubrieron que los factores sulfactantes
eran “idénticos o muy similares al componente de menor peso molecular de los
NSILAs” en 1972, se plante6 una nueva nomenclatura para estas dos
moléculas: somatomedinas Ay C, lo que denotaba que eran sustancias bajo el

control de la GH y que mediaban sus efectos (Daughaday W.H. et al., 1972).

Finalmente, un estudio mas exhaustivo llevado a cabo por Rinderknecht
and Humbel (Rinderknecht E. y Humbel R.E., 1978a y 1978b) culmind con el
descubrimiento de que aquellas moléculas tenian idénticas secuencias
aminoacidicas a “dos formas de una hormona semejante a la insulina, cuyos

efectos sobre el crecimiento celular y tisular predominan sobre otros
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parametros metabdlicos” (Klapper D.G. et al., 1983). Por tanto, de acuerdo con
su parecido estructural a la proinsulina, renombraron definitivamente estos
péptidos como “factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 y tipo 2
(IGF-1 e IGF-2), moléculas que igualmente cumplen todos los criterios de las
somatomedinas: 1) poseen actividad semejante a la insulina en presencia de
anticuerpos anti-insulina (Froesch E.R. et al., 1963; Zapf J. et al., 1978); 2) son
factores de sulfatacion (Froesch E.R. et al., 1976; Zapf J. et al., 1978); 3)
pueden actuar como mitégenos (Rinderknecht E. et al., 1976; Zapf J. et al.,
1978); y 4) al menos IGF-1 es dependiente de GH (Daughaday W.H. et al.,
1972).

Podemos afirmar que fue el consenso sobre su nomenclatura
(Daughaday W.H. et al., 1987), junto con el hito del descubrimiento de sus
secuencias aminoacidicas (y nucleotidicas), lo que hizo posible la consiguiente
sintesis recombinante (Klapper D.G. et al., 1983) y asi abrir la puerta a multitud
de nuevas areas de investigacion, incrementando exponencialmente el nimero
de articulos cientificos destinados a las IGFs hasta alcanzar actualmente los
~45.000 trabajos indexados en PubMed (a 30/4/2013).

2500 -
o
()]
S ﬁg 2000 -
o w
o °
3 4
g 3 1500
Z T
© 1000 -
500 -
0 .
60's 70's 80's 90's 2000 10's

Décadas

Figura 2. Numero de articulos publicados en PubMed
sobre IGF-1 desde su descubrimiento.
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Esta perspectiva histdrica nos proporciona una lista de acciones
desempeiiadas por IGF-1; entre otras: crecimiento tisular y desarrollo, actividad
semejante a la insulina, proliferativa/anabolizante, anti-apoptética, anti-

envejecimiento, anti-oxidante, etc.

Como toda hormona con un amplio rango de funciones fisiolégicas, las
concentraciones de IGF-1 deben estar estrictamente controladas, como se ha

extraido de resultados in vivo:

» Seis formas de proteinas de unién a IGF-1 de alta afinidad (IGFBP-1 a
IGFBP-6), capaces tanto de promover como de inhibir las acciones de
IGF-1, asi como controlar su biodisponibilidad, (Hwa V. et al., 1999)

* Nueve proteinas relacionadas de union a IGF-1 de baja afinidad (de
IGFBP-rP1 a IGFBP-rP9) (Hwa V. et al., 1999)

» Una lista cada vez mas larga de proteasas de IGFBPs, (Bunn R.C. y
Fowlkes J.L., 2003)

= Variaciones alélicas, (Barton E.R., 2006).

= Splicing alternativo, etc. (Rotwein P. et al., 1993).

= Otros mecanismos de regulacion periférica (Reindl K.M. et al., 2012).

Estos son algunos de los mecanismos por los que IGF-1 es mantenido en
un estrecho rango fisiolégico, que va declinando a lo largo de la vida
(Clemmons D.R., 1998): cfr. Figura 3.
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Figura 3. Evolucion de las concentraciones plasmaticas de IGF-1 con la edad.
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Ademas de estos factores implicados en el control de la biodisponibilidad
de IGF-1, la hormona del crecimiento es la principal estimulante de su sintesis
en practicamente todos los drganos, aunque principalmente en el higado,
donde es producido mas del 75% del IGF-1 circulante (Sjogren K. et al., 1999;
Ohlsson C. et al., 2009), conformando el eje GH/IGF-1, por el cual la secrecién
de GH de las células de la hipdfisis anterior est4 bajo un doble control del
Sistema Nervioso Central: estimulado por la Hormona Liberadora de GH
(GHRH, Growth Hormone Release Hormone) e inhibido por la somatostatina. A
este control se suma el efecto de retroalimentacion o “feedback” negativo
provocado por el IGF-1, que inhibe asi la produccion de GH por mediacién de
la somatostatina (Ceda G.P. et al., 1985; Castilla-Cortazar I. et al., 2001).

Hoy en dia sabemos que, aunque GH tiene acciones directas en los
tejidos periféricos, sus efectos indirectos sobre multitud de 6rganos estan
mediados sobre todo por IGF-1: Figura 4.
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I.1.2. Proteinas transportadoras de IGF-1 (IGFBPs).

Las proteinas de union a IGF-1 (IGBPBs) son péptidos con un tamario
comprendido entre 200 y 300 aminoécidos, con puentes disulfuro y
carbohidratos en su interior que resultan de vital importancia para poderse unir
a IGF-1 y la superficie celular, respectivamente (Cohick W.S. et al., 1993),
hasta tal punto que, aproximadamente, el 90% de IGF-1 en sangre se
encuentra ligado a las IGFBPs (Yamamoto H. et al., 1995), lo que determinara

Su posterior biodisponibilidad.

Las IGFBPs se encuentran presentes en practicamente todos los fluidos
biolégicos: liquido folicular, liquido amniético, humor vitreo, linfa, plasma,
liqguido seminal, liquido cefalorraquideo y en todas las secreciones
gastrointestinales. Se expresan en practicamente todos los tejidos y son
secretadas por células normales y células transformadas en cultivo, sugiriendo
un papel modulador de IGF-1 en las acciones locales y sistémicas (Zapf J. et
al., 1995; Duan C. et al., 2005). No obstante, la principal fuente de IGFBPs en

la circulacion es el higado (Nedic O. et al., 2004).

Las proteinas de unién a IGF-1 de alta afinidad son las comprendidas
entre IGFBP-1 y IGFBP-6, representadas en la Figura 5.
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Figura 5. Proteinas de unién a IGF-1 (IGFBPs) de alta afinidad.
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En concreto, IGFBP-3 es una de las proteinas de unién mas importante
por ser la de mayor afinidad y concentracion plasmatica (Langford K.S. et al.,
1993; Baxter R.C., 1994). Al formar un complejo ternario con una glicoproteina
(ALS, Acid-labile subunit) que le da estabilidad, es capaz de actuar como
reservorio de IGF-1, prolongando su vida media en la circulacion (Clemmons
D.R. et al., 1992; Thissen J.P. et al., 1994; Smith W.J. et al., 1995), reduciendo
su velocidad de depuracion y manteniendo una concentracion plasmatica total
superior a la de la insulina. Es decir, modula la accién de IGF a nivel tisular,
bien impidiendo su acceso a los receptores, con lo que se inhibiria el
crecimiento y sus efectos anabdlicos relacionados, o bien facilitando el
crecimiento al aumentar su interaccion con los receptores (Clemmons D.R. et
al., 1992). Pero esto no explica totalmente por qué deberia existir una familia
de formas diferentes de la IGFBPs, y podria ser que la distinta afinidad de los
IGFs para las diversas IGFBPs representase un nivel adicional en el complejo
control de la capacidad de los IGFs para desarrollar su accién en los multiples
organos y tejidos (Duan C. et al., 2005).

Otras IGFBPs directamente relacionadas con la funcion de las IGFs son
las formas IGFBP-4 y -6. Ambas han sido descritas recientemente como
inhibidoras de estos factores de crecimiento, aunque, mientras que IGFBP-4 es
una proteina con funciones inhibidoras sobre ambos IGFs (Gu F. et al., 2010;
Contois L.W. et al., 2012), IGFBP-6 ha sido mas especificamente relacionada
con IGF-2 en cerebro (Roghani M. et al., 1989; Martin J.L. et al., 1990; Bach
L.A. etal., 2013).

Respecto otras proteinas de unibn a IGFs (de menor afinidad),
destacamos a dos miembros de esta superfamilia: IGFBP-rP1 (también
conocida como IGFBP-7 o Mac-25) (Oh Y. et al, 1996) e IGFBP-rP2
(equivalente a la IGFBP-8 o CTGF) (Kim H.S. et al., 1997), las cuales, ademas
de unirse a las IGFs, pueden tener acciones independientes. Aunque IGFBP-7
esta regulada por otros factores de crecimiento (ademas de los propios IGFs),
parece estar implicada en diversas funciones biolégicas, incluyendo desde la
regulacion del crecimiento epitelial y fibroblastico, la estimulacion de la

produccion de prostaciclina por células endoteliales, angiogénesis, apoptosis
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(Inoguchi T. et al., 1986; Hwa V. et al., 1999; Gommans W.M. et al., 2008),
hasta regulacion de la memoria via neuronas hipocampales (Agis-Balboa R.C.
et al., 2011).

En lo referente a IGFBP-rP2 (IGFBP-8), su nomenclatura como CTGF
(Conective Tissue Growth Factor) aporta mas informacion sobre su principal
funciéon: regular la formacion de tejido conectivo. Por ello, es de gran
importancia tanto en condiciones fisiolégicas (homeostasis tisular) como
patologicas (fibrosis) (Nguyen T.Q. et al.,, 2008). Asi, en condiciones de
hiperexpresion de esta proteina, encontraremos acumulos de matriz
extracelular que pueden llevar a fibrosis hepatica, renal, pulmonar... (Oemar
B.S. y Luscher T.F., 1997), mientras que su ausencia puede originar
desestructuracion tisular e incapacidad para cicatrizaciéon (Oliver N. et al.,
2010). El control de su expresion génica esta regulado de forma compleja por
una multitud de factores, entre los que se incluye TGFB, angiotensina II,
aldosterona, glucocorticoides, VEGF... Un esquema de estas interacciones es

representado en la Figura 6.
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Figura 6. Regulacion del promotor del gen de la IGFBP-8 (CTGF)
(adaptado de Oliver N. et al., 2010).
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Finalmente, esta proteina es capaz de interaccionar con una gran
variedad de moléculas implicadas en el remodelado de matriz extracelular
(TGF-B;, TGF-B, y fibronectina), permeabilidad vascular y angiogénesis
(VEGF), adhesion celular y migracion (integrinas), entre otras (Oliver N. et al.,
2010).
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Figura 7. Dominios estructurales de CTGF y su potencial papel en la modulacién y
coordinacién de sefiales relacionadas con el remodelado de matriz extracelular,
angiogénesis y permeabilidad vascular, adhesién y migracion celular.

(HSPG, heparan sulfate proteoglycan; LRP, lipoprotein receptor—related).
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1.1.3. Receptores de membranay vias de sefializacién.

Por otro lado, la mayoria de las acciones de IGF-1 son mediadas a
través de la union a su receptor, IGF-1R: una tirosin-kinasa (Tk) que es una de
los activadores naturales mas potentes de la ruta de Akt, implicando entre otros
a las rutas de: mTOR, MAPK, GSK3[3, FOXO, HDM2, Grb2 y Shc, todos ellos
directamente relacionados con la supervivencia celular y la proliferacion
(LeRoith D. et al., 1995; Chitnis M.M. et al., 2008; Annenkov A., 2009). Sin
embargo, gracias a su gran homologia, IGF-1 también puede unirse al receptor
de la insulina (RI), con menor afinidad, como una segunda via por la que esta
hormona puede mediar algunas de sus funciones metabdlicas (Sara V.R. et al.,
1990; Cohick W.S. et al., 1993; Rubin R. et al., 1995), y a un tercer tipo de
receptor, hibrido entre el IGF-1R y el IR (al compartir una cadena B-a de cada
uno de ellos), cuyos niveles en los distintos tejidos presenta grandes
diferencias (Soos M.A. et al., 1993; Bailyes E.M., et al., 1997). De forma
complementaria, la insulina también puede unirse al receptor de IGF-1, con
menor afinidad que al suyo propio, y a un tercer tipo de receptor, hibrido entre

el IGF-1R y el IR, al compartir una cadena B-a de cada uno de ellos:

Insulina IGF-1 IGF-2

Receptor Insulina Receptor hibrido Receptor Receptorde
(RI) (Insulina/lGF-1) de IGF-1 IGF-2/Manosa-
6-Fosfato
Acciones Crecimiento  “Secuestro” de IGF
metabélicas Diferenciacién  Migracién celular
Supervivencia Hipertrofia
Proliferacién Flujo de Ca**

Figura 8. Esquema de los receptores de IGFs e insulina y sus actividades cruzadas.
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Por otro lado, aunque IGF-1 e insulina difieren en sus principales
efectos, parece que sus respectivos receptores median efectos biolégicos muy
similares dentro de una célula en particular en condiciones in vitro. Esto viene a
subrayar el hecho de que la especificidad de accién de estos receptores es
dada en parte por el grado de expresion en los diferentes tejidos (Siddle K. et
al., 2001).

El receptor IGF-1R posee, al igual que RI, una subunidad extracelular y
otra intracelular. En la subunidad a, extracelular, es donde se encuentra el
dominio de unién a IGF-1. La subunidad B posee un extremo extracelular
(extremo aminoterminal) y otro intracelular, el cual tiene actividad Tk sobre
distintos sustratos celulares endégenos, mecanismo que pone en marcha y en
definitiva determina las acciones biologicas de IGF-1 (Cohick W.S. et al., 1993,
Rubin R. et al.,, 1995). Los dominios tirosina-kinasa son las regiones mas
altamente conservadas de los receptores, con un 84% de similaridad
aminoacidica. La activaciébn inducida por ligando ocurre via trans- o
autofosforilacién intramolecular entre las subunidades . Los dominios
juxtamembrana (JM) contienen un sitio de autofosforilacién en una secuencia
Asn-Pro-Glu-Tyr que participa en la union al sustrato. La funcion de los
dominios CT no esta bien definida, y la funcionalidad del receptor no se ve
gravemente afectada por la deleccion o sobreexpresion de las secuencias CT
(Paz K. et al., 2000). Sin embargo, la mayor divergencia de secuencia de CT
comparada con los dominios Tk y JM es consistente con un papel en la
especificidad en las vias de sefializacion o en la regulacion especifica del

receptor.

Un signo distintivo de la familia RI/IGF-1R es la dependencia de la
fosforilacién de sustratos intracelulares como oposicion a la autofosforilacion,
para el reclutamiento de componentes de la cascada molecular “via abajo”
(Bernal D. et al., 1998). Tanto IR como IGF1-R fosforilan proteinas IRS (insulin
receptor substrate) (principalmente, de IRS-1 a IRS-4) y proteinas Shc con
homologia Src/coldgeno (p46/p52/p66), disparando las dos principales
cascadas moleculares (Rakatzi I. et al., 2006).
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Los IRSs fosforilados reclutan y activan la fosfoinositil 3-kinasa de clase
la (PI3-Kinasa) via los dominios SH2 de la proteina adaptador p85,
consiguiéndose asi la sintesis de la Ptd Ins(3,4,5P3. Esta proteina,
eventualmente, capta y activa kinasas fosfatidilinositol-dependientes (PDKSs),
quienes mas tarde fosforilan y activan otras proteinas-kinasa incluyendo la
protein-kinasa B (PKB), la p70rsk y la proteina kinasa CC (PKC ()
(Vanhaesebroeck B. et al., 2000).

Hay evidencias sustanciales de que la actividad de la PI3-Kinasa media
un amplio rango de efectos insulina/IGF dependientes, incluyendo el transporte
de glucosa, la sintesis de glucégeno, sintesis proteica y mitogénesis, inhibicion
de la apoptosis y regulacion de la transcripcion génica (Kulik G. et al., 1997;
Shepherd P.R. et al., 1998; Kermer P. et al., 2000).

Una segunda via de accion implicaria el reclutamiento de IRS-1 y Shc
del factor Sos de intercambio-nucleotido-guanina, via el dominio SH2 del
adaptador Grb2. Esto implica la activacién de la pequefia proteina—G Ras, que
a su vez activa la proteina serin-kinasa Raf y la cascada de la kinasa regulada-
via sefial extracelular/protein-kinasa activada por mitégeno (ERK/MAPK). El
papel de esta cascada en la accion de la insulina/IGF es limitado, aunque ha
sido implicado en las vias anti-apoptéticas y la regulacion transcripcional
(Denton R.M. et al., 1995; Kulik G. et al., 1997; Kermer P. et al., 2000).

Sin embargo, a pesar de que hay evidencias de cruce entre las vias de
sefializacion de RI/IGF-1R, especialmente en relacion a las interacciones entre
PI3-Kinasa y Ras (Shepherd P.R. et al.,, 1998), todavia no estad claramente
definida la contribucion a las vias de sefalizacion de otras proteinas que
interaccionan con las IRSs fosforiladas como son la fosfotirosina fosfatasa

SHP-2, la Fyn Tk y la SH3, que contiene el adaptador Nck.

Por otro lado, aunque las principales vias de sefalizacion de IR/IGFR
implican la captacion de efectores por los IRS y/o Shc tirosina-fosforilados,
podria existir también un papel para proteinas que interactian directamente
con los receptores. En principio estas proteinas podrian iniciar distintas vias de

sefalizacion actuando independientemente o0 en sinergia con aquellas
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mediadas por IRS y Shc. Alternativamente, podrian modular la actividad Tk y
actuar via estos sustratos establecidos, o participar en otros aspectos de la
funcion del receptor como la endocitosis o la degradacion. Es una posibilidad
obvia que la interaccion diferencial de las proteinas con IR e IGFR1-R podria

contribuir a la especificidad de las vias de actuacion.

Por otro lado, el receptor de IGF-1 es capaz de interactuar y fosforilar
proteinas adaptador c-Crk que contienen SH2/SH3, ruta mediada
predominantemente via tirosinas JM (Karas M. et al.,, 2001). La insulina
también estimula la fosforilacion de estas proteinas, pero con una menor
eficiencia que IGF-1. La tirosin-fosforilacion de Crk puede modular su
interaccién con factores de intercambio-nucle6tido-guanina, y asi influencian la
actividad de las pequefias proteinas-G que a su vez actlan con la Raf-Kinasa.
Esta via tiene el potencial de activar las acciones mitogénicas dependientes del
IGF-1R.

In vitro, una gran variedad de proteinas que contienen un dominio SH2
son capaces de unirse al lugar de autofosforilaciéon CT, altamente conservado
en las distintas especies animales, perteneciente a los receptores de insulina e
IGF-1, incluyendo la subunidad p85de la PI3-Kinasa, la proteina de activacion
GTP-asa (GAP), la fosfatasa especifica-fosfotirosina SHP2 y la CT Src kinasa
(CSK) (Arbet-Engels C. et al., 1999). Sin embargo no hay evidencia de que
esas interacciones jueguen un papel in vivo. Algunos componentes de las vias
de accion de la citoquina también interactian con los RI/IGF-1R. Asimismo, las
kinasas Janus JAK-1 y JAK-2 se unen y son fosforilados por los RI e IGF-1R
activados, para después fosforilar IRS-1 en lugares distintos que RI/IGF-1R
(Gual P. et al., 1998).

Un esquema representando las mas importantes rutas intracelulares
mediadas por IGF-1 (tras la unién a su receptor de membrana) y su interaccion
con otras de gran relevancia para la supervivencia celular es expuesto en la

Figura 9.
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Figura 9. Vias de sefalizacion intracelulares de IGF-1 (adaptado de SABiosciences:

IGF1R Signaling; Biolegend:

http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn

21 y Kulik G. et al., 1997)

http://www.biolegend.com/pop pathway.php?id
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1.1.4. Funciones fisioldgicas de IGF-1.

IGF-1 es una hormona crucial tanto para el desarrollo embrionario como
para los estadios postnatales. Como hemos detallado anteriormente, aunque
es principalmente producida por el higado, practicamente todos los 6érganos
tienen capacidad para secretarla con propésitos auto- y paracrinos (D’Ercole
AJ. et al., 1980). La hipofisis y el higado establecen unos mecanismos de
“feedback” negativo similares a los de cualquier otra glandula endocrina,
donde, como quedé reflejado en la Figura 4, donde, por su lado, la GH, que
puede encontrarse libre en plasma o unida a proteinas especificas GHBP (el
segundo dominio del receptor de GH) (Rosenbloom A.L. et al., 1994) se unira
eventualmente a su receptor, promoviendo la sintesis y liberacién de IGF-1 que
es capaz de inhibir directa o indirectamente (via somatostatina) la produccién y
liberacion de GH (Berelowitz M. et al., 1981; Bertherat J. et al., 1995; Ghigo
M.C. et al., 1997).

El papel de IGF-1 en condiciones fisiolégicas esta siendo aln
descubierto y continuamente liberado de las acciones de GH como un péptido
independiente y autosuficiente. Por ejemplo, se sabe que tanto la GH como la
alimentacion son los principales factores encargados de la regulacién de la
expresion hepética de IGF-1 (al igual que en otros drganos) (Daughaday W.H.
y Rotwein P., 1989; Clemmons D.R. y Underwood L.E., 1991); sin embargo, en
otros tejidos, la expresion de IGF-1 parece ser regulada por otros factores
troficos especificos, como por ejemplo en el Utero, donde son los estrégenos (y
no la GH) quienes estimulan la expresion de IGF-1 (Murphy L.J. y Friesen H.G.,
1988), o la hormona estimulante del foliculo (FSH) en el ovario (Adashi E.Y. et
al., 1991).

A continuacion, pasamos a detallar algunas de las funciones de IGF-1 en

condiciones fisioldgicas.
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[.1.4.1. Crecimiento y desarrollo corporales.

Hace mas de 20 afios que se demostré que tanto IGF-1 como, sobre
todo, IGF-2 juegan un papel principal durante la diferenciacién y desarrollo
fetales (Daughaday W.H. y Rotwein P., 1989; Adamo M. et al., 1989; Cohick
W.S. y Clemmons D.R. 1993), aunque sus patrones de expresion y
concentraciones varian entre los distintos 6rganos. Por ejemplo, los niveles de
IGF-1 en el higado, rifidn y corazon fetales son mas bajos que los de IGF-2 (si
bien los niveles de IGF-2 incrementardn progresivamente hasta hacerse
predominantes tras el nacimiento). Sin embargo, la expresion de IGF-1 en
pulmén, musculo y estdbmago fetales es mayor que la encontrada post-
natalmente (Adamo M. et al., 1989). Curiosamente, mientras que las acciones
de IGF-1 tras el nacimiento estan siendo reconocidas afo tras afo, el papel
fisiolégico de IGF-2 es aun pobremente descrito hoy en dia (Le Roith D., 1997,
Wolf E. et al., 1998).

Nos parece interesante subrayar que, como ha sido ampliamente
descrito (Wit J.M. y van Unen H., 1992; Savage M.O. et al., 1993; Zhou Y. et
al., 1997; Laron Z., 1999; Savage M.O. et al., 2001), GH no es requerido para
un normal crecimiento intrauterino, un descubrimiento apoyado por la evidencia
de que la deficiencia o insensibiidad a GH no se asocid6 a una
significativamente reducida talla corporal al nacimiento. Por el contrario,
mutaciones que inactivan el gen de Igf-1 o su receptor, han sido capaces de
establecer el papel crucial que IGF-1 juega como regulador del crecimiento
intrauterino (Baker J. et al., 1993; Liu J.P. et al., 1993; Woods K.A. et al., 1996;
Lupu F. et al., 2001; Abuzzahab M.J. et al., 2003; Leal Ade C. et al., 2011). Por
ello, estos descubrimientos sugieren que el papel estimulador de IGF-1 durante
el desarrollo intrauterino es independiente de GH.

Con esta perspectiva, Daughaday y cols. (Daughaday W.H. et al., 1972;
Daughaday W.H., 1981) propusieron la “hipotesis de la somatomedina” para
explicar el crecimiento postnatal, donde la GH estimulaba el crecimiento
esquelético al inducir la produccion de IGF-1 hepatico, lo que, a su vez,

promoveria el crecimiento longitudinal del hueso de forma endocrina.
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Sin embargo, posteriormente se encontr6 que GH también poseia
acciones directas sobre el crecimiento 6seo (Backeljauw P.F. et al., 2001;
Savage M.O. et al., 2006). Esto, junto con el detalle que pasd desapercibido
sobre la produccion extra-hepética de IGF-1 (D’Ercole A.J. et al., 1980 y 1984),
hizo necesario expandir el concepto del eje GH/IGF-1 hasta lo que hoy
aceptamos: la GH hipofisaria es capaz de inducir la sintesis de IGF-1 en higado
(principalmente) y otros tejidos, que consiguientemente actla de forma
endocrina, paracrina y autocrina (Ohlsson C. et al., 2009).

Teniendo en cuenta todos estos datos, podemos concluir que tanto GH
como IGF-1 tienen efectos independientes y sinérgicos en cuanto a la
promocién del crecimiento corporal postnatal se refiere. Esta idea fue
confirmada al comparar los pesos de ratones transgénicos con inactivacion del
receptor de GH, deleccién del gen de IGF-1 y el doble knockout (Lupu F. et al.,
2001). Como era de esperar, el modelo de doble inactivacion presenté una
reduccion mas drastica del crecimiento (~20%) en comparacion con los otros

dos grupos experimentales.

Finalmente, el papel de otras moléculas en el control del crecimiento
corporal puede ser también de gran importancia, y podria en consecuencia
incrementar la complejidad del conocimiento de estos mecanismos. El complejo
IGFBP-3 y ALS, descrito con anterioridad como el principal mecanismo para
transportar y aumentar la vida media de IGF-1 en suero, es uno de estos
factores. A pesar de ser sintetizados principalmente por el higado, también se
ha encontrado una produccién extra-hepatica (Chin E. et al., 1994; Yakar S. et
al., 2009). Su importancia radica en que, ademas de modular la
biodisponibilidad de IGF-1, IGFBP-3 es capaz de actuar independientemente
de IGF-1, regulando tanto el crecimiento, como la apoptosis y el metabolismo
celulares (Jaques G. et al., 1997; Schedlich L.J. et al., 2000; Lee K.W. et al.,
2005). Una detallada revision sobre los principales efectos de IGFBP-3 fue

publicada por Ohlsson y cols. (Ohlsson C. et al., 2009).
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1.1.4.2. Desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC).

Aunque los mecanismos de accion de IGF-1 en las neuronas no han
sido dilucidados por completo, se ha observado que IGF-1 estimula la
autofosforilacion de su receptor (Kenner K.A. y Heidenreich K.A., 1991) de
forma diferente a la insulina (Begum N. et al., 1993). Ademas, como sera
discutido mas adelante, nuestro grupo de investigacion ya publico el efecto
neuroprotector de IGF-1 asociado a la proteccién mitocondrial y la mejora de
las defensas antioxidantes en animales de edad avanzada (Garcia-Fernandez
M. et al., 2008; Puche J.E. et al., 2008; Garcia-Fernandez M. et al., 2011,
Castilla-Cortazar 1. et al, 2011). Ambas vias, que podrian estar

interconectadas, estan siendo estudiadas con mas en detalle en la actualidad.

IGF-1 es producido en picos sincrénicos con periodos de proliferacion y
diferenciacion de progenitores neuronales, crecimiento neural (incrementando
el numero de dendritas, del cono axonal, del numero de sinapsis...) o con
periodos post-agresion (D’Ercole AJ. y Ye P., 2008). Sin embargo, la
posibilidad de que IGF-1 pudiera actuar sobre las células madre neurales
(NSC) esta aun en debate a pesar del hecho de que tanto IGF-1 como IGF-1R
son expresados por las NSC en cultivo (Drago J. et al., 1991; Popken G.J. et
al., 2005) y que, en respuesta a IGF-1, las NSC se diferenciaban hacia linajes
especificos como neuronas (Brooker G.J. et al.,, 2000) u oligodendrocitos
(Hsieh J. et al., 2004).

Pero, no es solo el IGF-1 local el que estd implicado en este proceso.
Hace casi 20 afios desde que se publicara que el IGF-1 sistémico podia cruzar
la barrera hemato-encefélica (BEH), en un experimento donde se inyectd IGF-1
marcado en carotida de ratas adultas, siendo éste detectado posteriormente en
el plexo coroideo, eminencia media, arteriolas cerebrales y parénquima
(Reinhardt R.R. y Bondy C.A., 1994b). De hecho, este trabajo se baso en datos
previos que confirmaron la presencia de receptores de IGF-1 en células
endoteliales de capilares cerebrales (que constituian la BEH), y su papel en
internalizar el IGF-1 desde la circulacion sistémica al SNC (Rosenfeld R.G. et
al, 1987; Duffy K.R. et al., 1988).
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Un articulo mas reciente del grupo de trabajo de Torres Aleman (2010),
demostré6 que este proceso es iniciado por la liberacion de glutamato en
regiones activas, induciendo dos procesos: 1) una vasodilatacion para fomentar
la biodisponibilidad de IGF-1 local, y 2) un aumento de la actividad de la
metaloproteasa 9, con un incremento de la liberacion de IGF-1 de su complejo
ternario (IGFBP-3 y ALS). La accién combinada de estos eventos resulté en un
incremento de la disponibilidad local de IGF-1 libre, que fue a continuacion
transportado via transcitosis gracias a un mecanismo dependiente de un
transportador endotelial (lipoprotein related receptor 1) (Nishijima T. et al.,
2010). Este descubrimiento deberia arrojar algo de luz a datos previos en los
que se identific6 al IGF-1 hepatico como uno de los factores principales
encargados de la regulacién del aclaramiento de los niveles de B-amiloide
cerebral (Carro E. et al., 2002) y sus potenciales implicaciones en la
enfermedad de Alzheimer (que serd discutida en mayor profundidad en el
apartado 1.2.4.1). Sin embargo, merece la pena adelantar que no existe una
correlacion significativa entre los niveles de IGF-1 plasmaticos y las
concentraciones en liquido cefalorraquideo (Backstrom M. et al., 1984) y, por
consiguiente, parece que el IGF-1 sistémico no es la fuente principal de IGF-1
en el SNC.

Por otro lado, se sabe poco acerca de los factores y mecanismos que
regulan la expresion de IGF-1 en cerebro. Ciertas evidencias apuntan a
algunos factores que pueden modular su expresion en cerebro in vivo, tales
como factores de crecimiento (GH, Transforming Growth Factor a, basic
Fibroblast Growth Factor, etc) (Hynes M.A. et al.,, 1987; Chernausek S.D.,
1993; Pons S. y Torres-Aleman [., 1992), la nutricion (Lowe W.L. Jr. et al.,
1989; Hall K.S. et al, 1989) y el dafio (ya sea hipoxico/isquémico,
estereotactico, electrolitico o criogénico, al igual que la desmielinizacion
inducida y la encefalomielitis autoinmune experimental (Yamaguchi F. et al.,
1991; Lee W.H. et al., 1992; Garcia-Estrada J. et al., 1992; Komoly S. et al.,
1992; Liu X. et al., 1995; Yao D.L. et al., 1995a y 1995b). Ademas, los niveles
del ARNm de IGF-1 se encuentran reducidos en cerebros de ratas

hipofisectomizadas, y la perfusion intracerebral de GH restaura (~80%) los
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niveles de IGF-1 (Hynes M.A. et al., 1987), lo que apunta al papel que GH tiene

en el control del IGF-1 cerebral.

Adicionalmente, IGF-1 podria promover la proliferacion y/o supervivencia
de los oligodendrocitos y sus precursores, lo que también podria estar
implicado en la modulacion de la permeabilidad de la BHE (Liu X. et al., 1995).
Esto dltimo limitaria la accesibilidad de los linfocitos T y los factores solubles
inmunes en el cerebro. Otras posibilidades son también plausibles, como por
ejemplo, la posibilidad de que IGF-1 influyera en la reaccion inmune periférica,
lo que a su vez podria reducir la inflamacion del SNC, su desmielinizacion y la
permeabilidad de la BHE (D’Ercole A.J. et al., 1996). Estos resultados, tomados
en conjunto con las acciones neuroprotectoras de IGF-1 (Garcia-Fernandez M.
et al. 2008; Puche J.E. et al., 2008), sugieren que los astrocitos son relevantes

en la mejora de la lesion cerebral.

La posibilidad de trabajar con ratones transgénicos ha aclarado algunos
aspectos sobre el tema. Un modelo animal de ratones que sobreexpresan IGF-
1 en el cerebro mostré un crecimiento postnatal excesivo del cerebro (hasta un
85%) sin que se acompafiara de anomalias anatdbmicas mediante un mero
aumento en el numero de células (Behringer R.R. et al.,, 1990) y de la
mielinizacion (Carson M.J. et al., 1993). Un experimento complementario
(Behringer R.R. et al.,, 1990) excluyé la posibilidad de que fuera GH quien
promoviera directamente estos efectos, ya que ratones transgénicos que
sobreexpresan GH no mostraron estos cambios. Sin embargo, como se dijo
anteriormente, el papel de la GH en el crecimiento del cerebro no puede ser
subestimado, dado que los ratones deficientes en GH tienen cerebros mucho
mas pequefios que los ratones normales (Ohlsson C. et al., 2009).
Consistentemente, ratones transgénicos con deleccidon génica de IGF-1 apenas
sobreviven después del nacimiento. Los supervivientes tienen cerebros muy
pequefios (-60% del tamafio normal), pero siguen siendo morfolégicamente
normales (Beck K.D. et al., 1995). Estos cerebros se caracterizan por una
escasez de la materia blanca debido a una marcada reduccion de la
mielinizacion (Ye P. et al., 2002) y una aparente disminucion en el numero de
axones (Beck K.D. et al., 1995).
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Estas acciones de IGF-1, junto con sus efectos neuroprotectores
secundarios a la lesién del SNC y/o de nervios periféricos, sugieren que podria
ser una terapia beneficiosa en una amplia variedad de trastornos que afecten al

sistema nervioso.

[.1.4.3. Desarrollo y regeneracion hepaticos.

El higado es la principal fuente del IGF-1 circulante (~75%) tras la
estimulacién de los hepatocitos por parte de la GH (Froesch E.R. et al., 1985;
Sjogren K. et al., 1999; Ohlsson C. et al., 2009). Sin embargo, es interesante
que aunque este IGF-1 tiene efectos endocrinos sobre otros muchos érganos,
tan s6lo una minima cantidad de articulos refieren el papel de IGF-1 sobre el
propio higado en condiciones normales (Skrtic S. et al., 1997a), quizas debido
a la baja cantidad de receptores de IGF-1 en la membrana de los hepatocitos
(Froesch E.R. et al., 1985; Caro J.F. et al., 1988; Skrtic S. et al., 1997b). En
cambio, si se han encontrado IGF-1R en la membrana de células no
parenquimatosas hepéticas (Brenzel A. et al., 1996; Skrtic S. et al., 1997) y que
IGF-1 es capaz de estimular la sintesis de DNA (Pinzani M. et al., 1990;
Gressner A.M. et al., 1993) y la produccion del factor de crecimiento de los
hepatocitos (HGF, Hepatocyte Growth Factor) en células estrelladas hepaticas
en cultivo (Skrtic S. et al., 1997a).

La falta de receptores para IGF-1 en los hepatocitos podria significar
también que el IGF-1 hepatico seria incapaz de estimular el crecimiento del
higado durante la edad adulta. De acuerdo con esta afirmacién, ratones con
una deficiencia especifica de IGF-1 hepatico, en vez de experimentar una
disminucion del tamafo hepatico, mostraron higados desproporcionadamente
grandes, probablemente debido a la directa estimulacion via GH (que no se
encontraria suprimida por el “feedback” negativo de IGF-1) (Yakar S. et al.,
1999, Sjogren K. et al., 1999).

En relacion con este descubrimiento, ratones deficientes del receptor de
GH mostraron un menor peso hepatico relativo (Sjogren K. et al., 2000), y

ratones transgénicos que sobreexpresaban GH, presentaron un crecimiento
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desproporcionado del higado (Shea B.T. et al., 1987), mientras que éste es
menos aparente en ratones que sobre-expresan IGF-1 (Quaife C.J. et al.,
1989).

En otro escenario, como es el caso del dafio hepatico, donde se requiere
una rapida explosiéon de renovacion de hepatocitos (por ejemplo, tras una
hepatectomia parcial), IGF-1 puede jugar un papel importante al promover la
proliferacion de hepatocitos y acelerar de la sintesis de ADN (Pennisi P.A. et
al., 2004; Desbois-Mouthon C. et al.,, 2006), junto con la liberaciéon de
interleucina 6 (IL-6), Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a), HGF vy
Transforming Growth Factor a (TGF-a) (Fausto N. et al., 1995; Cressman D.E.
et al., 1996). Esta notable diferencia podria deberse al incremento de
receptores de IGF-1 que acontece durante el dafio hepatico (Stefano J.T. et al.,
2006).

[.1.4.4. Desarrollo y proteccién cardiovascular.

El sistema cardiovascular es una diana importante para las acciones de
GH e IGF-1. Existen evidencias de que tanto IGF-1 como su receptor son
expresados en el miocardio, el muasculo liso adrtico tanto y las células
endoteliales (D’Ercole A.J. et al., 1984; Guler H.P. et al., 1988; Delafontaine P.
et al.,, 1991; Wickman A. et al., 1997), siendo todos éstos mas sensibles a
IGF-1 que a la insulina (Johansson G.S. et al., 2008; Chisalita S.I. et al., 2009).
Ademas, la produccién de IGF-1 cardiaco aumenta en respuesta a la GH
(D’Ercole A.J. et al., 1984). Por consiguiente, hay diferentes posibilidades tanto
de acciones directas de GH, asi como de efectos endocrinos, paracrinos y

autocrinos de IGF-1 sobre el sistema cardiovascular.

Estudios previos indican que el IGF-1 es un potente vasodilatador (Pete
G. et al., 1996), y que este efecto puede ser en parte mediada por el aumento
de la liberacion de éxido nitrico (NO) por el endotelio (Copeland K.C. y Nair
K.S., 1994; Walsh M.F. et al.,, 1996). La acumulacion de pruebas también
sugieren que niveles insuficientes de IGF-1 podrian desempefiar un papel en

las enfermedades vasculares como la arteriosclerosis y reestenosis
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(Delafontaine P. et al., 2004), lo que se discutira en las secciones posteriores
(apartado 1.2.4.2). En linea con estos descubrimientos, se ha comprobado en
un modelo experimental de insuficiencia cardiaca, que IGF-1 induce el
crecimiento de los cardiomiocitos (Duerr R.L. et al., 1996) y que tanto GH como
IGF-1 aumentan la masa cardiaca en pacientes con miocardiopatia dilatada,

mejorando el estado clinico y hemodinamico (Fazio S. et al., 2000).

1.1.4.5. Otras funciones.

1.1.4.5.1. Gametogénesis

IGF-1 ha sido relacionado tanto con la foliculogénesis ovarica como con la
espermatogénesis y funcion testiculares. A continuacion, resumimos algunos de

sus efectos:
A) Foliculogénesis ovarica:

El proceso de la foliculogénesis se puede dividir en tres fases de
desarrollo: 1) Crecimiento del foliculo preantral: transicion del foliculo primordial
al foliculo primario, y formacion y crecimiento de foliculos secundarios;
2) Crecimiento del foliculo antral basal: desde la formacion del antro y
desarrollo del foliculo antral temprano hasta la etapa dependiente de
gonadotropina, y 3) Crecimiento del foliculo antral terminal: desde el desarrollo
del foliculo antral hasta el foliculo preovulatorio (Silva J.R. et al., 2009).

En los primates, los patrones de expresion de ARNm de IGF-1 y su
receptor se han estudiado a fondo durante la foliculogénesis. IGF-1 se expresa
en los foliculos primordiales, foliculos primarios, secundarios y foliculos
antrales en crecimiento (tanto en los oocitos como en la teca), pero no en los
foliculos preovulatorios (granulosa mural y teca) (Silva J.R. et al., 2009).
Interesantemente, la expresion de ARNm de IGF-1R es temporalmente
coincidente con la expresion de IGF-1, con la excepcion de las células de la
granulosa mural, donde solo se preserva la produccion de IGF-1R, sugiriendo
una dependencia paracrina/endocrina para los efectos de IGF-1 a este nivel
(Silva J.R. et al., 2009).
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La falta de informacion sobre el papel de los IGFs en un punto especifico
de la foliculogénesis humana, obstaculiza su correlacion con los patrones de
expresion de IGF-1. Afortunadamente, los modelos de roedores nos
proporcionan una herramienta util para dilucidar sus posibles implicaciones.
Este enfoque sugiere que IGF-1 puede jugar un papel en diferentes etapas de
desarrollo folicular: a) iniciacion del crecimiento del foliculo primordial; b) en la
etapa de foliculo secundario, IGF-1 podria estar implicado en la induccion de la
expresion del receptor de FSH en las células de la granulosa y su
diferenciacion, al igual que en la supervivencia de las células de la teca y la
formacion de granulos corticales en los oocitos (Zhou J, et al., 1997; Zhao J. et
al., 2001 y 2002; Demeestere |. et al., 2004), y c) en la etapa folicular antral,
IGF-1 podria aumentar la sensibilidad del foliculo a la gonadotropina, la
maduraciéon de los ovocitos y la expresion del receptor de la hormona
luteinizante (LH) en las células de la granulosa y la teca, mejorando su
proliferacion y la actividad esteroidogénica (Giudice L.C., 1992; Magoffin D.A. y
Weitsman S.R., 1994; Tsuchiya M. et al., 1999; Monget P. et al., 2002; Yu Y. et
al., 2012). En los seres humanos, IGF-1 estimula también la produccion del
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF, Vascular Endotelial Growth

Factor) en células de la granulosa (Stanek M.B. et al., 2007).

A pesar de los recientes avances, los precisos mecanismos que
subyacen durante el crecimiento folicular ovarico no estan completamente
dilucidados. En la mayoria de las especies de mamiferos estudiadas, aunque
GH e IGF-1 no parecen ser necesarios para la transicion de foliculos
primordiales a foliculos primarios, si son responsables de promover el
crecimiento del foliculo secundario y la formacién de antro (Silva J.R. et al.,
2009).

B) Funcion testicular:

Aunque esta bien establecido que la funcion testicular es controlada
principalmente por las gonadotropinas LH y FSH (Hall P., 1994; Rouiller-Fabre
V. et al., 1998), se estdn empezando a acumular considerables evidencias que

apuntan a factores producidos localmente como importantes reguladores que
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serian clave para la funcion testicular (Saez J. y Lejeune H., 1996). Entre ellos,
el IGF-1, presente en testiculos de humanos adultos (Vannelli B.G., 1988), se
ha postulado como un potente candidato debido a sus funciones para- y
autocrinas. IGF-1. En cultivos de células de Sertoli y de Leydig procedentes de
ratas adultas y cerdos inmaduros, se ha demostrado que son capaces secretar
IGF-1 al medio, y que esta secrecién se ve reforzada por FSH (células de
Sertoli) o LH (células de Leydig) (Cailleau J. et al., 1990; Naville D. et al., 1990).

IGF-1R también ha sido descrito en células de Leydig de humanos,
cerdos y ratas (Lin T. et al., 1986; Perrard-Sapori M.H. et al., 1987; Spiteri-
Grech J. et al., 1991), donde mejora las funciones de las células de Leydig
(Saez J.M., 1994; Lin T., 1996).

El papel crucial de IGF-1 en el desarrollo y la funcién de las células de
Leydig se obtuvo a partir de estudios en ratones knockout para IGF-1 (Baker J.
et al., 1996). Los testiculos de estos animales eran de menor tamafio y, aunque
los epididimos eran por lo general casi alométricos para la reduccion de peso
corporal, las regiones distales del conducto, conductos deferentes, las
vesiculas seminales y la prostata eran simples vestigios. Estos ratones
transgénicos mostraron una reduccion significativa de los niveles plasmaticos
de testosterona (18% de lo normal) (Baker J. et al., 1996) y la deficiencia de
IGF-1 se correlaciond con la presencia de células de Leydig mutantes a nivel
ultraestructural, lo que reveld un significativo retraso en el desarrollo, con un
menor nimero de células de Leydig y de menor tamafio de lo normal. Es
importante destacar que aquellos reducidos niveles de testosterona en suero
eran inadecuados para la androgenizacion perinatal. Y, en segundo lugar, la
deficiencia de andrégenos en los mutantes pudo ser correlacionada con una
diferenciacion aparentemente retrasada de las células de Leydig (en concreto,
su segunda fase) (Baker J. et al., 1996).

Estudios in vitro también sugirieron una relacion entre IGF-1 y la
produccion de andrégenos mediada por LH en roedores (Gelber S.J. et al.,

1992), a través de un efecto directo sobre las células de Leydig.

Del mismo modo, se observé que génadas masculinas cultivadas en

presencia de IGF-1 aumentaban la produccion de testosterona durante el
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desarrollo testicular (Tapanainen J. et al., 1984). Tras del nacimiento, estudios
in vitro también han demostrado que IGF-1 regula la tasa de expresion de
genes que codifican enzimas esteroidogénicas implicadas en la
biotransformacion de hormonas esteroides en los testiculos (Lin T. et al., 1987;
Moore A. y Morris I.D., 1993; Chuzel F. et al.,, 1996). En segundo lugar, se
evaluo el papel de IGF-1 sobre el nimero de espermatozoides, encontrandose
que en ratones deficientes de IGF-1 acontecia una dramética reduccion del
ndamero de espermatozoides (Baker J. et al., 1996). Ademas, la gran mayoria
de estos machos que fueron enjaulados con hembras normales no mostré

ningun tipo de comportamiento de apareamiento.

Por otro lado, cabe destacar que el papel de la GH sobre la regulacion
del IGF-1 intratesticular, en caso de existir, no debe ser significativo, ya que
parece ser que el gen del receptor de GH no se expresa en testiculo (Lobie
P.E. et al.,, 1990; Tiong T.S. y Herington A.C., 1991) y animales con
insensibilidad a la GH (GHI) son fértiles (con una normal esteroidogénesis y
espermatogénesis) (Chubb C., 1987; Godfrey P. et al., 1993). Curiosamente, a
pesar de la deficiencia de GH y de los bajos niveles séricos de IGF-1,
presentan niveles normales de IGF-1 intratesticular (Spiteri-Grech J. et al.,
1991). Asi, ademas de ser aparentemente independiente de GH, las funciones
testiculares de IGF-1 parecen ser debidas a una produccion local (con accién
autocrina/paracrina), sin necesidad de una importante contribucion endocrina

de su forma circulante.

1.1.4.5.2. Desarrollo y funcion renales.

Ciertas evidencias apoyan la funcion del eje GH/IGF-1 en el normal
desarrollo y funcion renales. Tanto los IGFs, como las IGFBPs y los receptores
de IGF (junto con los receptores de GH) se expresan en lugares especificos a
lo largo de la nefrona, lo que sugiere que IGF-1 tiene acciones para- y
autocrinas en estos puntos (Rabkin R. y Schaefer F., 2004; Bach L.A., 2012).

Tanto IGF-1 y el IGF-1R se expresan durante el desarrollo glomerular.

Cuando estos patrones de expresion se encuentran alterados, acontecen
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enfermedades renales, 1o que se demostré6 en modelos animales transgénicos
(Bridgewater D.J. et al.,, 2008). De hecho, se ha confirmado el papel de la
sefializacion de IGF en el mantenimiento de la integridad glomerular, al
proteger del dafio a los podocitos y la membrana basal glomerular.
Consistentemente, la administracion de IGF-1 a roedores fomenta el
crecimiento de los rifiones, el flujo sanguineo renal y la tasa de filtracién
glomerular (TFG) (Martin A.A. et al., 1991; Hirschberg R., 1996; Bach L.A.,
2012). De manera similar, la GH y el IGF-1 también aumentan el flujo
sanguineo renal y la TFG en los seres humanos (Kumar P.A. et al., 2011), lo

que sugiere que IGF -1 puede ser un regulador fisiolégico de la funcién renal.

Por otra parte, se propuso un posible papel para IGF-1 en el crecimiento
renal compensatorio, dado que los niveles de IGF-1 estan aumentados en el
rion restante tras una nefrectomia unilateral y el crecimiento renal
compensatorio subsiguiente (Yildiz B. et al., 2008), siendo este proceso
dependiente de la edad (Mulroney S.E. et al., 1992). Sin embargo, mediante el
uso de ratones deficientes de IGF-1, se ha publicado recientemente que la
nefrectomia unilateral en estos ratones induce un aumento significativo y
proporcional de la masa renal, en comparacién con ratones normales, a pesar
de una marcada disminucién de los niveles de IGF-1 en el rifidbn y sin
objetivarse cambios significativos en la fosforilacién de los receptores (Landau
D. et al., 2011). Por lo tanto, las implicaciones de IGF-I en este proceso

deberan ser dilucidadas en los proximos afos.

1.1.4.5.3. Modulacién inmunoldgica.

La posible relacion entre la funcion inmune y los factores de crecimiento
tales como el IGF-1 se ha mantenido pobremente caracterizada hasta hace
poco. Sin embargo, la comprensién de que diversas vias de regulacion a
menudo convergen, motivo una serie de estudios que finalmente demostraron
la importancia de la GH, IGF-1 e IGF-1R en una gran variedad procesos
inmunoldgicos (Smith T.J., 2010).
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Las complejas interacciones entre citoquinas y factores de crecimiento,
incluyendo IGF-1, fueron revisadas por O'Connor y cols. (O’Connor J.C. et al.,
2008). En resumen, teniendo en cuenta que muchas citoquinas comparten los
mismos componentes de sefalizacion, tales como Erk1/2 MAPK, las citoquinas

pro-inflamatorias parecen silenciar varios componentes de la via de IGF-1.

El papel de IGF-1 en el desarrollo y la funcién del timo, la hematopoyesis
y la constitucion del sistema inmunitario si ha sido bien documentada (Murphy
W.J. et al., 1992a y 1992b; de Mello-Coelho V. et al., 1997). En resumen, IGF-1
desempenia funciones importantes tanto en el desarrollo de linfocitos T y como
en su funcién, aumentando el nimero de células T CD4°CD8" inmaduras en
timo y bazo de ratas (Hinton P.S. et al., 1998), promoviendo la supervivencia de
las células T (Walsh P.T. et al., 2002), asi como su proliferacién, quimiotaxis y
maduracion, y bloqueando la muerte celular programada, tanto espontanea
como inducida (Tu W. et al., 2000; Walsh P.T. et al., 2002).

Respecto a otras estirpes celulares, se ha demostrado que IGF-1 es
capaz de promover la diferenciacion de células B, mejorar la proliferacion de
células B dependiente de IL-7 (en paralelo con c-kit ligando) (Landreth K.S. et
al., 1992), asi como potenciar la expansion de células pro-B inducida por IL-7
(Gibson L.F. et al.,, 1993). Cuando se administra in vivo, IGF-1 también
incrementa la poblacion de células B intraesplénicas al aumentar la
proliferacion de células maduras (Jardieu P. et al., 1994; Clark R., 1997) y
mediar la expresion de anticuerpos y el cambio de clase de las células
plasmaticas (Robbins K. et al., 1994).

Por otro lado, macréfagos y granulocitos humanos también son
sensibles a IGF-1 atenuando su apoptosis (Rom W.N. y Paakko P., 1991;
Smith T.J. et al., 2010). Finalmente, los neutrofilos parecen ser un potencial
objetivo para las acciones de IGF-1, ya que es capaz de retrasar la apoptosis
mediada por Fas a través de la via PI3-Kinasa. Ademas, este efecto se
conservo incluso en la presencia de citoquinas pro-apotéticas, lo que sugiere
gue puede jugar un papel dominante, incluso en el contexto de una inflamacién
activa (Smith T.J. et al., 2010).
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1.2.5.4. Efecto semejante a la insulina.

La similitud estructural y funcional entre IGF-1 e insulina explica algunos
de los efectos metabdlicos e hipoglucemiantes descritos como respuesta a la
administracion aguda de IGF-1, tanto en el animal de experimentacién como en
el hombre. La administracion intravenosa de un bolus de IGF-1 en dosis que
superen la capacidad de union de las proteinas transportadoras (IGFBPS)
induce hipoglucemia. Por tanto, el efecto hipoglucemiante de IGF-1 es debido a
la presencia de IGF-1 libre, mientras que el unido a IGFBPs no produce tal
efecto (Bondy C.A. et al., 1994b; Binoux M., 1995; Bang P. et al., 2001). Como
en el organismo mas del 90% de IGF-1 circulante se encuentra ligado a
IGFBPs, en condiciones fisiologicas se evita el efecto hipoglucemiante. En
cuanto a la administracion exdgena de IGF-1, se considera que la via
subcutanea amortigua el efecto hipoglucemiante, ya que el paso gradual de
IGF-1 al torrente circulatorio permite una union progresiva a sus proteinas
transportadoras (Bondy C.A. et al., 1994b; Binoux M., 1995; Tomas F.M. et al.,
1996). Por la misma razon, también puede evitarse la hipoglucemia con
tratamientos con IGF-1 a largo plazo, puesto que, al parecer, el propio IGF-1
induce la sintesis de IGFBP-3 (Cohick W.S. y Clemmons D.R., 1993).

Por otra parte, mientras que la insulina disminuye en mayor medida que
IGF-1 las concentraciones de glicerol y acidos grasos libres en sangre, IGF-1
induce una mayor utilizacion de glucosa y lactato. Estos efectos parecen
sugerir que, a diferencia de la insulina, ni el higado ni el tejido adiposo son los
principales 6rganos diana de IGF-1. Ademas, la elevacion del lactato por efecto
de IGF-1 sugiere que este factor de crecimiento actia sobre el tejido muscular

con mas especificidad que sobre el tejido adiposo (Bang P. et al., 2001).

Ademas, tras la administracion de IGF-1, la secrecion de insulina se ve
desacoplada de la glucemia. Esta supresion de la secrecion puede producirse
por un aumento de la utilizacion de glucosa y probablemente por un aumento

de la sensibilidad a la insulina (Binoux M., 1995).
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|.2. CONDICIONES DE DEFICIENCIA DE IGF-1.

El desarrollo de modelos animales transgénicos ha permitido destacar el
papel de IGF-1 en multitud de diferentes 6rganos y sistemas, asi como su
relacion causal con distintas patologias. En la introduccion de este trabajo
doctoral, nos centraremos en aquellos modelos de deficiencia de IGF-1 mejor

caracterizados, en los que la terapia sustitutiva podria ser una estrategia eficaz.

[.2.1. Crecimiento intrauterino retardado (CIR).

El crecimiento fetal es un complejo proceso que involucra tanto a
factores maternos, como placentarios y fetales, y desde una naturaleza
genética, a nutricional y/o ambiental. La restriccion del crecimiento intrauterino
es una importante complicacién obstétrica que afecta ~ 5% de los embarazos y
se refiere a un feto que no ha alcanzado su crecimiento potencial (Resnik R.,
2002). El feto o recién nacido con restriccidn de crecimiento se caracteriza por
un aumento de la mortalidad y morbilidad (fetal y neonatal) (Kramer M.S. et al.,
1990; Low J.A. et al., 1992) y un aumento del riesgo de trastornos clinicos en la
vida adulta, como enfermedades cardiovasculares, diabetes y obesidad
(Hattersley A.T.y Tooke J.E., 1999; Barker D.J., 2004).

En el periodo prenatal, las diferencias entre GH e IGF-1 se muestran
claramente. Mientras que la insensibilidad a la GH (GHI), tanto en humanos
como en ratones transgénicos, presenta solo un leve retraso del crecimiento al
nacimiento (como se indic6 anteriormente) (Wit J.M. y van Unen H., 1992;
Savage M.O. et al., 1993; Zhou Y. et al., 1997; Laron Z., 1999; Savage M.O. et
al., 2001), la deficiencia de IGF-1 en el estado gestacional supone un grave
retraso del crecimiento postnatal, como se ha descrito tanto en seres humanos
como en modelos de animales transgénicos con deficiencia de IGF-1 (Baker J.
et al., 1993; Liu J.P. et al., 1993; Woods K.A. et al., 1996; Lupu F. et al., 2001;
Abuzzahab M.J. et al.,, 2003; Leal Ade C. et al.,, 2011). Curiosamente, en
contraste a GHI, los animales deficientes en IGF-1 presentan dafio neuroldgico,
lo que también fue publicado en un paciente con un defecto en el gen de IGF-1

(Woods K.A. et al., 1996). Por tanto, parece que IGF-1 es necesario para el
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desarrollo normal del cerebro en el Gtero, mientras que la insensibilidad a la GH
puede ser paliada por una produccion intrauterina de IGF-1 independiente de
GH (Rosenfeld R.G. et al., 1994; Randhawa R. y Cohen P., 2005).

El progreso del desarrollo fetal estd en gran parte controlado por la
sangre oxigenada que alcanza la circulacion uterina, la integridad y la funcién
placentaria y la capacidad del feto para obtener los nutrientes necesarios
(Gluckman P.D. y Hanson M.A., 2004). Se ha estimado que los genes de los
progenitores solo repercuten en un 20% de la variacion del peso al nacimiento.
Sin embargo, la mayoria de la variacion (~62%) se debe al medio intrauterino
(Penrose L.S., 1952). Se ha observado que las placentas de embarazos con
CIR presentan una pobre invasion de células trofoblasticas en los tejidos de la
decidua materna, especialmente, en las arterias espirales maternas (Brosens
J.J. et al., 2002; Setia S. y Sridhar M.G., 2009). Los estudios sobre el proceso
patolégico del crecimiento intrauterino retardado han apuntado a una funcién
anormal de la placenta como mecanismo comun (Miller H.C., 1985). Sin
embargo, se sabe que la disfuncion de la placenta a menudo es gradual y
puede ocurrir mucho antes que cualquier CIR demostrable (Voigt H.J. y Becker

V., 1992), lo que dificulta la resolucién de esta hipotesis.

Por otro lado, los IGFs controlan el crecimiento directamente, y los
niveles de IGF-1 circulante parecen ser practicamente independientes de la
secrecion de GH fetal (Randhawa R. y Cohen P., 2005). Sin embargo, en estas
condiciones, la hormona de crecimiento placentaria puede tomar el papel de
principal regulador del materno IGF-1 en suero durante el embarazo
(Verhaeghe J. et al., 2000), siendo de particular interés la expresion de IGF-1R
en la placenta (Reece E.A. et al., 1994) y la menor expresiéon de IGF-1 de
origen placentario durante el CIR (Koutsaki M. et al., 2011). En general, el
ambiente endocrino del feto humano con retraso del crecimiento también se
caracteriza por bajos niveles circulantes de insulina, IGF-1, IGF-2 e IGFBP-3, y
por altos niveles de GH e IGFBP-1 (Giudice L.C. et al., 1995; de Zegher F. et
al., 1997; Setia S. y Sridhar M.G., 2009). En este punto, un elegante estudio en
el pez cebra demostrd que la disminucion de la expresion de IGFBP-1 aliviaba
significativamente el retraso en el crecimiento y el desarrollo inducidos por

hipoxia. Complementariamente, la sobreexpresion de IGFBP-1 causé un
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significativo retraso del desarrollo y el crecimiento en condiciones de normoxia
(Kajimura S. et al., 2005).

En lo referente a las respuestas fetales al CIR por hipoxia, incluyen la
menor expresion de insulina, IGF-1, IGF-2 y una mayor expresion de IGFBPs
inhibitorias. La hipoxia también activa el eje hipotalamo-pituitario-adrenal
(HPA), aumentando los niveles plasmaticos de hormona adrenocorticotropa y
cortisol, otro mecanismo que regula la expresion de IGFBPs (Han V.K. y Carter
A.M., 2001). Ademas, como se comentd anteriormente, el crecimiento de rifidn
esta bajo el control de IGF-1, y una reducida accion de los IGFs, paralela a
unos niveles de cortisol elevados, da como resultado un menor niamero de
glomérulos (Vehaskari V.M. et al., 2001). Las alteraciones en el sistema renina-
angiotensina son también frecuentes, probablemente motivadas por la
activacion del eje HPA. Estos cambios, junto con las respuestas
compensatorias debidas a la reduccion de la funcién renal pueden ser el origen

de la predisposicion a la hipertension en la edad adulta.

En los dltimos afos, se ha propuesto un papel para la “programacion
fetal” debida a una alteracion del eje GH/IGF-1 en el CIR, constituyendo asi la
denominada “hipotesis del fenotipo ahorrativo” (Setia S. y Sridhar M.G., 2009),
con una ya probada correlacién inversa entre los niveles de IGF-1 a los 9
meses y a los 17 afios. Con esta perspectiva, el eje GH/IGF-1 podria ser
programado desde una temprana edad. Esta programacion fetal podria estar
implicada en, al menos, dos patologias en la edad adulta, como la resistencia a
la insulina y la hipertensién. En primer lugar, los nifios con retraso del
crecimiento intrauterino muestran una alteracion del eje GH/IGF-1, que podria
estar contribuyendo a la reducida sensibilidad a la insulina y la resistencia al
IGF-1, ya que se requieren unos mayores niveles basales (e inducidos por GH)
de IGF-1 para lograr una velocidad de crecimiento similar a la de otros nifios, lo
gue secundariamente conduciria a una hiperinsulinemia compensatoria para
contrarrestar los efectos de contrainsulares de la GH (Woods K.A. et al., 2002)
y a una alterada regulacion (mediada por insulina) de la expresion del
transportador de glucosa-4 en musculo y tejido adiposo (Jaquet D. et al., 2001).
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|.2.2. Sindrome de Laron (SL).

En 1966, Zvi Laron y cols. (Laron Z. et al.,, 1966) describe la primera
condicion de deficiencia de IGF-1 como un nuevo tipo de enanismo,
indistinguible de la deficiencia genética aislada de GH, pero con inesperados
altos niveles de GH en suero (Laron Z. et al.,, 1966; Laron Z., 2004) y la
incapacidad para sintetizar IGF-1 y otras moléculas relacionadas, como
IGFBP-3 (Laron Z. y Parks J.S., 1993; Laron Z., 1999; Savage M.O. et al.,
2001). Esta heterogénea condicion finalmente fue denominada “sindrome de
Laron” o insensibilidad primaria a la hormona de crecimiento (GHI), e incluye: la
deficiencia del receptor de GH (el mas comun), defectos en la unién de GH a
su receptor o en su posterior transduccion de sefales, alteraciones en la
sintesis de IGF-1 y deficiencia de receptores de IGF-1 o de su transduccion de

sefales.

Epidemiolégicamente, esta entidad patologica esta estrechamente
relacionada con un origen étnico (> 90% de los casos) (Rosenbloom A.L. et al.,
1994). Desde el punto de vista clinico, el crecimiento global intradtero es
ligeramente mas corto al nacimiento en los neonatos con SL (42-47 cm) que en
nifios sanos (49-52 cm), lo que sugiere un papel potencial de IGF-1 en el
control del crecimiento lineal intrauterino (Laron Z., 1999). Esta situacién es
mas dramatica a lo largo de la infancia, donde la maduracién esquelética y
crecimiento de los érganos sufre un significativo retraso (Rosenbloom A.L. et
al., 1994; Laron Z., 1999; Rosenbloom A.L., 1999), probablemente debido a un
menor impacto de la GH en el crecimiento gestacional, en comparacion con
IGF-1 (Wit J.M. y van Unen H., 1992; Baker J. et al., 1993; Savage M.O. et al.,
1993; Liu J.P. et al., 1993; Woods K.A. et al., 1996; Zhou Y. et al., 1997; Laron
Z.,1999; Savage M.O. et al., 2001; Lupu F. et al., 2001; Abuzzahab M.J. et al.,
2003).

Estas anomalias en el crecimiento de pacientes con SL que no se
acogen al tratamiento sustitutivo con IGF-1 incluyen al nacer: tasas de
crecimiento promedio de la mitad de lo esperado durante los primeros afios de
vida (Rosenbloom A.L. et al., 1994), un cerebro pequefio (con frente

prominente, dimension vertical de la cara reducida e hipoplasia del puente
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nasal), un corazén pequefio y acromicria (Feinberg M.S. et al., 2000),
subdesarrollo del sistema muscular que retrasa el inicio de caminar en tres de
cada cuatro pacientes (Guevara-Aguirre J. et al., 1991; Brat O. et al., 1997),
osteopenia en todas las etapas, con mayor incidencia de necrosis avascular de
la cabeza femoral (Laron Z., 1984), deterioro y debilitamiento de la piel, el pelo
y las ufas (Lurie R. et al., 2004), esclera azul debido a la disminucion del
espesor de su tejido conectivo, lo que permite la visualizacion de la coroides
subyacente (Guevara-Aguirre J. et al., 1991), retraso de la pubertad desde 3 a
7 afos (Laron Z., 1984), retraso en la maduracion de la denticién (Laron Z.,
1984) y voz aguda (Johnston L.B. et al., 1998). Curiosamente, las funciones y
conductas reproductivas normales son ampliamente conservadas (Rosenbloom
A.L., 1999).

Los modelos animales de GHI estan disponibles desde 1997 (Zhou Y. et
al., 1997), ayudandonos a mejorar la comprension de los cambios
fisiopatoldgicos subyacentes y a idear mejores estrategias para el tratamiento
de estos pacientes. Hoy en dia, esta es la Unica condicion de deficiencia de
IGF-1 en donde rhIGF-1 ha sido aprobado.

Esta condicion de deficiencia de
IGF-1 destaca el papel fundamental de
IGF-1 en el desarrollo y funcién
cerebrales, como se detallardA mas
ampliamente en la seccion “l.2.4.1.

Enfermedades neurodegenerativas".

Figura 10. Paciente con Sindrome de Laron.
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1.2.3. Enfermedad hepatica cronica.

La cirrosis es el resultado de la enfermedad hepatica cronica y difusa,
caracterizada por el reemplazo del tejido hepatocitario por ndédulos de
regeneracion, fibrosis y necrosis, 10 que conduce a la pérdida de la masa
hepética funcional. La cirrosis es causada principalmente por el alcoholismo,
los virus de tropismo hepatico (especialmente hepatits B y C) y la

esteatohepatitis (Quiroga J. et al., 1992).

Las complicaciones mas frecuentes de la cirrosis avanzada incluyen la
ictericia por la colestasis, la coagulopatia de la insuficiencia hepatocelular,
hemorragias digestivas por varices esofégicas, ascitis, sindrome hepatorrenal,
peritonitis bacteriana espontanea, encefalopatia hepatica y malnutricion
(Quiroga J. et al.,, 1992). Aunque la supervivencia en pacientes con cirrosis
compensada es relativamente alta (90% a los 5 afios del diagndstico), la
apariciéon de complicaciones empeora este escenario al 30% a los 3 afos
(Gines P. et al., 1987; Bruguera-Cortada M. y Rodes-Teixidor J., 1997).

La cirrosis hepatica se asocio por primera vez con IGF-1 a mediados de
los afios 70 (Wu A. et al., 1974), para luego proponerse esta hormona como un
buen indicador de la capacidad funcional hepatocelular (Sheppard M.S. et al.,
1987; Caufriez A. et al.,, 1991; Assy N. et al., 1997) con una marcada
disminucién desde las primeras etapas de la cirrosis (Child-Pugh A) (Caregaro
L. et al.,, 1997). Desde entonces, la idea de la cirrosis hepéatica como una
condicion de deficiencia de IGF-1 durante la edad adulta ha sido anualmente
consolidada a partir de una serie de publicaciones que establecen el origen de
este déficit a una disminucién de los receptores de GH en higados cirréticos
(Chang T.C. et al.,, 1990) y a una progresiva reduccion de la capacidad de
biosintética de masa hepatocelular en los estadios avanzados (Quiroga J. et al.,
1992). Por otra parte, una marcada disminucion de las concentraciones de
IGF-1 también ha sido correlacionada con una mayor probabilidad de aparicion
de hepatocarcinoma (Inaba T. et al., 1999) y un peor prondstico en pacientes
que requieren cirugia hepatica (Moller S. et al., 1996). Como resultado de los
niveles de IGF-1 se consideran de valor prondstico en cuanto a supervivencia

en pacientes cirroticos (Moller S. et al., 1996; Caregaro L. et al., 1997).
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La disponibilidad de modelos animales de cirrosis hepatica experimental
(por tetracloruro de carbono, tioacetamida, ligadura del conducto biliar, D-
galactosamina, etc.) han permitido aclarar el papel de IGF-1 en la fisiopatologia
asociada a la cirrosis. En concreto, nuestro grupo de demostré que el
tratamiento con rhlGF-1 en cirrosis experimental inducia: un aumento de la
eficacia de la dieta, con una mayor absorcién de nitrdgeno y mejor balance
nitrogenado (Picardi A. et al., 1997), la normalizacién de la absorcién intestinal
de amino&cidos y azUcares (Castilla-Cortazar 1. et al., 1997b; Castilla-Cortazar
I. et al., 1999; Pascual M. et al., 2000) incluyendo animales con cirrosis
descompensada y ascitis (Castilla-Cortazar I. et al., 2004b), mejorando el
metabolismo de la glucosa (Castilla-Cortazar I. et al., 1997a), disminuyendo la
hipertension portal, endotoxemia y translocacion bacteriana (Lorenzo-Zuniga V.
et al., 2006), mejorando la osteopenia tanto en cirrosis compensada como
ascitica (Cemborain A. et al., 1998 y 2000) y la morfologia y funcién testicular
(Castilla-Cortazar 1. et al, 2000 y 2004a), recuperando el tono
somatostatinérgico (Castilla-Cortazar |. et al., 2001) con una mejora de la
funcién hepética (aumento de la albuminemia y factores de coagulacion) y
disminuyendo el dafo oxidativo y la fibrosis
hepatica (Castilla-Cortazar |. et al.,, 1997a;
Muguerza B. et al., 2001).

Esta mejoria de la funcion hepatica
mediada por IGF-1 se asocié con efectos
hepatoprotectores, anti-apoptéticos y con
una recuperacion de la disfuncién
mitocondrial (Muguerza B. et al., 2001;
Mirpuri E. et al., 2002; Garcia-Fernandez
M. et al., 2005; Perez R. et al., 2008; Tutau
F. et al., 2009).

Figura 11. Paciente con cirrosis avanzada, ascitis y

desnutricién grave.
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1.2.4. Envejecimiento y enfermedades relacionadas con la edad.

El envejecimiento es un proceso universal, intrinseco, irreversible,
heterogéneo y multidimensional de una progresiva involucion que se
caracteriza por una paulatina pérdida de las funciones fisiol6gicas, aumentando
la probabilidad de muerte. Aunque relacionada, la longevidad se diferencia del
envejecimiento, ya que la primera resulta de la simple consideracion de la
duracion de la vida independientemente del proceso de envejecimiento
biologico. La esperanza de vida promedio ha ido (afortunadamente) en un
continuo aumento: de ~27 aflos en la época greco-romana, a ~47 afos en
1900, y ~77 afos a finales del siglo 20 (Futterman L.G. y Lemberg L., 2000).
Sin embargo, es muy interesante que la esperanza de vida maxima
(longevidad) no ha cambiado llamativamente y parece rondar alrededor de los

120 afios, a pesar del aumento en el numero de centenarios (Fries J.F., 1980).

Estos cambios relacionados con el envejecimiento, comienzan a
aparecer en el segundo tercio de la vida, como la aparicién de la menopausia y
la osteoporosis en la mujer, la frecuente aparicion de cancer, el aumento del
almacenamiento de grasa y cierto grado de aterosclerosis. En el tercio final de
la vida, desciende la capacidad funcional del corazén, pulmén y rifidn, hay
pérdida de la masa muscular y ésea, disminuye la capacidad para adaptarse a
cambios ambientales, declina la capacidad del organismo para combatir la
infeccion y aumentan las respuestas autoinmunitarias, desciende la fertilidad,
hay una pérdida en la capacidad cognitiva, se observa una lentitud de la
respuesta fisica y/o mental ante estimulos especificos, hay aterosclerosis
diseminada y aparecen alteraciones artriticas (Semsei I., 2000; Kirkwood T.B.,
2002; Kirkwood T.B. y Finch C.E., 2002; Troen B.R., 2003).

Bajo el concepto de “edad cronoldgica” se dice que el proceso de
envejecer comienza entre los 60-65 afos. Sin embargo, e muchas ocasiones,
el declinar vital no se acompafa de un decremento objetivable en las funciones
cerebrales, que permanecen intactas hasta la muerte. Por ello parece licito
pensar que los diferentes sistemas del organismo no envejecen paralelamente,
y que no podemos hablar de envejecimiento cerebral desde un punto de vista

meramente cronoldgico.
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Las concentraciones circulantes de GH e IGF-1 son maximas durante el
crecimiento peripuberal y la temprana edad adulta; sin embargo, van
disminuyendo progresivamente con la edad (Lamberts S.W. et al., 1997) (cfr.
Figura 3). Esta reduccion durante el envejecimiento humano es referida a
veces como somatopausia, en analogia con la menopausia y la andropausia.
Estos bajos niveles de secrecién de GH e IGF-1 en los ancianos parecen ser
causa 0 concausa de muchos sintomas del envejecimiento, incluyendo la
pérdida de masa muscular, aumento de la adiposidad, reduccion de la
densidad mineral Osea, disminucion de los niveles energéticos, junto con
alteraciones en los indicadores psicolégicos de la calidad de vida (Bartke A. et
al., 2003).

Numerosas teorias han sido propuestas para explicar los mecanismos
biolégicos del envejecimiento, pero todas ellas presentan dificultades
inherentes a la parcialidad de los fenbmenos que proponen. Al mismo tiempo,
la mayoria no se excluyen mutuamente y, hasta el presente, no hay evidencia
de un Unico mecanismo responsable de la senectud. Por otro lado, el
envejecimiento tiene posiblemente mdltiples causas interactivas, que son
probablemente diferentes en células de drganos "postmitéticos” (como las
neuronas y las células musculares esqueléticas y cardiacas) en comparacion
con aquellos con tejidos renovables (como la médula ésea, piel y mucosa
gastrointestinal). Asi, el dafio causado por radicales libres podria ser mayor en
un érgano con baja tasa de renovacién, como el sistema nervioso, que en otro

con una alta tasa de recambio celular, como la médula 6sea.

De las diferentes teorias sobre envejecimiento, aquellas mas plausibles
son las basadas en el envejecimiento celular, que demostraron, entre otras
cosas, la dificultad de las células viejas para replicarse en presencia de
factores de crecimiento se asocia con un fallo de la induccion del gen c-fos y
con un bloqueo en la fase G; tardia del ciclo celular. Tal bloqueo puede ser
evitado mediante la fusion de las “células seniles” con lineas celulares
inmortales (Kim S.H. et al., 2002).

Otro factor implicado en envejecimiento celular es el producto del gen

del retinoblastoma, un inhibidor de la proliferacion celular, que Unicamente se
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inactiva por fosforilacion. El déficit de induccion de quinasas puede ser un
hecho generalizado en las células viejas, llevando a alteraciones de la
fosforilacion tales que la célula sea incapaz de desactivar proteinas celulares
que inhiben la proliferacion celular. Ademas, secuencias de ADN no-
codificadoras, las cuales pueden ser importantes para la division celular o
regulacion de procesos de transcripcion, también podrian estar afectadas
(Kirkwood T.B. y Finch C.E., 2002).

Entre las principales hip6tesis propuestas para el proceso de
envejecimiento estan la del dafio celular mediado por radicales libres (que
estudiaremos mas en detalle), las alteraciones en la metilacion de ADN vy el

agotamiento telomérico, que siguen siendo objeto de una intensa investigacion.

Antes de entrar mas en detalle, es importante distinguir entre
envejecimiento fisiolégico y enfermedades relacionadas al envejecimiento. A
medida que envejecemos ocurren dos fendmenos paralelos, una declinacion
fisiolégica normal y un aumento en la prevalencia de ciertas enfermedades.
Aunque estos procesos se influencian entre si, existe una declinacion

fisiolégica que es independiente del desarrollo de enfermedades.

Hay varias entidades patolégicas que son mucho mas frecuentes en el
adulto mayor, y que tiempo atrds se pensaba que eran propias del
envejecimiento, pero en la actualidad se sabe que son enfermedades. Este es
el caso de la osteoporosis, enfermedad de Alzheimer y otros. Afortunadamente,
algunas de estas entidades pueden prevenirse 0 manejarse de modo que no
determinen tan tempranamente alguna discapacidad. Por ello, s6lo los cambios
gue estan presentes en todos los individuos que envejecen, y que aumentan en

magnitud con la edad, representan envejecimiento per se.

En lo referente a las teorias del envejecimiento, se han propuesto
muchas hipétesis para explicar este proceso. Goldstein y colaboradores
(Goldstein S. et al., 1989) las han revisado extensamente y finalmente las han
dividido en dos grandes categorias: las que afirman que el proceso de
envejecimiento seria el resultado de la suma de alteraciones que ocurren en
forma aleatoria y se acumulan a lo largo del tiempo: teorias estocasticas, entre

las que se incluye la que reine mayor aceptacion: la teoria de los radicales
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libres, junto con otras tales como la del desgaste, del entrecruzamiento y del
error catastrofico; y las que suponen que el envejecimiento estaria
predeterminado: teorias no estocasticas, englobando a la teoria genética y a la
teoria del marcapasos. En el presente trabajo prestaremos mas atencion a la
acaecida por la acumulacion de radicales libres (seccion 1.3. Dafio oxidativo

celular y enfermedad).

En resumen, todas ellas apuntan béasicamente a la implicacion de
amplios procesos fisiolégicos importantes para la longevidad: la estabilidad
genética, el acortamiento de los telémeros, la resistencia al estrés y el control
metabdlico (Weinert B.T. y Timiras P.S., 2003). Curiosamente, IGF-1 esta de
alguna manera relacionado con todos ellos (cfr. Figura 12).

gLl

- . Metabolismos .
Propiedades Crecimiento Anabolizante lipidico y glucosado Neuroprotection

Concentraciones
circulantes de IGF-1
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IGF-1 a lo largo sinaptogénesis 0seo anti-inflammatorio mitocondrial

Hepato- y

de la vida Desarrollo genital Praliferattivo cardioproteccion

Anti-apoptdtico

Procesos :
Estabilidad Resistencia al Control Acortamiento

implicados en de los

genética estrés metabdlico -
) telomeros
la longevidad

Figura 12. Propiedades fisiolégicas de IGF-1 a lo largo de la vida

en relacién con los procesos implicados en la longevidad.
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En primer lugar, partiendo de la base de que las mitocondrias son la
principal fuente de radicales libres enddgenos (Boveris A. et al., 1972; Giulivi C.
et al., 1999), se demostrod recientemente cOmo las especies con mayores tasas
metabdlicas tienen menores esperanzas de vida maxima debido a la
acumulacion de anion radical superéxido, lo que aboca al dafio celular y a un
envejecimiento acelerado (Van Raamsdonk J.M. et al., 2010). En este punto,
nuestro grupo de investigacion ha demostrado que IGF-1 es uno de los factores
principales encargados de la restauracion de la disfuncién mitocondrial durante
el envejecimiento, al aumentar el potencial de membrana mitocondrial, reducir
en consecuencia el consumo de oxigeno, aumentar la sintesis de ATP (por un
mejor acople de la cadena de transporte de electrones), y minimizar la salida
del citocromo c hacia el citoplasma, lo que secundariamente promoveria la
supervivencia neuronal al evitar la apoptosis inducida por caspasas (Garcia-
Fernandez M. et al., 2008; Puche J.E. et al., 2008). Estos datos concuerdan
con experimentos in vitro de otros grupos (Ye P. et al., 1996; Chrysis D. et al.,
2001; Hodge R.D. et al., 2007).

Por otra parte, la administracion de dosis bajas de IGF-1 en animales de
edad avanzada disminuyo el dafio oxidativo cerebral (malondialdehido —-MDA-
y contenido en proteinas carboxiladas —PCC-) y mejoré la actividad de las
principales enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa y glutatién
peroxidasa) (Garcia-Fernandez M. et al., 2008; Puche J.E. et al., 2008).

En segundo lugar, IGF-1 ha sido propuesto como un indice de
envejecimiento saludable, debido a que se correlaciona directamente con la
longitud de los telémeros de leucocitos (Moverare-Skrtic S. et al., 2009; Barbieri
M. et al., 2009), un biomarcador de envejecimiento humano asociado al riesgo
de desarrollo de enfermedades vasculares, trastornos metabdlicos, y otras
patologias asociadas a la edad (Fitzpatrick A.L. et al., 2007; Vasan R.S. et al.,
2008).

Y en tercer lugar, otra via por la que IGF-1 puede jugar un papel
importante en el retraso de los sintomas del envejecimiento es gracias a sus
efectos metabdlicos, junto con la insulina (Blakesley V.A. et al., 1999). Como se

comento anteriormente, los sustratos intracelulares mejor caracterizados para

43



Introduccion J.E. Puche Garcia

los receptores de insulina e IGF-1 son las proteinas IRS (insulin receptor
substrate) de la 1 a la 4 (White M.F., 1998). Tras la fosforilacion de la tirosina,
cada uno de estos sustratos se asocia dominios intracelulares de moléculas
con homologia Src 2 (SH2), generando asi sefiales “corriente-abajo” (cfr. figura
9). Las dos moléculas SH2 mas importantes en este punto son la molécula
adaptadora Grb2 y la enzima PI3-Kinasa (Skolnik E.Y. et al., 1993; Cheatham
B. et al., 1994). Grb2 es el encargado de vincular la accién de la insulina a la

via Ras-MAPK, estimulando el crecimiento y la diferenciacion celular.

P13-Kinasa, por su lado, es responsable de las acciones similares a la
insulina de diversas hormonas, mediante la activacion de Akt/protein-kinasa B
(PKB) y protein-kinasa C (PKC), lo que posteriormente conduce a la activacion
de p70S6K y glucégeno sintasa kinasa-3 (GSK-3) (Cheatham B. et al., 1994).
Esto, termina eventualmente con la estimulacion de la sintesis de glucégeno,
lipidos y proteinas, asi como en la translocacion del transportador de glucosa a
la membrana plasmatica con un aumento en el transporte de glucosa (Kohn
A.D. et al., 1996). Es importante destacar que, Akt/PKB también fosforila
factores de transcripcidon de la subfamilia FOXO, y esto conduce a su
inactivacion y la retencion en el citoplasma (Zhang X. et al., 2002; Van Der
Heide L.P. et al., 2004), resultando en una reduccion de la actividad
transcripcional (Hribal M.L. et al., 2003). Como paso final, dependiendo de la
naturaleza de la sefial de activacion, FOXO puede regular la apoptosis (Gilley
J. et al., 2003), el ciclo celular (Martinez-Gac L. et al., 2004), la diferenciacion
(Hribal M.L. et al., 2003), la expresion de genes implicados en la reparacion del
ADN (Tran H. et al., 2002) y la resistencia al estrés oxidativo (Brunet A. et al.,
2004).

Ademas, la sensibilidad a la insulina disminuye normalmente durante el
envejecimiento, y la resistencia a la insulina es un factor de riesgo bien
establecido para una gran variedad de enfermedades que afectan a la
morbilidad y la mortalidad en la ancianidad, incluyendo la hipertension, la
aterosclerosis, la obesidad, la diabetes y las enfermedades neurodegenerativas
(Reaven G.M., 1988; DeFronzo R.A. y Ferrannini E., 1991; Facchini F.S. et al.,
2001; Umegaki H., 2012; Bosco D. et al.,, 2012). En nuestro grupo, hemos

demostrado que la administracion subcutdanea de dosis bajas de IGF-1
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restauraban los niveles circulantes de IGF-1, lo que mejora la resistencia a la
insulina y el metabolismo de los lipidos en ratas de edad avanzada (Garcia-
Fernandez M. et al.,, 2008), convirtiétndose asi en un potencial agente
beneficioso para prevenir la aparicion de patologias relacionadas con la

resistencia insulinica.

Como se comentd anteriormente, envejecimiento y longevidad son
conceptos diferentes. Y ésto es también evidente lo que se refiere a la funcion
de IGF-1. A pesar de todos los efectos beneficiosos de IGF-1 descritos hasta
ahora y los que seradn expuestos a continuacion (en relaciéon con patologias
derivadas del envejecimiento, como musculoesqueléticas, neurodegenerativas,
cardiovasculares, etc.), IGF-1 ha sido paraddjicamente relacionado de forma
negativa con la esperanza de vida (Rincon M. et al., 2004; Longo V.D., 2009),
probablemente debido, al menos en parte, a Akt y sus interacciones con FOXO,
MTOR y SIRT-1, entre otros (Tang B.L., 2006; Barzilai N. et al., 2012). Estos
resultados exigen mucho mas trabajo para aclarar las acciones aparentemente

contradictorias de IGF-1 sobre el envejecimiento y la longevidad.

[.2.4.1. Enfermedades neurodegenerativas.

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo heterogéneo de
trastornos de etiologia practicamente desconocida, que finalmente conducen a
la degeneracién y la disfuncién neuronales. Como se comentd anteriormente,
puesto que el eje GH/IGF-1 esta implicado en muchos aspectos del desarrollo
crecimiento y funcion cerebrales, su disminucién progresiva durante el
envejecimiento podria estar implicada en una variedad de enfermedades
humanas cerebrovasculares, comprendiendo tanto a la enfermedad de
Alzheimer (EA), la demencia vascular (DV), la esclerosis lateral amiotrofica

(ELA) y el accidente cerebrovascular (ACV).

La enfermedad de Alzheimer y la demencia vascular son las formas mas
comunes de demencia en personas de edad avanzada (Gasperi M. y
Castellano A.E., 2010). Una disminucion en los niveles de IGF-1 en EAy DV ha
sido ampliamente documentada, hecho que podria estar relacionado con el

desarrollo de los ovillos neurofibrilares, metabolismo anormal de B-amiloide,
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fosforilacion aberrante de Tau, pérdida cognitiva, inflamacion neural, estrés
oxidativo y disfuncion mitocondrial (Carro E. et al., 2002; Torres-Aleman I.,
2007).

Normal Alzheimer

Figura 13. Diferencias macroscépicas entre un cerebro normal

y uno con Enfermedad de Alzheimer.

Especificamente, IGF-1 ha sido propuesto como un regulador fisioldgico
de los niveles de amiloide del cerebro (Carro E. et al., 2002) por la
produccién/entrada a través de la barrera hemato-encefélica de diferentes
proteinas implicadas en el transporte de ($-amiloide, que finalmente mejoran su
flujo de salida de cerebro (Carro E. et al., 2002 y 2006). De hecho, el bloqueo
de la accion del IGF-1 sistémico en el plexo coroideo fue suficiente para inducir

amiloidosis cerebral (Carro E. et al., 2006).

Otra caracteristica neuropatolégico bien reconocido en la EA es la
anormal acumulacién de Tau en su forma hiperfosforilada en neuronas que se
estdn degenerando (Torres-Aleman [., 2007). Basandonos en la conocida
funcion de la insulina y el IGF-1 como inhibidores de la fosforilacion de Tau

mediante la inhibicion de una Tau-kinasa principal, como es la glucégeno
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sintasa kinasa-3B, numerosas investigaciones demostraron que IGF-1 controla
los niveles de Tau hiperfosforilada en el cerebro (Cheng C.M. et al., 2005;
Carro E. et al., 2006).

Otros dos procesos patolégicos subyacentes en el deterioro neuronal en
la enfermedad de Alzheimer estan ganando protagonismo: el estrés oxidativo y
la inflamacion (Akiyama H. et al., 2000; Miranda S. et al., 2000). Una vez mas,
los efectos anti-inflamatorios y anti-oxidantes de IGF-1, junto con su capacidad
anti-apoptética, respaldan a IGF-1 como un candidato adecuado para el
tratamiento de la EA. Asi, aunque son necesarios mas trabajos en modelos
animales, la evidencia disponible indica claramente que la terapia con IGF-1 en
de la enfermedad de Alzheimer podria combatir los procesos etiopatogénicos y
ser un potencial candidato para ensayos clinicos.

Por otro lado, la esclerosis lateral amiotréfica es el trastorno de la
motoneurona mas comun en adultos. En esta patologia, los niveles de IGF-1
divergen entre los distintos estudios, desde mayores a menores
concentraciones (Kerkhoff H. et al., 1994; Corbo M. et al., 2010; Lunetta C. et
al., 2012), probablemente debido a las diferencias en cuanto al origen muestras
(suero, liquido cefalorraquideo, médula espinal, musculoesquelético) y podria
explicarse como un mecanismo de defensa fisiolégico promovido en respuesta
a la degeneracion neuronal y/o la atrofia muscular. Los efectos beneficiosos de
IGF-1 en el tratamiento de la ELA se han demostrado tanto in vivo como in
vitro, postulando a IGF-1 como un factor importante para el mantenimiento y la
supervivencia de las neuronas motoras en la médula espinal mediante la
activacion de vias clave como Akt/PI3-Kinasa y MAPK p44/42 (Ozdinler P.H. y
Macklis J.D., 2006), y la disminucién del efecto superdoxido (Xiao Q. et al.,
2007). Basandose en la solidez de las pruebas pre-clinicas, se realizaron dos
ensayos aleatorios, doble ciego, controlados con placebo, de fase Il para
examinar la eficacia de rhiIGF-1 en el tratamiento de la ELA (Lai E.C. et al.,
1997; Borasio G.D. et al., 1998); sin embargo, los resultados de estos dos
ensayos son conflictivos, concluyéndose que se requieren estudios mas
complejos para dilucidar el potencial papel de IGF-1 en la esclerosis lateral

amiotrofica.
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El accidente cerebrovascular es actualmente la segunda causa de
muerte en el mundo occidental, situAndose después de las enfermedades
cardiacas y delante del cancer (Donnan G.A. et al., 2008), y los expertos
predicen que es probable que sea pronto la causa mas comun de muerte en
todo el mundo (Murray C.J. et al.,, 1997). Los estudios sobre pacientes con
accidente cerebrovascular isquémico sugieren que altos niveles circulantes de
IGF-1 se asocian con una recuperacion neurolégica y un mejor resultado
funcional (De Smedt A. et al.,, 2011), probablemente debido a sus efectos
neuroprotectores y pro-angiogénicos. De hecho, el aumento de la mortalidad
cerebrovacular en pacientes con hipopituitarismo fue documentado a finales del

siglo pasado (Bulow B. et al., 1997).

Es importante destacar que, a medida que el sistema nervioso envejece,
se acompafia de una rarefaccion de la microvasculatura (definida como un
reducido niumero y una corta longitud de los vasos en un determinado volumen
de tejido) en diferentes regiones del cerebro, asi como alteraciones en la
estructura de los vasos restantes, que han sido causalmente vinculados a la
disfuncién cognitiva en los ancianos (Sonntag W.E. et al., 1997 y 2000). Esta
rarefaccibn microvascular relacionada con la edad contribuye a una
disminucién en el flujo sanguineo cerebral regional que reduce el aporte
metabolico requerido para la sefializacién neuronal, especialmente cuando la

actividad neuronal es alta.

Es de gran interés el resultado que Lopez-Lopez C. y cols. publicaron
acerca de la infusion de IGF-1, que logré un promover un aumento significativo
(~40%) de la densidad microvascular en el cerebro del raton adulto, a través de

la estimulacion de HIF-1a y su efector VEGF (Lopez-Lopez C. et al., 2004).

Por otro lado, tanto la menopausia como la resistencia a la insulina han
sido independientemente implicadas en la aparicion de enfermedades
neurodegenerativas (Gonzalez C. et al., 2008). Varios estudios han apuntado a
la activacion de PI3-Kinasa como un evento crucial para mediar los efectos del
estradiol, una via comun para IGF-1 e insulina (Gonzalez C. et al., 2008). Por lo

tanto, parece posible que los receptores de estrogenos alfa pudieran
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interactuar con las vias de sefalizacion de IGF-1/insulina, para promover

efectos neuroprotectores en el cerebro.

Las investigaciones actuales también ponen de manifiesto la funcion
ejercida por otras moléculas de sefalizacién clave, tales como la glucégeno
sintasa kinasa-3 y la B-catenina, en la interrelacion existente entre los
receptores de estrégenos y de IGF-1 en las células neuronales (Garcia-Segura
L.M. et al., 2010).

Tanto la cognicion como la memoria también decaen con la edad, y
ambas se han correlacionado con bajas concentraciones de IGF-1 (Ozdemir D.
et al., 2012; Fernandez A.M. y Torres-Aleman 1., 2012; Muller A.P. et al., 2012;
Gong X. et al., 2012), a través de un mecanismo propuesto que podria incluir
su papel en la angiogénesis y la neurogénesis en el hipocampo. Curiosamente,
el cilostazol, un inhibidor de la fosfodiesterasa utilizado en el tratamiento de la
enfermedad vascular periférica, es capaz de mejorar la funcidon cognitiva en
ratones al incrementar la produccion de IGF-1 en el hipocampo a través de la

estimulacion de neuronas sensitivas (Zhao J. et al., 2010).

1.2.4.2. Enfermedades cardiovasculares (ECV).

Las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la principal causa de
muerte en el mundo desarrollado, aunque en las ultimas dos décadas, las tasas
de mortalidad cardiovascular han disminuido en paises de altos ingresos. Al
mismo tiempo, la evolucién de las enfermedades y muertes cardiovasculares
han aumentado a un ritmo sorprendentemente rapido en los paises de bajos y
medios ingresos, debido al aumento de la obesidad, el sedentarismo y los

habitos poco saludables (DeFronzo R.A. y Ferrannini E., 1991).

En los ultimos afos, se han correlacionado bajos niveles circulantes de
IGF-1 con un mayor riesgo de ECV en los seres humanos (Rosen T. y
Bengtsson B.A., 1990; Laughlin G.A. et al., 2004; Conti E. et al., 2004; Sesti G.
et al.,, 2005; Ungvari Z. y Csiszar A., 2012). En estudios transversales, la
deficiencia de IGF-1 circulante se asocié con la enfermedad coronaria,

documentada angiograficamente (Spallarossa P. et al., 1996), asi como con la
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capacidad de predecir la cardiaopatia isquémica fatal (Laughlin G.A. et al.,
2004), con un aumento significativo del riesgo de padecer insuficiencia cardiaca
isquémica y apoplejia congestiva en pacientes de edad avanzada (Vasan R.S.
et al., 2003; Johnsen S.P. et al., 2005), asi como con un peor prondstico en la
recuperacion tras un infarto agudo de miocardio (Conti E. et al., 2001).
Ademas, se encontré una correlacion positiva entre los niveles circulantes de
IGF-1y, tanto el flujo de reserva coronaria (Galderisi M. et al., 2002), como las
puntuaciones de buen envejecimiento cardiovascular entre los centenarios

sanos (Paolisso G. et al., 1997).

Los datos disponibles procedentes de ratones transgénicos con
deficiencia de IGF-1 hepatico, aclararon que la deficiencia de IGF-1 per se
puede promover el desarrollo de un fenotipo de envejecimiento cardiovascular
acelerado. En concreto, la contractilidad de los miocitos cardiacos se ve
significativamente afectada (Li Q. et al., 2008; Bailey-Downs L.C. et al., 2012),
junto con una respuesta hipertrofica compensatoria deficiente tras una
constriccidon aortica experimental (Bailey-Downs L.C. et al., 2012). Este modelo
animal también mostré una desregulacién de las respuestas antioxidantes
dependientes de Nrf2 en el sistema vascular, lo que promovio6 el desarrollo de
marcada disfuncién endotelial y apoptosis endotelial en presencia de un
elevado estrés oxidativo (Bailey-Downs L.C. et al., 2012), imitando el fenotipo

que acontece durante el envejecimiento.

Del mismo modo, una estrategia complementaria mostré que en ratones
de edad avanzada, donde los niveles de IGF-1 estan disminuidos, la
sobreexpresion cardiaca de IGF-1 mejor6é significativamente la funcién
contractil de los miocardiocitos (Li Q. et al., 2007b), atenuando el estrés
oxidativo mediado por el dafio a la proteinas, normalizando la homeostasis del
Ca?", revirtiendo las alteraciones en la expresién de proteinas pro-apoptéticas
relacionadas con la edad y disminuyendo la tasa de apoptosis (Li Q. et al.,
2007a).

Asimismo, se ha publicado recientemente la importancia que la
produccion local de IGF-1 también tiene, al demostrarse su papel paracrino en

la vasoprotection y cardioproteccion (Vinciguerra M. et al.,, 2010), y su
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contribucion para el mantenimiento de la integridad estructural y funcional de la
microvasculatura. Sin embargo, la produccion vascular paracrina de IGF-1 no
es capaz de compensar la deficiencia de IGF-1 circulante (Ungvari Z. et al.,
2010a).

Los efectos beneficiosos del sistema IGF-1/IGF-1R en las células
progenitoras cardiacas también estan comenzando a ser documentadas.
Debido a su gran potencial, este es un nuevo campo que merece Mas
reconocimiento y estudio. La reciente identificacion de una subpoblacion de
células madre cardiacas que expresan IGF-1R y secretan IGF-1 de forma
autocrina con un potencial terapéutico para la regeneracion miocardica (Torella
D. et al., 2004; Urbanek K. et al., 2005), puede ser un paso importante en esta
direccion. Entre otras, las acciones de IGF-1 sobre las células madre cardiacas
incluyen efectos antioxidantes, un incremento de actividad de la telomerasa con
retraso de la senescencia replicativa (Torella D. et al., 2004), y la modulacion
de la migracion y el hospedaje de las células madre cardiacas, facilitando la

neovascularizacion en corazones con dafio (Urbanek K. et al., 2005).

El envejecimiento estd asociado con alteraciones funcionales y
fenotipicas de la microcirculacion, incluyendo la disfuncién endotelial, estrés
oxidativo, la inflamacién crénica de bajo grado y la rarefaccién microvascular
(Ungvari Z. et al., 2010b). Nuestra comprension actual es que ambos, tanto los
niveles circulantes de IGF-1 como los de produccion local, contribuyen al
mantenimiento de la integridad funcional y estructural de la microcirculacion,
aumentando la biodisponibilidad de éxido nitrico, disminuyendo las especies
reactivas de oxigeno (EROs), y ejerciendo efectos anti-apoptéticos, anti-
inflamatorios y pro-angiogénicos. Los mecanismos por los que IGF-1 revierte
y/o impide la rarefaccion microvascular y mejora el suministro sanguineo tisular
son probablemente multifactoriales, y pueden implicar, entre otros: 1)
Apoptosis, ya que el IGF-1 inhibe el estrés oxidativo inducido la apoptosis por
preservar la integridad funcional de los la mitocondria (Puche J.E. et al., 2008;
Li Y. et al., 2009), 2) Angiogénesis, debido al conocido efecto pro-angiogénicos
de IGF-1, induciendo la proliferacion de las células endoteliales
microvasculares en cultivo a través de HIF-1a y VEGF (Rivard A. et al., 1999),

3) Renovacion de células endoteliales, ya que se observo que el deterioro de
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las células progenitoras endoteliales dependiente de la edad se restauraba
mediante el aumento de los niveles circulantes de IGF-1 (mediada por la GH)
(Thum T. et al., 2007), y 4) Estrés oxidativo y biodisponibilidad de NO, puesto
que el estrés oxidativo relacionado con la edad y la inactivacion de la 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS) pueden alterar la biodisponibilidad de NO
(Csiszar A. et al., 2002), es probable que esto contribuya a la disminucion de la
densidad microvascular. Estos hechos se han confirmado en modelos animales
de deficiencia de IGF-1, quienes presentan a menudo un aumento de la
produccion de EROs y una disminucion de la biodisponibilidad de NO, imitando
el fenotipo de envejecimiento vascular (Csiszar A. et al., 2008). Merece la pena
subrayar que el tratamiento de ratas de edad avanzada con IGF-1 propicié una
mayor actividad eNOS y una mejora de la biodisponibilidad de NO (Cittadini A.
et al.,, 2009). Por otro lado, experimentos in vitro con cultivos de células
endoteliales demostraron que el tratamiento con IGF-1 redujo la produccion de
EROs al mismo tiempo que incrementaba la actividad de eNOS (Csiszar A. et
al., 2008).

Desde diversos ambitos se ha postulado que la mayoria de estos
eventos cardiovasculares relacionados con bajos niveles de IGF-1 pueden ser
debidos a una posible resistencia a la insulina y la aterosclerosis acelerada
(Clemmons D.R. et al., 2007). Ademas, la disfuncion endotelial y deposicién de
lipoproteinas subintimal son, con frecuencia, consecuencia del estrés oxidativo
(Higashi Y. et al., 2010) y de la actividad de las células inflamatorias (Ross R.,
1999). En este contexto, los efectos anti-oxidantes y anti-inflamatorios de IGF-1
han demostrado ser capaces de reducir la carga aterosclerética, ragulando
principalmente tanto la respuesta de citoquinas (atenuando las respuestas pro-
inflamatorias de IL-6 y TNF-a) (Jeschke M.G. et al., 2000) como la actividad de
eNOS (Cittadini A. et al., 2009).

1.2.4.3. Sindrome metabdlico.

El sindrome metabdlico se define como una combinacion de
caracteristicas clinicas que predisponen a un mayor riesgo de enfermedad

cardiovascular, morbilidad y mortalidad (National Cholesterol Education
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Program, 2002). En algunas poblaciones, esti presente en aproximadamente
el 50% de los adultos (Akanji A.O. y Smith R.J., 2012). Se piensa que un factor
importante para su etiologia es la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia

compensatoria acompafante (Akanji A.O. y Smith R.J., 2012).

Aunque sin consenso total, se han propuesto seis componentes clave
para constituir el sindrome metabdlico (National Cholesterol Education
Program, 2002): obesidad abdominal (o perimetro abdominal), dislipemia
aterogénica (hipertrigliceridemia y bajas concentraciones de colesterol de
lipoproteinas de alta densidad), aumento de la presion arterial, resistencia a la
insulina con intolerancia a la glucosa, estado pro-inflamatorio (elevada proteina
C reactiva) y pro-trombético (con aumento del activador del plasminégeno-1 y
fibrin6bgeno).

Por otro lado, las similitudes entre insulina e IGF-1 (homologia
molecular, receptores compartidos, etc.) apuntan a la posibilidad de que IGF-1
pudiera participar en la expresion fenotipica de este trastorno (Akanji A.O. y
Smith R.J., 2012). Los altos niveles de insulina podrian probablemente inducir
una supresion de la produccion de IGF-1 (tanto hepatico como de otros tejidos),
como un mecanismo homeostéatico de compensacion, inducida posiblemente a
través de una modulacion diferencial de la produccién de IGFBPs. Esto podria
ser la causa de los bajos niveles de IGF-1 encontrados en asociaciéon con
estados de resistencia a la insulina, como el sindrome metabdlico (Akanji A.O.
y Smith R.J., 2012).

La capacidad de IGF-1 para suprimir la liberacién de insulina (a traves
de la somatostatina) (Le Roith D., 1997), ha sido probada en la diabetes
mellitus (DM). En la DM tipo 1, donde los niveles de IGF-1 e IGFBP-3 estan
reducidos (Bideci A. et al., 2005), la terapia sustitutiva con rhiIGF-1/IGFBP-3
mejora el metabolismo proteico (Simpson H.L. et al., 2004) e hidrocarbonado
mediante el control de la producciéon endégena de glucosa y la captacién de
glucosa periférica (Saukkonen T. et al., 2006). En pacientes diabéticos tipo 2, el
tratamiento combinado con rhiGF-1 puede reducir significativamente los niveles
de glucosa y los requerimientos de insulina (Clemmons D.R. et al., 2000) al

tiempo que mejora la tolerancia a la glucosa, la hiperinsulinemia y la
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hipertrigliceridemia (Kolaczynski J.W. y Caro J.F., 1994). Incluso en sujetos no
diabéticos, rhIGF-1 mejora la sensibilidad a la insulina, inhibe la lipolisis, aclara
la lipemia postprandial y aumenta el metabolismo oxidativo y no oxidativo de la
glucosa (Castilla-Cortazar I. et al., 1997a; Paolisso G. et al., 1999; Schini-Kerth
V.B., 1999).

La mayor prevalencia de resistencia a la insulina y sindrome metabdlico
en personas de edad avanzada (en comparacion con poblaciones jévenes),
también puede ser atribuible, al menos en parte, a la disminucion de las
concentraciones (tisulares y plasméticas) de IGF-1 (Paolisso G. et al., 1999;
Garcia-Fernandez M. et al., 2008). Esta reduccion de los niveles de IGF-1 se
asociaron con la intolerancia a la glucosa, diabetes, obesidad abdominal (Conti
E. et al., 2002; Gomez J.M. et al., 2003) y dislipidemia aterogénica (Rasmussen
M.H. et al., 1995; Twickler M.T. et al., 2003).

En general, estos datos sugeririan un papel importante e independiente
para IGF-1 en la proteccibn contra el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. De hecho, muchos de los factores de riesgo tradicionales de
ECV, incluyendo las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (Scheidegger K.J.
et al., 2000), la hiperlipidemia (hipercolesterolemia o dislipidemia mixta) (Malik
J. et al., 2008), la resistencia a la insulina (Conti E. et al., 2002; Gomez J.M. et
al., 2003; Twickler M.T. et al., 2003), la diabetes (Sandhu M.S. et al., 2002), la
obesidad (Rasmussen M.H. et al., 1995; Gomez J.M. et al., 2003), la elevacion
de la proteina C reactiva (Efstratiadis G. et al., 2006), la relacién cintura-cadera
(Gomez J.M. et al., 2003), la reduccion del flujo coronario de reserva (Galderisi
M. et al., 2002), el tabaquismo (Teramukai S. et al., 2002), la vida sedentaria
(Trejo J.L. et al., 2002) y el estrés psicolégico (Unden A.L. et al., 2002), quienes
actuan al propiciar disfuncion endotelial, apoptosis y deterioro de la reactividad
vascular, se han asociado con bajos niveles séricos de IGF-1 y de la expresion
génica y proteica de IGF-1 e IGF-1R por las células del musculo liso vascular
(VSMC) (Scheidegger K.J. et al., 2000). Inicialmente descrito como una
molécula pro-aterogénica debido a su papel en la proliferacion de las VSMC,
posteriormente se demostr6 que el efecto de IGF-1 en las VSMC era una
estrategia para compensar la apoptosis local, y que, en general, IGF-1 no es

pro-aterogénico, sino anti-aterogénico (Dandona P. et al., 2003), principalmente
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gracias a una mayor produccion de oxido nitrico (Schini-Kerth V.B., 1999).
Ademas, IGF-1 induce vasodilatacion (Gillespie C.M. et al., 1997; Izhar U. et
al., 2000; Galderisi M. et al., 2002), lo que influye en la regulacion del tono
vascular y la presion sanguinea arterial y la conservacion de la reserva
coronaria (Gillespie C.M. et al., 1997; Galderisi M. et al., 2002), la funcién

plaquetaria y la absorcion de glucosa (Utriainen T. et al., 1997).

Por ultimo, se sugirid recientemente que IGF-1 tiene caracteristicas
importantes para ser un buen marcador de la resistencia a la insulina y el
riesgo de enfermedad cardiovascular, ya que los andlisis mostraron que cada
unidad de aumento de las concentraciones de IGF-1 (en formato logaritmico)
se asocidé con una reduccion del 90,5% del riesgo de padecer sindrome
metabdlico (Sesti G. et al., 2005).

[.2.5. Otras condiciones de deficiencia de IGF-1.

[.2.5.1. Trastornos musculoesqueléticos.

El envejecimiento se asocia con una disminucién de la masa muscular
esquelética, a veces referido como "sarcopenia de la vejez". Hay varios
mecanismos subyacentes que han sido implicados en esta pérdida muscular
relacionada con la edad: disminucion de la sintesis de proteinas, reduccién de
la actividad enzimatica (en especial, de las vias glicolitica y glucogenolitica),
agotamiento de las reservas de energia, aumento del dafio oxidativo y cambios
en el contenido de iones (Carmeli E. et al., 2002), entre otros. GH e IGF-1
tienen efectos anabdlicos significativos en el musculo esquelético por lo que su
disminucién con el envejecimiento probablemente contribuye a la disminucion
de la masa muscular. Por ejemplo, pueden promover mitosis, sintesis de
proteinas, proliferacion de células satélite y gemacion de nervios, al mismo
tiempo que previenen de la apoptosis (Florini J.R. et al., 1996; Le Roith D. et
al., 2001). Sin embargo, en general, la capacidad de respuesta del tejido a
IGF-1 se altera con el envejecimiento. En consecuencia, se publico que la
mediana de los niveles de ARNm de IGF-1 e IGFBP-5 en musculo joven era

mas de dos veces mas alta que la del musculo de personas de edad avanzada
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(Dennis R.A. et al., 2008). Ademas, el envejecimiento esta asociado con una
disminucién del numero de receptores de IGF-1 (y de su fosforilacion) en el
musculo (Li M. et al., 2003).

La salud 6sea también puede verse comprometida en los vertebrados
con una menor sefalizacion del eje GH/IGF-1. Al igual que los musculos, el
envejecimiento normal se asocia con cambios cuantitativos y cualitativos en los
huesos, incluyendo alteraciones en la arquitectura trabecular, mineralizacion,
contenido proteico y acumulacion de microfracturas (Berryman D.E. et al.,
2008). IGF-1, que media en la mayoria de los efectos de GH sobre el
metabolismo 6seo, promueve la condrogénesis y aumenta la formacion ésea
mediante la regulacion de las funciones de los osteoblastos (Bex M. y Bouillon
R., 2003; Giustina A. et al., 2008). Ademas, en los fibroblastos, la sintesis de
ADN vy la proliferacion celular en respuesta a IGF-1 disminuyen con la edad
(Sell C. et al., 1993).

La respuesta 6sea a IGF-1 también disminuye con la edad, lo que
requiere dosis mas altas para alcanzar el mismo efecto anabdlico (Pfeilschifter
J. et al., 1993). Estos estudios sugieren que los bajo niveles circulantes de
IGF-1 y/o las anomalias de la sefializacion de IGF-1 en sujetos de edad
avanzada, pueden jugar un papel importante en la sarcopenia relacionada con
la edad y la osteopenia, donde el tratamiento sustitutivo con IGF-1 puede ser
una estrategia terapéutica adecuada (aunque esta aparente resistencia a IGF-1

puede amortiguar su funcion).

1.2.5.2. Enfermedades renales.

Como se comentara anteriormente, IGF-1 estd involucrado en el
desarrollo del rindn normal, y la desregulacion de este sistema relacionado con
la edad y puede jugar un papel crucial en las enfermedades renales y
vasculares, incluyendo hipertensiéon (Bach L.A., 2012). Ademas, en condiciones
de disfuncion renal acontecen profundos cambios en lo referente a las
respuestas renales al eje GH/IGF-1, asi como en las concentraciones

circulantes de estas hormonas, a pesar de que el complejo ternario IGFBP-
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3/ALS/IGF-1 apenas atraviesa la barrera glomerular en individuos sanos, por lo

que no contribuye a su eliminacion (Hirschberg R. y Adler S,. 1998).

En ratones con inactivacion global del gen Igf-1, el proporcional reducido
tamafio renal se asocia con un menor tamafo glomerular y una disminucion del
ndamero de nefronas (Rogers S.A. et al., 1999). Ademas, IGF-1 tiene efectos
rapidos sobre la hemodinamica renal, incluyendo un aumento del flujo
sanguineo renal y de la tasa de filtracion glomerular (Martin A.A. et al., 1991;
Hirschberg R., 1996; Bach L.A., 2012). Por otro lado, tanto IGF-1 como IGF-1R
se expresan en los glomérulos en desarrollo y sus patrones de expresion se
ven alterados en modelos animales y ejemplos humanos de enfermedad renal
(Bridgewater D.J. et al.,, 2008). De hecho, se demostr6 el papel de la
sefalizacion de IGF-1 para mantener la integridad glomerular, restaurando las
anormalidades de los podocitos e inhibiendo su apoptosis, y recuperando las
alteraciones en la membrana basal glomerular y la capa adyacente de células
endoteliales (Bridgewater D.J. et al., 2005 y 2008).

En los seres humanos, IGF-1 también aumenta el flujo sanguineo renal y
la tasa de filtrado glomerular un ~25%, y propicia expansion de volumen y
retencion de sodio por una accion directa sobre los tdbulos renales,
estimulando la liberaciéon de renina y la supresion de la secrecion del péptido
natriurético auricular (Flyvbjerg A., 2000). Cuando se administra IGF-1 a ratas
con deficiencia de GH (0 a los pacientes con defectos del receptor de GH),
normaliza la baja tasa de filtrado glomerular como lo hace la terapia sustitutiva
con hormona de crecimiento en la deficiencia de GH. Curiosamente, los efectos
de la GH sobre la funcion renal son similares a los observados con IGF-1, con
la excepcidn de que la respuesta funcional a GH se retrasa durante varios dias,
correlacionandose con un aumento secundario de IGF-1 en suero, indicando
por tanto que los efectos de GH estan mediados por IGF-1. Sin embargo, es de
destacar la existencia de receptores de GH en el tdbulo proximal, un sitio
donde el ARNm de IGF-1 no se expresa normalmente, lo que sugiere que la
GH también pueden tener acciones directas sobre la funcion tubular (Flyvbjerg
A., 2000).
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|.3. DANO OXIDATIVO CELULAR Y ENFERMEDAD.

1.3.1. Radicales libres y dafio oxidativo celular y tisular.

La relacion entre radicales libres y el dafio oxidativo celular y tisular fue
descrita por primera vez por Denham Harman hace casi 50 afios, al proponer el
envejecimiento seria el resultado de una inadecuada proteccion contra el dafio
producido en los tejidos por los radicales libres (Harman D., 1956, 1973, 1992 y
2006). Vivimos en una atmosfera oxigenada, y por lo tanto oxidante. El oxigeno
ambiental promueve el metabolismo celular, produciendo energia a través de la
cadena respiratoria (enzimas mitocondriales). La mayor parte de los radicales
libres son producidos por la mitocondria puesto que la utilizacién y manejo del
O no es perfecto. Los radicales libres se forman pues, cuando la maquinaria
productora de energia de las mitocondrias usa el oxigeno y los nutrientes para
sintetizar ATP, la molécula que aporta el combustible para la mayoria de las
actividades celulares. Esos radicales atacan, y quizas lesionan para siempre, la
propia maquinaria y el ADN mitocondrial que es necesario para construir partes
de dicho mecanismo, pudiendo dafiar también otros componentes
mitocondriales y celulares (Gadaleta M.N. et al., 1998; Wei Y.H. y Lee H.C.,
2002; Troen B.R., 2003).

La teoria sugiere que, con el tiempo, el dafio acumulado en las
mitocondrias comporta la caida de sintesis de ATP e insta a una mayor
produccion de radicales libres, acelerando asi la destruccion de los
componentes celulares. A medida que se les va privando de energia y
dafando, las células se desenvuelven peor. En consecuencia, los tejidos que
forman y el organismo entero empiezan a fallar. A pesar de la existencia de
sistemas antioxidantes en el organismo capaces de hacer frente a los radicales
libres, numerosos estudios demuestran que existe un disbalance entre
prooxidantes y defensas antioxidantes que aumenta con la edad (Beckman
K.B. y Ames B.N., 1998; Liu J. y Mori A., 1999). Sin embargo, estos estudios
llevan a cuestiones tales como si existe correlacion entre el declive en estas
defensas y el incremento en el dafio oxidativo (Beckman K.B. y Ames B.N.,
1998; Albano E., 2006).
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La evidencia del importante papel que tienen los radicales libres y los
sistemas antioxidantes en el envejecimiento ha llevado a estudiar el posible
control sistémico de estas enzimas y, quizas, del envejecimiento. Un posible
modulador de la actividad de los sistemas antioxidantes es el cerebro, que
consume un 20% del oxigeno total captado, pero tiene la menor proteccion
frente los radicales libres, altas concentraciones de acidos grasos insaturados
facilmente oxidables y un limitado potencial de regeneracion (Halliwell B., 2001;
Toescu E.C., 2005). Aunque estudios realizados en cerebro completo de raton
demuestran una clara disminucion en la actividad de algunas enzimas
antioxidantes (Cardozo-Pelaez F. et al.,, 2000; Grandjean V. et al., 2000;
Leutner S. et al., 2001), los resultados de otros estudios realizados en nucleos
de cerebro de rata -plexos coroideos y capilares- muestran que no hay tal
disminucién de actividad en estas regiones, sino que la actividad de las
enzimas se mantiene o incluso es mayor, sobre todo en los plexos coroideos,
mientras que en cerebelo y el resto de tejido cerebral si se observa una
disminucion (Tayarani I. et al.,, 1989). La interpretaciéon de estos resultados
sugiere que estos tejidos formadores podrian tener una mayor capacidad de
proteccion al dafio por radicales libres que los tejidos de formacion posterior
(Tayarani I. et al., 1989).

Por otro lado, dado que los radicales libres son moléculas inestables y
altamente reactivas (con uno o mas electrones no apareados), que producen
dafio a su alrededor a través de reacciones oxidativas, se cree que podrian
causar alteraciones en los cromosomas y en ciertas macromoléculas como
colageno, elastina, mucopolisacéaridos, lipidos, lipofucsina ("pigmento del
envejecimiento"), etc. Ademas, se ha encontrado una buena correlacion entre
los niveles celulares de superdxido dismutasa (enzima de accidén antioxidante)

y la longevidad de diferentes primates (Tolmasoff J.M. et al., 1980).

En relacion con los estudios sobre restriccion calorica, existe gran
controversia entre ellos, y en cuanto a las vias intracelulares implicadas.
Aquellos que han mostrado un aumento en la longevidad de ratas, postulan
gue seria debido a una menor produccion de radicales libres. Pero, por otro
lado, no hay estudios que hayan demostrado que animales sometidos a dietas

ricas en antioxidantes logren aumentar su sobrevida. Desgraciadamente, faltan
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mas estudios para lograr comprender mas a fondo el rol de los radicales libres

en el proceso de envejecimiento.

Lo que si esta claro, es el importante papel que juega el dafio producido
por la liberacién de radicales libres en ciertas patologias relacionadas con el
envejecimiento, tales como las enfermedades cardiovasculares, cancer,
cataratas, enfermedad de Alzheimer, entre otras. Segun la evidencia con la que
contamos hasta el momento, si logramos disminuir la generacion de radicales
libres o neutralizamos su dafio, lograriamos disminuir estas enfermedades v,

por lo tanto, seriamos capaces de prevenir una muerte precoz.

[.3.2. Mecanismos del daino oxidativo abocados a la muerte

celular.

Los radicales libres son por definicion moléculas o fragmentos
moleculares, con existencia independiente, que contienen uno 0 mMAas
electrones desapareados en su orbital mas externo (Halliwell B., 2001; Toescu
E.C., 2005). Por tanto, puede tener caracteristicas catidnicas, anionicas o
neutras. Esta ambigua definicion incluye conceptualmente a la mayoria de los
iones de metales. De esta forma, se comprende mejor la estrecha relacion
entre el oxigeno y los iones reactivos. Estos se forman por la pérdida o

captacion de un electrén o por fision homolitica de un enlace covalente.

El metabolismo (reduccién) del oxigeno genera reactivos intermedios o
radicales libres. La completa reduccion del oxigeno consiste en la recepcion de
cuatro electrones que rompen los enlaces que mantienen unidos los dos
ndcleos; a continuacion, capta protones del medio formando dos moléculas de
agua. El oxigeno molecular, posee dos atomos con sus electrones formando un
enlace covalente, que tiene una afinidad electronica elevada, pero que esta
limitada por la restriccion del espin. Por esto, es una molécula poco reactiva.
Sin embargo, por la accion de algunas enzimas, en reacciones quimicas o por
agresiones externas, puede reducirse incompletamente en formas intermedias,
altamente reactivas y toxicas (especies reactivas del oxigeno —EROs-) con una

semivida biolégica del orden de segundos (Sies H, 1993).
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En la mitocondria mientras que la mayoria del oxigeno consumido es
convertido a agua en el complejo IV, un 1-2% del oxigeno reducido capta
electrones directamente y genera iones superéxido (O2") (a nivel de la NADH
deshidrogenasa o de la coenzima Q) que se pueden convertir en hidroperoxil
(HOy"), peroxido de hidrégeno (H.O,) y el altamente reactivo anion hidroxilo
(HO"). Estos oxidantes quimicos son productos derivados del proceso oxidativo
(Nohl H., 1994; Kowaltowski A.J. et al., 1999; Liu Y. et al., 2002).

Dentro del término EROs se incluyen ademas otras moléculas derivadas
del oxigeno que no son radicales libres pero si son altamente reactivas como
es el singlete de oxigeno (*Ag O,) y el peréxido de hidrégeno (H,0-) (Halliwell
B., 2001).

O,+e +H" » HO, (radical hidroperdxilo)
O, +€ » O (radical superéxido)

O, +e +2H" » H,0, (peroxido de hidrégeno)
H,O, + e + H” » H,O + HO’ (radical hidroxilo)

Las especies reactivas del oxigeno y los radicales libres del oxigeno
(RLO) se producen también como consecuencia de mdltiples procesos
fisiolégicos (actividad fagocitica, oxidaciones bioldgicas, actividad de la xantin-
oxidasa, envejecimiento, alimentacion) y patoldgicos (hipoxia-reoxigenacion,
exposicion a productos quimicos toxicos, humo, radiaciones ionizantes y
solares, aspiracion de meconio, etc.). El estrés oxidativo conduce a muchos
cambios bioquimicos y es un factor muy importante en enfermedades cronicas
humanas como aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares, mutagénesis
y cancer, desordenes neurodegenerativos y envejecimiento (Beckman K.B. y
Ames B.N., 1998; Frei B., 1999; Lenaz G., et al., 2002; Melov S., 2002; Wei
Y.H. y Lee H.C., 2002). Ademas, estos radicales libres estan relacionados con
la induccion de la apoptosis celular (Tatla S. et al., 1999), existiendo un gran
namero de estudios que asocian la disfuncion mitocondrial provocada por las
EROs con la necrosis y la apoptosis a través de la activacion de proteasas
(Kowaltowski AJ et al., 1999; Kowald A., 2001).
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Cuando se da un equilibrio entre los RLO y los sistemas antioxidantes,
los sistemas celulares no resultan en absoluto dafiados. El problema aparece
cuando los sistemas antioxidantes no logran eliminar RLO, produciéndose un
desequilibrio que desemboca en graves dafios a las células y la producciéon de
nuevos radicales libres. Por todo ello, el estrés oxidativo sera consecuencia de
las relaciones e interacciones entre los tres componentes: generacion de
oxidantes, proteccién por los antioxidantes y reparacion del dafio oxidativo. Los
sistemas antioxidantes y los reparadores estan inducidos por la oxidacion y a
su vez pueden ser oxidados. Ademas la generacion de oxidantes puede ser

aumentada por las moléculas dafadas.

El dafio oxidativo por los radicales libres se produce en las tres
principales clases de macromoléculas bioldgicas: proteinas, lipidos y acidos
nucleicos (Beckman K.B. y Ames B.N., 1998; Cardoso S.M. et al., 1999).
Ademas tiene consecuencias letales como son la induccion del estado de
transicion de la permeabilidad mitocondrial, que participa en los mecanismos

de necrosis y apoptosis (Kowaltowski A.J. et al., 1999; Melov S., 2002).

En resumen, el metabolismo del oxigeno puede generar, aiun en
presencia de enzimas antioxidantes (tales como superoxido dismutasa,
catalasa y glutation peroxidasa), RLO y EROs que, eventualmente, abocaran a

una muerte celular por diversas vias, esquematizadas en la Figura 14.

Reaccién
L de Fenton Dafio DNA
Superéxido
dismutasa Y '

o, Fezt Fed* Daio

LA -_ A mitocondrial
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'0,+'0, ——> H,0, ——> ‘OH

ﬁ | 220 + \ Peroxidacion / CELULAR

2H* OH lipidica
Glutation P
eroxidasa o
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Peroxiredoxina Catalasa proteica
Hzo HQO 2H2 + 202

Figura 14. Mecanismos celulares del dafio oxidativo que promueven la muerte celular.

Principales enzimas antioxidantes.
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1.4.3. Estrés oxidativo e inflamacion.

El estrés oxidativo y la inflamacion son dos eslabones comunes que
subyacen en la fisiopatologia de practicamente todas las enfermedades (desde
el sindrome metabdlico, obesidad, esteatosis, neurodegeneracion, necrosis y
apoptosis, cancer), incluido el envejecemiento y las enfermedades asociadas a
la edad (Castilla-Cortazar I. et al., 1997; Hotamisligil G.S., 2006; Pérez R. et al.,
2008; Puche J.E. et al., 2008; Garcia-Fernandez M. et al., 2008).

La inflamacidén genera estrés oxidativo y el estrés oxidativo promueve la
inflamacion, estableciendo rutas que se retroalimentan positivamente

promoviendo mecanismos fisiopatol6gicos que son sintetizados en la Figura 15.
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lactato reducido | . A ASTROCITOS ),
NS 7oA ; e et [
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(L ON. de RNA . o |
/ 3 — alterado
(PGE2) s ] /
‘ s M | < N Disfuncion
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\}\/}/LJ% m— AL 1 Proteinas mal dobladas. ;
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Figura 15. Interaccién celular (astrocitos, microglia, neuronas, etc) en la inflamacion a
través de citoquinas, NO y prostaglandinas (PGEZ2). Las neuronas sufren un
procesamiento anormal del ARN, que junto con la produccion de las EROs, contribuye
al plegamiento inadecuado de proteinas. Estas producen agregados que llevan a la
disfuncion proteasoma y a la generacion de mas EROs en el reticulo endoplasmico, lo
gue activa vias de alteracion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial,
desregulacion del calcio, autofagia y apoptosis.
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Tras la agresion tisular, los macrofagos y monocitos circulantes, las
células endoteliales, plaquetas... sintetizan innumerables moléculas pro- y anti-
inflamatorias, pro-fibrogénicas y angiogénicas (IL1, IL6, NO, PDGF, TNFa,
TGFB, EGF, VEGF, etc.) que promueven la reconstruccion del tejido, su

regeneracion, la apoptosis o la supervivencia celular.

Ademés de las enzimas anti-oxidantes previamente descritas en la
Figura 14, un numero importante de enzimas pro-oxidantes median procesos

oxidativos. Entre ellas, las mas destacadas se sintetizan en la Tabla 1.

Nombre de la enzima Funcioén

Presente en los fagosomas de los neutréfilos y de los monocitos.

Mieloperoxidasa (MPO) - ) - :
Es responsable de la actividad microbicida contra un amplio
(EC1.11.2.2) :
espectro de organismos.
Lactoperoxidasa Oxidoreductasa  secretada  desde
(LPO) diversas glandulas cuya funcion
principal es antibacteriana.
o . Presente en los eosindfilos, posee una
_ Eosinofil peroxidasa _ .
Peroxidasas —i capacidad oxidante empleada para
(EC 1.11.1.1.7) ( ) combatir parasitos.
Cataliza la formacién de peroxido de
Peroxidasa vascular 1 | hidrégeno. También esta implicada en la
(PXDN) consolidacion de la matriz extracelular,
la fagocitosis y la defensa inmune.
Catalizan la oxidacion de monoaminas y la degradacién de
Monoamina oxidasa neurotransmisores -aminas (serotonina, noradrenalina), con
(MAO) formacion de de hidroperoxido. Se encuentran unidas a la
(EC 1.4.3.4) membrana externa de la mitocondria en la mayoria de las celulas

del organismo.
Xantina deshidrogenasa | Forma de xantina oxidoreductasa que produce especies reactivas
(XDH) del oxigeno (H,0,) al catalizar la oxidacion de hipoxantina a xantina

(EC 1.17.3.2) y, de ésta, a acido Urico.

Tabla 1. Enzimas pro-oxidantes que se liberan en la activacion

de la inflamacién y fagocitosis, produciendo dafio oxidativo.
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|.4.4. Proteinas de choque térmico y estrés oxidativo.

Las proteinas de choque térmico (HSPs), se han estudiado durante
muchos afos conformando hoy dia una gran cantidad de pruebas que
demuestran su hiperexpresion en relacion con la proteccion celular y tisular, en
una amplia variedad de condiciones de estrés (Kalmar B. y Greensmith L.,
2009). En consecuencia, dado que el estrés oxidativo se ha relacionado con un
importante  numero de  condiciones patolégicas, incluyendo la
neurodegeneracion, la enfermedad cardiovascular y el accidente
cerebrovascular, e incluso juega un papel en el envejecimiento natural, la

funcién de estas chaperonas se antoja crucial para su prevencion.

Estas HSPs son proteinas chaperonas altamente conservadas,
clasificadas segun su peso molecular (Hsp27, Hsp70, Hsp90, etc.) y
expresadas en todos los tejidos. Gracias a sus versatiles funciones, las
chaperonas pueden intervenir en respuesta a un estrés oxidativo, detectando
cambios red-ox intracelulares, en varios niveles. En primer lugar, algunas de
las HSPs, en su mayoria miembros de la familia Hsp70, desempefian un papel
crucial en el control de la calidad proteica, previniendo la agregacion proteica y
dirigiendo proteinas aberrantes al proteasoma o a los lisosomas para su
degradacion (Mayer M.P. y Bukau B., 2005), mediando asi el aclaramiento de
estas proteinas dafiadas. En los casos en que las proteinas mal plegadas

pueden ser rescatadas, la misma maquinaria puede lograr su replegamiento.

Por otra parte, algunas chaperonas, tales como Hsp27, Hsp70 y Hsp90,
pueden tener actividad anti-apoptética al unirse o inhibir componentes de la
cascada de la apoptosis (citocromo c, Apaf-1 y caspasa 3), incluso si las vias
de muerte celular han sido activadas (Kalmar B. y Greensmith L., 2009).

Por dltimo, algunas HSPs tienen acciones anti-inflamatorias. La
respuesta inflamatoria esta regulada principalmente por NF-xB (Barnes P.J. y
Karin M., 1997). Tras aparecer el estrés oxidativo, NF-«xB es translocado al
nacleo y activa la trascripcion de mediadores inflamatorios tales como iNOS
(inducible nitric oxide synthase), interleuquinas inflamatorias y ciclooxigenasa-2
(COX-2).
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Sobre todos estos efectores, la chaperona Hsp70 ejerce una inhibicion
que, eventualmente, conlleva efectos anti-inflamatorios y citoprotectores
(Kalmar B. y Greensmith L., 2009). Un resumen de estas acciones protectoras

de las chaperonas se muestra en la Figura 16.

Estrés oxidativo
(05", H,0,, ONOO)

Deplecion de
glutation Incorrecto
Cambios l Oxidacion lipidica, plegamiento
moleculares

proteicay del DNA proteico

Cambios Red-ox | |

Y e mpy s

1
Sensores @

de estrés @@ T.L

Activacion de 4 \

respuesta Hsp @ @

000 -

. RESPUESTA
Activacion de INFLAMACION APOPTOSIS APROTEINAS
vias celulares MAL PLEGADAS

TNF-c, IL-1P

@
¢

Activacion de Cltocromo c \""@ Degradacion o plegamiento

por proteasoma

e it S
I
I

il yio lisosoma proteico
e \ Apaﬂ _ @
NOS COX-2
wl« '\ /\ \Caspasa3
MUERTE

— ) SUPERVIVENCIA
CELULAR CELULAR

Figura 16. Papel citoprotector de la respuesta mediada por las HSPs.
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Estos mecanismos descritos son relevantes en la fisiologia y/o
progresion de ciertas enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas.
Por ejemplo, aunque la causa de la mayoria de los trastornos
neurodegenerativos es muy especifica (afectandose determinadas poblaciones
neuronales, lo que resulta en un fenotipo clinico caracteristico), es probable
que la mayoria de estos trastornos compartan algunas rutas patogénicas
comunes. En concreto, la excitotoxicidad del glutamato, el exceso de
produccion de especies reactivas del oxigeno que conduce al dafio oxidativo, la
alteracion del transporte axonal, el mal plegamiento de proteinas, la
neuroinflamacién y la activaciéon de la cascada de la apoptosis han sido
implicados en una serie de trastornos neurodegenerativos como la enfermedad
de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington y la
esclerosis lateral amiotrofica. Para algunos de estos trastornos, la generacion
de modelos transgénicos de raton ha sido una herramienta experimental Gtil, no
sélo para la investigacion de la patogénesis de la enfermedad, sino también
para los ensayos preclinicos, en los que se han descrito efectos beneficiosos
de las HSPs (Kalmar B. y Greensmith L., 2009).
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I.1. ANTECEDENTES E HIPOTESIS DE TRABAJO.

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion demostraron que la
cirrosis hepéatica es "una condicion de deficiencia de IGF-1" y que dosis bajas
de esta hormona pueden constituir una verdadera terapia sustitutiva induciendo
multiples efectos beneficiosos en ratas con cirrosis inducida por tetracloruro de
carbono, entre los que cabe destacar: mejora del balance nitrogenado (Picardi
A. et al., 1997), de la absorcion intestinal de azlcares y aminoacidos (Castilla-
Cortazar I. et al., 1999; Pascual M. et al., 2000), de la osteopenia (Cemborain
A. et al., 1998), atrofia testicular y recuperacion de la barrera hematotesticular
(Castilla-Cortazar 1. et al., 2000 y 2004), tono somatostatinérgico (Castilla-
Cortazar I. et al., 2001), ademas de inducir un efecto hepatoprotector (Castilla-
Cortézar I. et al., 1997), antifibrogénico (Muguerza B. et al., 2001) y con mejoria

de la funcion mitocondrial (Perez R. et al., 2008).

Asi mismo, estudios posteriores demostraron que dosis similares de
IGF-1 inducian en ratas de edad avanzada (otra condicién de deficiencia de
IGF-1) un efecto neuro- y hepatoprotector (Garcia-Fernandez M. et al., 2008),
normalizando la disfuncion mitocondrial y disminuyendo la activacién de la
cascada de las caspasas que presentaban estos animales (Puche J.E. et al.,
2008).

Ademas, las mismas dosis de IGF-2 indujeron efectos neuroprotectores
y metabdlicos similares a IGF-1 (Castilla-Cortazar 1. et al., 2011), asi como

sobre la funcién mitocondrial (Garcia-Fernandez M. et al., 2011).

Con el fin de profundizar en los efectos beneficiosos inducidos por la
terapia sustitutiva en condiciones de deficiencia de IGF-1, recurrimos a un
modelo experimental de “deficiencia parcial de |IGF-1", previamente
caracterizado por nuestro equipo (Guerra L., 2012; Gago A., 2012; lturrieta I,
2013) a partir de un modelo de ratones con una deficiencia sistémica de IGF-1
(lgfitm1Arge) (Liu J.P. et al., 1993).
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La hipdtesis de nuestro trabajo supone que la sola deficiencia “parcial”
de IGF-1 puede ser un factor causal relevante en la fisiopatologia de los
diversos sindromes que se asocian con estrés oxidativo e inflamacion en
el sistema nerviosos central, que podrian relacionarse con la deficiencia local
o sistémica de esta hormona. La disminucion de IGF-1 podria alterar la
expresion cerebral de genes implicados en el dafio oxidativo celular y la
respuesta inflamatoria, y podria -quiza- ser normalizada por la administracién

exdgena de IGF-1.

11.2. OBJETIVOS.

A la luz de los datos previos, el objetivo especifico del presente trabajo es
ahondar en el estudio de los mecanismos de neuroproteccién, analizando
los siguientes parametros en encéfalo procedente de ratones controles (WT),
con deficiencia parcial de IGF-1 (Hz) y con deficiencia parcial de IGF-1 tratados
con dosis bajas de IGF-1 (Hz+IGF-1):

1. Expresion cerebral del gen Igfl y su receptor, asi como de otros
relacionados con el eje GH-IGF-1.

2. Expresion cerebral de IGF-2.

3. Expresion de genes relacionados con el dafio oxidativo y las
defensas enzimaticas antioxidantes.

4. Expresion de genes relacionados con la proteccion mitocondrial.
Expresion de genes pro- y anti-inflamatorios.

6. Expresion de genes relacionados con la fragmentacion del DNA y la
muerte celular (necrosis, apoptosis) y la autofagia.

7. Posibles mecanismos neuroprotectores mediados por las proteinas
de choque térmico (heat shock proteins, HSPs).

8. Andlisis in silico de ontologia génica y rutas funcionales, relacionando
los genes modulados por la deficiencia “parcial” de IGF-1 con los
implicados en diversas enfermedades neuroldgicas, inflamatorias e

incluso psiquiatricas.
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9. Estudio histoldgico, evaluando la celularidad, y estudio de imagen por
resonancia magnética para la obtencién de mapas con el Coeficiente
de Difusion Aparente (ADC) y la transferencia de campo magnético
(MTI)

Para facilitar la esquematizacion del estudio de la expresién génica que
se afronta en el presente trabajo, se resumen en la Tabla 2 los genes y factores

implicados en los principales mecanismos.

Enzimas _ _ Marcadores de | Marcadores de
. Citoquinas _ o
antioxidantes dafio oxidativo | muerte celular

Tabla 2. Genes implicados en la respuesta antioxidante enzimatica y los mecanismos
dependientes de HSPs en la inflamacion tisular, estrés oxidativo y muerte celular.
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lII.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

l1l.1.1. Procedenciay generalidades.

Los animales de experimentacion empleados en este estudio
(igflitm1Arge) fueron donados por el Prof. Dr. Argiris Efstratiadis (Columbia
University, New York, EE.UU.). En resumen, estos ratones transgénicos (Mus
musculus, fondo genético mixto MF1 y 129sv) constan de una deleccion
selectiva del exén 4 del gen de Igfl a nivel sistémico, logrado mediante un
sistema Cre-lox con Neomicina (Liu J.P., et al., 1993).

El mantenimiento de las colonias y el desarrollo de los ensayos tuvieron
lugar en el Animalario de la Universidad CEU-San Pablo, cuyo numero de
registro por la Comunidad de Madrid es EX029-UC.

Tras un periodo de adaptacidon, se iniciaron cruces entre ratones
heterocigotos para la deleccion de Igfl, tanto para el mantenimiento de la
colonia como para la obtencion de animales para experimentacion. La
frecuencia de aparicion de las distintas modalidades genéticas fue: ~55 % de
wild type (WT, Igf1*™*), ~43 % de heterocigotos (Hz, Igf1"") y ~2 % de animales
knock out (KO, Igf1™).

WT (Igf**)

Hz (Igf*")

KO (lgf)

Figura 17. Ratones de los distintos grupos experimentales.

WT: wild type, Hz: heterocigotos. KO: Knock out.
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Las condiciones de mantenimiento y la realizacion de los ensayos en los
animales se desempefid, segun la normativa nacional y europea (RD
1201/2005, ley 32/2007 y la directiva europea 86/609/CEE) y con el
consentimiento del comité bioético de la Universidad CEU-San Pablo:
temperatura de 22+2 °C, humedad relativa de 55+10 % Yy ciclos luminicos de 12
horas de luz artificial y 12 horas de oscuridad. Los animales fueron alimentados
ad libitum con agua y dieta irradiada (Teklad Global 18 % Protein Rodent Diet,

Harlan Laboratories, Espafa).

l1l.1.2. Caracterizacion del genotipo de los animales.

La caracterizacion del genotipo fue llevada a cabo por PCR. El DNA fue
extraido de una porcion de la cola del raton como fuera previamente descrito
(Hankenson FC, et al., 2008), empleando el kit Extract- N- Amp TM Tissue PCR
KIT (Sigma Aldrich, Espaina) y los siguientes cebadores para el termociclador
(Applied Biosystems, 2720 Thermal Cycler, Espafia):

Igfl sense: 5°- GTG TGG ACC GAG GGG CTT TTA - 37,
Igfl anti-sense: 5°- TTG GTA GGT GTT TCG ATG TTT TGC - 3,
Neomicina sense: 5°- CCA GCT CAG CAA TAT CAC GGG - 37,

Neomicina anti-sense: 5°- CCT GTC CGG TGC CCT GAATGA ACT - 3".

Y con el siguiente programa de amplificacion:

Etapa Tiempo Temperatura
Iniciacion 6 minutos 94 °C
Separacion 1 minuto 94 °C
Anillamiento 1 minuto 60 °C %30
Alargamiento 1 minuto 72 °C
Alargamiento final 7 minutos 72 °C
Conservacion o0 4°C
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El ADN amplificado se separdé mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2 % en tampén Tris 0,1 M, Acido borico 0.09 M y EDTA 0,001 M a pH 8,4,
teflido con el intercalante nuclear Gel Red (Nucleic Acid Gel Stain, Biogen
Cientifica, Espafia), y se visualizé por UV empleando el colorante trazador
Orange G al 1 % (Sigma Co, EE.UU.). Se incluyé un marcador de 100 pb
(Sigma) con un rango de 100 a 2.072 pb. La electroforesis se realiz6 a Voltaje
constante (100-110 V) en una cubeta de Bio-Rad.

Posteriormente, se proceso la imagen en el transiluminador GelDoc XR
de Bio-Rad Molecular Imager, con el programa informatico Quantity One 1-D

analysis Software y PDQvest 2-D Analysis Software, de Bio-Rad.

1. 2. DISENO EXPERIMENTAL.

[11.2.1. Distribucion de los animales en grupos experimentales y

pautas de tratamiento.

Tras la caracterizacion de ratones machos de 5+1 meses de edad, se

distribuyeron en tres grupos homogéneos (cfr. Figura 18):

1. Grupo de controles Wild type (WT, Igfl*"*, n=13), que recibieron
subcutdneamente Succinato (vehiculo) durante los diez dias de
tratamiento.

2. Grupo de ratones heterocigotos con deficiencia parcial en IGF-1 (Hz,
lgf1*", n=13), que recibieron Succinato (vehiculo) por via subcutanea
durante diez dias.

3. Grupo de animales heterocigotos deficientes en IGF-I (Hz+IGF, Igf1*",
n=13), a los que se administrd, subcutaneamente, el tratamiento con
rhiIGF-1 (2 pug/100 g peso corporal y dia, en dos dosis), durante diez
dias.

77



Material y Métodos J.E. Puche Garcia

-— : —[ Succinato ]—- WT,n=13

Wild type
(Igf1*'*)
Succinato ]— Hz, n=13
AV
Heterocigotos rhIGF-1(2 ug/100 g peso corporal/d) ]— Hz+IGF, n=13
(Igf1*") ,
10 dias

Figura 18. Disefo experimental.

Adicionalmente, para la realizacién de una curva de evolucion temporal
de las concentraciones circulantes de IGF-1, se extrajo sangre de animales
(WT y Hz, n=5 por grupo) de edades comprendidas entre los 15 dias y los 23

meses.

[11.2.2. Extracciéon de sangre, administracion del

tratamiento y sacrificio de los animales.

El dia anterior al inicio del tratamiento detallado en el apartado anterior
(dia 0) se pes6 a todos los animales y se les extrajo sangre (150-200 pL)
mediante puncién de la vena mandibular. El suero obtenido tras la
centrifugacion de las muestras (2.600 rpm, 20 minutos, 4 °C) se conservd a

-20 °C hasta su posterior utilizacion.

El factor de crecimiento rhiIGF-1 fue proporcionado por el laboratorio
farmacéutico Chiron Corporation (EE.UU.) vy disuelto en el tampdn Succinato
(10 mM Succinato sédico, 140 mM Cloruro sédico) a pH 6,0. Las dosis
administradas fueron de 2 pug/100 g de peso corporal y dia, durante 10 dias,
subcutaneamente, en volimenes no superiores a 0,5 mL, y dividida en dos
inyecciones al dia (matutina y vespertina), a los animales del grupo Hz+IGF.
Los animales de los grupos experimentales sin tratamiento con IGF-1 (WT y
Hz) recibieron el vehiculo Succinato subcutaneamente durante el mismo

periodo de tratamiento.
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Las jeringuillas empleadas (Omnican, 0,5 mL, 0,3 x 8 mm, Biotech,
Espafa) se prepararon en campana de flujo laminar, utilizando un filtro de 0,22
pm (Millex-GS, Espafia).

Al finalizar el disefio experimental (dia 11), se llevd a cabo la
determinacién del peso corporal post-tratamiento en una balanza de precision
(Denver Instrument, Espafia) y se extrajo una nueva muestra de sangre, que
fue centrifugada (2.600 rpm, 20 minutos, 4 °C) para obtener el suero, que fue
almacenado a -20 °C hasta su posterior uso.

Inmediatamente después, los animales fueron sacrificados por
decapitacion y se procedié a la disecciébn de los distintos 6rganos y a la
recogida de muestras. Para este estudio, el cerebro fue cuidadosamente

extraido y dividido en 3 porciones:

= Medio hemisferio izquierdo para RNA, inmerso en RNAlater (Qiagen-
Izasa, Espafia).

= Medio hemisferio izquierdo para proteinas, congelado a -80°C en
criotubos tras la inmersiéon en N, liquido.

= Hemisferio derecho: para histologia, fijado en paraformaldehido (PFA)
4% vy posteriormente pasado a etanol 70% (para ser procesado e

incluido en parafina).

111.3. EXTRACCION DE ARN Y TECNICAS DE EXPRESION
GENICA.

[11.3.1. Extraccion de ARN de tejido cerebral.

Entre 30-50 mg de tejido cerebral conservado en RNAlater fueron
homogeneizados por un TISSUELYSER LT (Qiagen-lzasa, Espafia) utilizando

como buffer de extraccion QlAzol (Qiagen-lzasa, Espafia).

A continuacién, se utilizd el kit de extraccion de RNA de Qiagen-lzasa
RNeasy siguiendo las indicaciones del productor y empleando el robot

QIACUBE (Qiagen-lzasa, Espafa) para optimizar el procesado.
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La concentracion y pureza del ARN se cuantificaron con el
espectrofotometro NANODROP 2000 (Thermo-Fisher Scientific, Espafia). La
integridad del ARN se determind utilizando el equipo EXPERION (Automated
Electrophoresis Station, Bio-Rad, Espafa).

La sintesis de ADNc se llevo a cabo utilizando mediante transcripcion
inversa, utilizando el kit comercial High Capacity ARN to ADNc Kit (Applied
Biosystems, Espafia) y un termociclador MASTERCYCLER (Eppendorf-Durviz,
Espafia). EI ADNc obtenido se diluyé en H,O-DEPC hasta una concentracion
final de 15-20 ng/pL.

[11.3.2. Analisis del transcriptoma mediante microarray.

Las técnicas para la realizacién y andlisis del microarray, incluyendo el
control de calidad del ARNm, marcaje, hibridacion y escaneo de los arrays
fueron desarrolladas en el Instituto de Medicina Molecular Aplicada (IMMA) de
la Facultad de Medicina de la Universidad CEU-San Pablo, de acuerdo con los
procedimientos estandares dictados por los protocolos de Affymetrix

(GeneChipH Expression Analysis manual, Affymetrix, EE.UU.).

Los ARNm fueron perfilados seleccionados usando los microarrays de
Affymetrix HT MG-430 PM. Las seiales de los arrays fueron normalizadas
usando un Robust Multichip Average (Irizarry R.A. et al., 2003) y los posibles
efectos debidos a la diferencia entre lotes fueron corregidos por ComBat
(Johnson W.E. et al., 2007). Los datos procesados fueron analizados
empleando modelos logaritmicos lineares con Limma, como fuera previamente
descrito (Smyth G.K. et al., 2004).

Valores superiores a 1,5 de variacion entre grupos, con p<0,01, fueron
seleccionados para su posterior confirmacion por PCR. El proceso completo,

de forma esquematica, queda resumido en la Figura 19.
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Figura 19. Analisis del transcriptoma mediante microarray.

[11.3.3. PCR cuantitativa a tiempo real.

La PCR cuantitativa se realizd6 en el equipo MASTERCYCLER
REALPLEX (Eppendorf, Espafia), utilizando una polimerasa activada por calor
TagDNA (Amplitag Gold, Applied Biosystems, Espafa), Master Mix (TagMan
GenEx Master Mix, Applied Biosystems, Espafia) y sondas especificas TagMan
MGB (Assay-by-DesignSM; Applied Biosystems, Espafia) para los siguientes

genes:
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SONDA

REFERENCIA

Igfl
Igf2
Igfir
Igfbp4
lgfbp6
Igfbp7
lgfbp8
Ghr
Gpx1
Gpx8
Cat
I110rb
I11b
16
Tnfrsfla
Crlfl
Ptgs2
Nos1
Tgfb2
Hspbl

Hspal3
Hsp90b1l

Hspalb
Hspa2
Hspa5

Hspbpl
Foxol

Aktl
Mcl1l
Gabl
Cntf
Cntfr
Srpl
Srpblb
Gadd45a
Ulk1l
Parp1
Grb2
Bid
Tgfa
Bid
Bcl2
Apafl

MmO00439560_m1
Mm00439564_m1
MmO00802831_m1
Mm00494922 m1
MmO00599696_m1
MmO03807886_m1
MmO01192933 g1
MmO00439093_m1
MmO00656767_gl
Mm00510514 m1
MmO00504340_m1
Mm00434157_m1
Mm00434228 m1l
Mm00446190_m1
MmO00441883 gl
Mm00517026_m1
Mm00478374_m1
Mm00435175 _m1l
MmO00436955 m1l

MmO00834384 g1

MmO00712869_m1
MmO00441926_m1

Mm03038954 s1
Mm00434069_s1
MmO00517690_g1
MmO00481069 m1l
MmO00490672_m1
MmO01331626_m1
MmO00725832_s1
MmO00491216 _m1
MmO00446373_m1
MmO00516693 m1
MmO00435860_m1
MmO00655696_m1
Mm00432802_m1
MmO00437238_m1
MmO01321084_m1
Mm03023989 g1
MmO00432073_m1
MmO00446232_m1
MmO00432073_m1
MmO00477631_m1
MmO01223702_m1

Tabla 3. Sondas TagMan empleadas para la PCR cuantitativa
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Los resultados obtenidos fueron normalizados usando como control
2ACT y

posteriormente expresados como “veces sobre el control”, siendo considerado

endogeno el gen de la actina. Los datos fueron calculados como

el grupo WT como control.

El proceso para la realizacion de gPCR se esquematiza en la Figura 20.

1. Homogeneizado 2. Purificacion del ARN

de la muestra (QIACUBE, Qiagen)
(TISSUELYSERLT, Qiagen)

) % ’
3. Cuantificacion del ARN |
(NANODRCP 2000, Thermo Fisher Scientific ) iy E

-

6. PCR cuantitativa a tiempo real
(MASTERCYCLER REALPLEX, Eppendorf) Teny

5. Transcripcion inversa del ARN 4. Andlisis integridad del ARN
(MASTERCYCLER, Eppendorf) (EXPERION, Bio-Rad)

Figura 20. Esquema del proceso de las muestras y equipamientos empleados

para la realizacion de PCR tiempo real.
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ll.4. DETERMINACION DE CONCENTRACIONES PLASMATICAS
DE IGF-1.

Para determinar las concentraciones plasméticas de IGF-1 se utilizé un
kit de ELISA (Mediagnos, Alemania). La sensibilidad de la técnica es <0,029
ng/mL.

La lectura fue llevada a cabo en el equipo Varioskan Flash (Thermo
Fisher Scientific, Espafia), donde se midié la absorbancia a 450 nm. Para la
obtencién de la curva de calibrado y resultados, se utilizé el programa Skanlt™

Software (Fisher Scientific, Espafia) adaptado al equipo.

l11.5. HISTOLOGIA.

Inmediatamente después del sacrificio de los animales, el cerebro fue
extraido y, tras ser pesado, se seccion6 por la linea media sagital, sumergiendo
el hemisferio derecho en paraformaldehido al 4 % (24 horas a temperatura
ambiente, en agitacién) para su fijaciéon. Posteriormente las muestras fueron
introducidas en etanol al 70% para su conservacion y analisis histolégico. En
resumen, los cerebros se incluyeron en parafina tras la deshidratacion en una
serie creciente de alcoholes realizada con un procesador automatico de tejidos
(Leica TP 1020, Suiza). Las muestras se almacenaron a temperatura ambiente

hasta su procesamiento.

Los cortes se realizaron en un micrétomo Reichert-Jung 2030 Biocut
(Leica, Suiza) seleccionando un grosor de ~4 pm. Todos los cortes se
recogieron en portaobjetos previamente tratados con poly-L-lisina (Sigma
Diagnostics, EE.UU.).

En primer lugar se realizo la tincion del tejido cerebral con hematoxilina-
eosina (Merck, Espafia) para evaluar la morfologia general e identificar los

nucleos celulares.

A continuacién, se realizd el escaneado de las imagenes en el
dispositivo LEICA SCN400 (Leica, Suiza). Estas, fueron analizadas a distintos

aumentos y se llevd a cabo una cuantificacion de la celularidad en la region
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peri-hipocampal de la corteza cerebral, respetada para todas las preparaciones
(3 zonas adyacentes, a doble ciego), con un area de 10x5 cm, en imagenes a

8x aumentos (cfr. Figura 21).
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Figura 21. Areas de cuantificacion del niamero de células

(corteza cerebral peri-hipocampal).

85



Material y Métodos J.E. Puche Garcia

Para la tincidon del tejido nervioso, se eligio la técni ca no argéntica de
Nissl modificada. En su version clasica no se emplea en la actualidad porque
es de realizacibn muy lenta y requiere necesariamente material fijado en
alcohol. En su lugar, se utiliza la modificacion de este método, de mayor

rapidez y estabilidad de los resultados, que se expone a continuacion:

1) Desparafinar e hidratar.

2) Solucion de violeta de cresilo: 0,5 g de violeta de cresilo extra en
tampdn acetato (acetato sodico en acido acético, a pH 4), 10 minutos.

3) Lavar en solucion tampon acetato.

4) Deshidratar, aclarar en xilol (muy corto tiempo) y montar.

Los resultados de esta tincion muestran en violeta los grumos de Nissl y
nucleos y en azul tenue las células nerviosas (las estructuras restantes no se

tifien).

I1.L6. DETERMINACION DEL DANO OXIDATIVO EN TEJIDO
CEREBRAL (PEROXIDACION LIPIDICA).

La peroxidacion lipidica es un mecanismo de dafio celular y es utilizado
como indicador de estrés oxidativo celular y tisular. Los peroxidos lipidicos son
inestables y se descomponen formando diferentes compuestos complejos. Los
peréxidos de &cidos grasos poliinsaturados generan en su descomposicién
Malondialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenos, y su cuantificacion se utiliza como

indicador de peroxidacion lipidica.

Se realiz6 mediante un analisis cromogénico segun el método descrito
en la bibliografia (Gerard-Monnier D. et al., 1998). Este método esta basado en
la reaccion de un sustrato cromogénico (N-metil-2-fenilindol) con el MDA a
45 °C. Una molécula de MDA reacciona con 2 moléculas de sustrato

produciendo un cromaoforo estable con un maximo de absorbancia a 586 nm.

86



Material y Métodos J.E. Puche Garcia

Procedimiento:

1. Los tejidos cerebrales fueron homogeneizados (~50 mg) en una solucién de
HCI con un pH de 1,5. Inmediatamente después, los homogeneizados se
hidrolizaron en un bafio a 60 °C durante 80 minutos. Posteriormente se

centrifugaron a 4.000 g durante 10 minutos a 4 °C, recogiendo el sobrenadante.

2. Se afiadieron 200 yL de muestra -0 de solucién estdndar de MDA para la
curva de calibracion- a 650 uL de una solucion de reactivo (N-metil-2-fenilindol)

diluido en una mezcla de acetonitrilo/metanol (3:1).

3. Para iniciar la reaccién, se afnadieron 150 uL de HCI al 37 %, se incubaron y

se agitaron a 45 °C durante 45 minutos en un bafio.

5. Se centrifug6 para eliminar la turbidez de las muestras a 10.000 g durante 10

minutos y finalmente, se midio la absorbancia del sobrenadante a 600 nm.

Se utilizaron cubetas de 0,1 cm y volumen de 1,5 mL para la lectura de
las absorbancias. La concentracion de MDA en la muestra se calcul6 como se

expone a continuacion:

[MDA] (UM) = (A- Ao) x5/ €

Donde:

A = Absorbancia de la muestra
Ao= Absorbancia del blanco

5 = Factor de dilucion de la muestra en la cubeta (200 yL muestra en un
total de 1 mL)

¢ = Coeficiente de extincion molar aparente (pendiente de la curva de
calibracion)
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11I.7. IMAGEN DE RESONANCIA MAGNETICA (MRI).

[11.7.1. Obtencioén de las imagenes.

[11.7.1.1. Mapas de ADC (Coeficiente de Difusion Aparente).

Los mapas de ADC se obtuvieron a partir de imagenes potenciadas en
difusion de agua. Las secuencias de difusion se basan en la secuencia
convencional de eco de espin pesada en T2 de Stejeskal-Tanner en la que se
aplican gradientes de difusion. En los estudios de difusion se aplican varios
valores de b (factor gradiente de secuencia de pulso) con los que se quiere
ponderar la imagen, incluyendo un valor b = 0, es decir, sin ponderacién y se
obtiene un grupo de imagenes para cada uno. Los parametros empleados fueron
TR = 3.000 ms, TE = 51 ms, duracion del gradiente de difusion = 16 ms,
direccion del gradiente de difusion: izquierda-derecha, FOV = 38 mm, matriz de
adquisicién = 128 x 128, valores de b = 100, 200, 300, 500, 800 y 1.200 s/mm?.
Después se obtienen los mapas de ADC, calculando el valor de ADC (expresado
en mm?%s) para cada voxel, por medio de un ajuste lineal de la funcién
lb = 1,e™P°® donde I, es la intensidad de la sefial para un valor b dado e I, la

intensidad de la sefial cuando b = 0.

El mapa de ADC se representa como una imagen en una escala de
colores que refleja la difusion de las moléculas de agua. Obtuvimos un total de 6
cortes para cada raton, que contenian las estructuras anatomicas descritas en la
Tabla 4.

[1.7.1.2. Mapas de imagen por transferencia de campo magnético (MTI).

Los mapas de MTI se obtuvieron a partir de dos secuencias idénticas de
eco de espin, en las que se aplicaba, M;, 0 no, MO, un pulso de presaturacion MT
de 8.0 ppm. Los parametros empleados fueron los siguientes: TR = 2.500 ms,
TE = 9,8 ms, FOV = 20mm, matriz de adquisicion 128x128. Los mapas M¢M, se
prepararon dividiendo pixel a pixel las intensidades de las imagenes saturadas y

no saturadas. Obtuvimos un total de 6 cortes para cada raton.
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Principales estructuras anatomicas

Tabla 4. Principales estructuras encefalicas representadas en los cortes (1-6) de ADC.
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[11.7.2. Procesamiento de las imagenes.

Las imagenes pesadas en T2 se emplearon para examinar las diferentes
estructuras cerebrales y realizar estudios volumétricos. Las regiones de interés
se delinearon superponiendo sobre la imagen pesada en T2 la imagen
anatémica correspondiente obtenida del atlas del cerebro del raton “The Mouse
Brain in Stereotaxic Coordinates” (Franklin K.B. y Paxinos G., 1997). Como
referencia comun entre el atlas y la imagen en T2, se selecciond la marca
anatomica del tercer ventriculo dorsal (Bregma -1,46 mm, Interaural 2,34 mm).
En la Figura 22 se puede ver un ejemplo del proceso. Una vez delimitadas las
areas de interés, se calcul6 para cada una de ellas su area y la intensidad de la
sefal de T2 correspondiente empleando el programa Image J (NIH, Bethesda,
Maryland, EE.UU.).

Figura 22. Superposicion de la imagen del anatémica del atlas sobre la imagen

pesada en T2 para la determinacion de las areas cerebrales de interés.

El mismo proceso se siguié con los mapas paramétricos ADC y MT. En
este caso, se emplearon las imagenes pesadas en T2 con la misma geometria
gue los mapas ADC y MT para determinar la imagen correspondiente del atlas
Paxinos, y posteriormente ésta se superpuso en los mapas ADC y MT para
calcular los valores de ADC y % MT en cada region de interés. Se puede
observar una imagen de ambos mapas en la Figura 23. Como se explico en la
introduccién, los mapas de ADC representan la difusion del agua en el tejido

cerebral.
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Una mayor difusion de agua aparece en tonos mas rojos. Por su parte, en
los mapas de MT se estudia la relacion entre los protones libres y los unidos a
macromoléculas. El % MT se usa como parametro de medida del fenédmeno y
depende del entorno quimico y biofisico que rodea las macromoléculas y sirve
por lo tanto para detectar y cuantificar cambios histologicos que acomparfian la
enfermedad (Ridha B.H. et al., 2007). En este caso, el agua aparece en tono

azul.

Mapa ADC (um?/s)

Mapa MT (%)

Figura 23. Ejemplos de mapa de ADC (arriba) y MT (abajo) en un raton control. En
ambos casos se representa el mismo corte anatomico. En el caso de los mapas de
ADC, las zonas con mas difusion de agua se muestran rojas mientras que en los mapas

de MTI, las zonas de mayor contenido acuoso aparecen azules.
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[11.7.3. Resonancia magnética de espectroscopia.

Los ensayos de espectroscopia de hidrogeno en vivo se realizaron en el
mismo aparato que la MRI y bajo las mismas condiciones. Se adquirieron en
todos los casos espectros empleando una secuencia PRESS (Point Resolved
SpectroScopy) con una secuencia VAPOR para suprimir la sefial de agua y se
emplearon los siguientes parametros de adquisicion: TR = 3.000 ms, TE = 35
ms, 128 adquisiciones, tamafio del véxel = 3 mm?>. Las regiones estudiadas
fueron el area cortical y el area subcortical, y en cada una de ellas se
analizaron distintos metabolitos: Lactato, Tau, N-Acetil-Aspartato, Creatina,
Fosfocreatina, Glutamato, Glutamina, Mioinositol y Colina. Sus concentraciones
se cuantificaron usando el programa LCModel (Provencher S.W., 1993). En
todos los casos, los valores de dichos metabolitos se encontraban por debajo
del 20 % de la cota inferior de Cramér-Rao, un estimador de la desviacion

estandar del ajuste de cada metabolito.

Para las comparaciones entre ratones del grupo control (WT), deficientes
de IGF-1 (Hz) y tratados con IGF-1 (Hz+IGF-1), las concentraciones de estos
metabolitos se normalizaron respecto al computo Cretaina-Fosfocreatina, por

ser el de referencia al no sufrir alteraciones.

Conc. %50 /Cr+PCr Metabolite
%

124

E 256E+03 19% 0.749 Gua

i |1DBE+03 9% D314 GPC+PCh
3E+03 9% 1.002 NAA+NAAG
21 % 1.000 Cl

456 44 43 4D 3B 36 34 32 30 2B 16 24 23 20 L . : 2 180 060 040 030
Chemical Shift (ppm)

Figura 24. Ejemplo de espectroscopia por resonancia magnética.
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111.8. ANALISIS BIOINFORMATICO. ESTUDIO DE ONTOLOGIA
GENICA Y RUTAS FUNCIONALES.

La realizacion de los analisis bioinformaticos se basé en la version
NCBI37/mm9 del genoma de raton, al ser ésta la utilizada por la empresa

Affymetrix para el disefio de las sondas del microarray.

Una vez fueron calculados y normalizados los datos de expresion génica
obtenidos con el microarray, comenzamos su analisis funcional mediante el uso
de diferentes herramientas bioinformaticas, con la intencién de identificar los
principales procesos biolégicos que se ven afectados en las condiciones de
deficiencia parcial de IGF-1 y aquellos que se normalizan con el tratamiento

sustitutivo con dosis bajas de esta hormona.

En primer lugar, se generaron unos listados de los genes cuyos niveles de
expresion variaban en las diferentes condiciones experimentales, ordenados
segun el valor de su Fold change. Para el andlisis se tuvieron en cuenta los
genes que presentaron un cambio significativo en sus niveles de expresion en
las diferentes condiciones experimentales del estudio, cuyos valores de Fold

Change fueran <1,5 6 >1,5, respecto a los controles.

Los programas bioinforméticos utilizados para el analisis de ontologia

génica (OG) y de rutas funcionales fueron los siguientes:
- PANTHER (Mi H. et al., 2005 y 2007) (http://www.pantherdb.org).

- Ingenuity Pathways Analysis (IPA) 5.0 (www.ingenuity.com).

El estudio se centr6 el analisis en los procesos biologicos mas
representativos en las diferentes condiciones experimentales, atendiendo a las
categorias del proyecto de OG. También se analizaron las posibles rutas
asociadas a los perfiles de expresion génica de cada condicién experimental, al

igual que las posibles patologias mas representadas en cada listado de genes.
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111.9. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (X
+ EEM). Se descarto la distribucién normal de la mayoria de las determinaciones
estudiadas con la prueba de Kolmogorof-Smirnov. Por eso se aplicé andlisis

estadistico no paramétrico.

Para la comparacion entre los tres grupos experimentales se realizd con
Bonferroni, y para la comparacion entre dos grupos se aplico la U de Mann—
Whitney—Wilcoxon. Se realizaron correlaciones de Spearman y andlisis de la
varianza. Se hicieron comparaciones ANOVA no paramétrico entre varias
muestras no pareadas por la prueba de Mann-Whithey y ANOVA no
paramétrico entre varias muestras (Kruskal-Wallis y Bonferroni) seguido de una
prueba post-hoc (Dunn).

En todos los casos la significacion estadistica se consideré cuando la
probabilidad asociada era inferior al 5 % (p<0,05).

El analisis se realizé con el programa SPSS Win v.20.0 para PC. Las
figuras se realizaron utilizando el programa Excell de Microsoft Office 2007 para
PC.
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IV.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL MODELO
EXPERIMENTAL Y EFECTO DE LA ADMINISTRACION
SUBCUTANEA DE DOSIS BAJAS DE IGF-1 SOBRE LAS
CONCENTRACIONES CIRCULANTES DE IGF-1, PESO
CORPORAL Y PESO CEREBRAL.

IV.1.1. Concentraciones circulantes de IGF-1.

El modelo experimental utilizado en este protocolo se establecio a partir
de los ratones deficientes de IGF-1 aportados por el Dr. Argiris Efstratiadis
(Universidad de Columbia, NY, EE.UU.) (cfr. apartado Ill.1.1. de Material y
Métodos).

Para contribuir a la validacion del modelo de deficiencia parcial de IGF-1
(ratones heterocigotos 1gf1*") que reproduce la deficiencia de esta hormona
observada en la patologia humana (Guerra L., 2012; Gago A., 2012; lturrieta |.,
2013), en este estudio realizamos las determinaciones de IGF-1 circulante a

+/+

diferentes edades en los animales controles (Igfl™", WT) y heterocigotos

(Igf1*", Hz), encontrando diferencias significativas en todas los puntos (Figura
25).

1000 - l

800 -
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400

IGF-1(ng/mL)
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0.5 1 2 3 ) 13 16 23

Edad (meses)

Figura 25. Concentraciones circulantes de IGF-1 a lo largo de la vida
de animales WT y Hz. **p<0,01 vs WT ; *p<0,05 vs WT.
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En este protocolo con ratones machos de 5+1 meses de edad, también
se encontr6 que los ratones heterocigotos sufrian una reduccion significativa de
los niveles de IGF-1, con respecto al grupo control (Hz: 508,83+£59,49 vs WT:
741,42+72,41 ng/mL, p<0,01). De acuerdo con resultados de protocolos
precedentes, la administracion exégena de dosis bajas de IGF-1 normalizé las
concentraciones circulantes, comportandose como una verdadera terapia
sustitutiva (Hz+IGF: 722,55+62,67 ng/mL, p<0,01 vs Hz y p=ns vs WT).

IV.1.2. Peso corporal en los tres grupos experimentales vy
correlacion directa entre el peso corporal y las concentraciones

sistémicas de IGF-1.

La deficiencia parcial de IGF-1 se asoci6 con una disminucion
significativa del peso corporal con respecto a los controles (WT: 40,83+0,99 vs
Hz: 35,35%0,75 g, p<0,01) que el tratamiento sustitutivo con IGF-1 fue capaz de
normalizar (Hz+IGF: 39,52+0,57 g, p<0,01 vs Hz y p=ns vs WT).
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935
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Figura 26. Peso corporal en los tres grupos. **p<0,01 vs WT; #*p<0,01 vs Hz.

Ademas, se encontré una correlacion directa y significativa entre el peso
corporal y las concentraciones circulantes de IGF-1 en estos animales de 5+1

meses de edad (cfr. Figura 27):
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Figura 27. Correlacion entre el peso corporal y las concentraciones
sistémicas de IGF-1. r=0,76, p<0,05.

IV.1.3. Peso cerebral y relacién con el peso corporal.

No se encontraron diferencias significativas en el peso cerebral entre los
tres grupos experimentales (WT: 0,40+0,01, Hz: 0,41+0,01, Hz+IGF: 0,41+0,01,
p=ns). Sin embargo, cuando se refirid el peso cerebral al peso corporal (ratio),
se observé un significativo incremento en el grupo de animales deficientes de
IGF-1 (Hz) con respecto a los animales controles (WT) y los Hz tratados con la

terapia sustitutiva de IGF-1.
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Figura 28. (A) Peso cerebral y (B) cociente peso cerebral/peso corporal

en los tres grupos experimentales. *p<0,05 vs WT; ¥p<0,05 vs Hz.
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IV.1.4. Estudio de celularidad por histologia convencional.

Se observaron diferencias claras en la histologia convencional con H&E
(Figura 29A) que requeriran un analisis especifico con métodos estereoldgicos.
En el presente trabajo, s6lo se abordo el contaje celular en una superficie de 50
cm? a 8 aumentos en una zona localizada entre el cuerpo calloso y la corteza
cerebral (plano sagital medio), que puso de manifiesto una disminucion
significativa del nimero de células —sin poder precisar la estirpe celular- en los
animales deficientes de IGF-1 (Hz). En los animales tratados con IGF-1, la
celularidad alcanzé valores semejantes a los controles (p=ns Hz+IGF-1 vs WT)
(cfr. Figura 29B).

Hz Hz+IGF
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o

WT Hz Hz+IGF

Figura 29. (A) Imagen histolégica con H&E y (B) contaje del nUmero de células en un
area de 50 cm? a 8x. ***p<0,001 vs WT; ¥p<0,001 vs Hz.
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Un estudio preliminar sobre el posible origen de este incremento del
namero de células en los animales heterocigotos tratados con IGF-1 puso de
manifiesto un incremento del nimero de neuronas en el grupo Hz+IGF-1 en

comparaciéon con el grupo Hz.

Figura 30. Tincion de Nissl en los tres grupos experimentales.
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IV.1.5. Estudio de los mapas de Coeficiente de Difusion
Aparente (ADC) y de Transferencia de campo Magnético (MT)
obtenidos por resonancia magnética.

El estudio de imagen por mapas de ADC y MT puso de manifiesto claras
diferencias en los patrones de distribucion acuosa en el parénquima cerebral

entre los tres grupos experimentales (Figura 31).

Mapa ADC (um#Zs) Mapa MT (%)

A)

WT

(Corte 3)

B)

Hz

(Corte 3)

C)

Hz+IGF
(Corte 3)

Figura 31. Imagenes obtenidas de los mapas de ADC y MT en cerebro

procedente de los tres grupos experimentales.
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Las imagenes sugerian un incremento del contenido de agua en el
encéfalo de animales deficientes de IGF-1 (Figura 31B) con respecto a los
controles (Figura 31A). Los mapas (ADC y MT) correspondientes a los
animales Hz tratados con dosis bajas de IGF-1 (Figura 31C) mostraron un

aspecto similar a los controles.

Estas aparentes diferencias fueron cuantificadas para cada corte coronal
(1 a 6) de los mapas de ADC, confirmando que, efectivamente, existian
diferencias significativas en el contenido acuoso entre los animales control y los
deficientes de IGF-1, y que la administracion exégena de IGF-1 fue capaz de

inducir una reduccion significativa (cfr. Figura 32).
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Figura 32. Cuantificacion de los mapas de ADC. ***p<0,001 vs WT; **p<0,01 vs WT
*p<0,05 vs WT; #44p<0,001 vs Hz; **p<0,01 vs Hz; *p<0,05 vs Hz.
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Estos hallazgos son compatibles con la existencia de edema o inflamacion
en los animales con deficiencia parcial de IGF-1, que la terapia sustitutiva con

esta hormona revirtio.

IV.1.6. Estudio de espectroscopia de resonancia magnética.

El analisis de los espectros de los metabolitos cerebrales mas
caracteristicos reveld un incremento significativo de Lactato (un pico que
aparece a 1,33 ppm, que se eleva en casos de necrosis) (Barker P.B., 2001) en
los animales deficientes de IGF-1 en comparacion con los ratones WT

(p<0,05). El tratamiento sustitutivo con IGF-1 logré normalizar este parametro.
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Figura 33. Espectroscopia de resonancia magnética. Incremento significativo del

lactato en animales Hz. *p<0,05 vs WT; p<0,05 vs Hz.
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IV.1.7. Determinacion de la peroxidacion lipidica
(malondialdehido, MDA).

El estudio del marcador de peroxidacion lipidica MDA demostré un
incremento significativo en los animales con deficiencia de IGF-1 (WT:
0,48+0,11 vs Hz: 1,33%0,23, p<0,05), que el tratamiento sustitutivo con dicha

hormona consiguioé normalizar (Hz+IGF-I. 0,76+0,24, p<0,05 vs Hz).
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Figura 34. Peroxidacion lipidica (MDA) en ratones procedentes de los tres grupos

experimentales. *p<0,05 vs WT; 4p<0,05 vs Hz.

IV.2. ESTUDIO EN CEREBRO DE LA EXPRESION GENICA DE
IGF-1 Y OTROS GENES RELACIONADOS.

El estudio de la expresion génica por microarray puso de manifiesto que
la deficiencia parcial de IGF-1 se asocia con una alteracién de la expresion del

gen Igfl y otros genes relacionados, como muestra la Tabla 5.
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Nombre del gen

Hz vs WT
(Fold change)

Hz+IGF vs Hz
(Fold change)

Insulin-like growth factor 1 (Igfl)

Insulin-like growth factor 2 (Igf2)

Insulin-like growth factor 1 receptor (Igflr)
Insulin-like growth factor 2 receptor (Igf2r)
Insulin-like growth factor binding protein 1 (Igfbp1)
Insulin-like growth factor binding protein 2 (Igfbp2)
Insulin-like growth factor binding protein 3 (Igfbp3)
Insulin-like growth factor binding protein 4 (Igfbp4)
Insulin-like growth factor binding protein 5 (Igfbp5)
Insulin-like growth factor binding protein 6 (Igfbp6)

Insulin-like growth factor binding protein 7 (Mac25/Igfbp7)

Connective tissue growth factor (Ctgf/Igfbp8)
Nephroblastoma overexpressed gene (Nov/Igfbp9)
Cysteine rich protein 61 (Cyr61/1gfbp10)

WNT1 inducible signaling pathway protein 1 (Wispl)
WNT1 inducible signaling pathway protein 2 (Wisp2)
WNT1 inducible signaling pathway protein 3 (Wisp3)
Insulin-like growth factor 2 binding protein 1 (Igf2bp1)
Insulin-like growth factor 2 binding protein 2 (Igf2bp2)
Insulin-like growth factor 2 binding protein 3 (Igf2bp3)
Insulin-like growth factor binding protein-like 1 (Igfbpl1)
Insulin | (Ins1)

Insulin Il (Ins2)

Insulin receptor (Insr)

Insulin receptor substrate 1 (Irsl1)

Insulin receptor substrate 2 (Irs2)

Insulin receptor substrate 3 (Irs3)

Insulin receptor substrate 4 (Irs4)

Insulin-like 3 (Insl3)

Insulin-like 5 (InsI5)

Insulin-like 6 (Insl6)

Growth hormone receptor (Ghr)

-1,93 (p<0,01)
-2,02 (p<0,001)
2,34 (p<0,01)
1,12 (p=0,19)
1,06 (p=0,45)
-1,24 (p=0,30)
1,22 (p<0,05)
2,08 (p<0,05)
-1,38 (p=0,06)
1,84 (p<0,01)
-1,65 (p<0,001)
-3,02 (p<0,001)
4,50 (p<0,001)
-1,30 (p<0,05)
-1,32 (p=0,05)
-1,04 (p=0,16)
-1,00 (p=0,99)
-1,06 (p=0,38)
-1,11 (p=0,33)
1,01 (p=0,43)
1,33 (p<0,05)
1,09 (p=0,46)
1,00 (p=0,94)
-1,20 (p=0,27)
-1,25 (p=0,05)
2,78 (p<0,001)
1,14 (p=0,06)
-3,55 (p<0,01)
-1,01 (p=0,88)
1,36 (p=0,07)
1,02 (p=0,74)
-1,57 (p<0,05)

1,06 (p=0,29)
1,61 (p<0,001)
-1,04 (p=0,41)
-1,07 (p=0,37)
-1,05 (p=0,58)
1,57 (p=0,06)
-2,28 (p<0,001)
-1,36 (p=0,76)
1,50 (p<0,01)
-2,04 (p<0,001)
1,00 (p=0,98)
1,56 (p<0,01)
-1,37 (p<0,01)
1,03 (p=0,72)
1,44 (p<0,05)
-1,01 (p=0,53)
-1,04 (p=0,17)
1,10 (p=0,19)
1,03 (p=0,65)
1,00 (p=0,95)
-1,06 (p=0,66)
1,04 (p=0,73)
-1,07 (p=0,32)
1,07 (p=0,56)
1,40 (p<0,05)
-1,07 (p=0,57)
-1,07 (p=0,26)
1,03 (p=0,89)
-1,00 (p=0,97)
-1,22 (p=0,19)
-1,07 (p=0,35)
1,32 (p=0,05)

Tabla 5. Expresion relativa de genes relacionados con IGF-1 en cerebro.

La expresion de genes modulados y de mas interés desde el punto de

vista de los objetivos de este trabajo se confirmo por PCR cuantitativa, como se

expone a continuacion.
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IV.2.1. Expresion cerebral del gen de IGF-1y su receptor.

Como era esperable, la PCR cuantitativa confirmé que, este modelo de
deleccion sistémica del gen Igfl presenta una reduccion significativa de su
expresion en los animales Hz en comparacion con los WT, que el tratamiento

sustitutivo, l6gicamente, no fue capaz de normalizar (p<0,001) (cfr. Figura 35A).

Ademas, es interesante destacar que se observo una hiper-expresion
significativa del gen del receptor de IGF-1 (p<0,01 Hz vs WT) que la
administracion exogena de esta hormona redujo significativamente (p<0,05 vs
Hz y p<0,05 vs WT): Figura 35B.
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Figura 35. Expresion cerebral del gen Igfl y su receptor (Igfir).
**+n<0,001 vs WT; **p<0,01 vs WT; *p<0,05 vs WT; ¥p<0,05 vs Hz

IV.2.2. Expresion cerebral del receptor de la GH (Ghr).

Por otra parte, se confirmé que la deficiencia de IGF-1 se asocia con una
hipo-expresion del gen del receptor de GH en el cerebro, que podria explicarse
por el insuficiente mecanismo de retroaccion negativa de las concentraciones
circulantes de IGF-1, que se asociarian con un incremento de las
concentraciones circulantes de GH y una consiguiente disminucion de la
expresion de su receptor de membrana. Congruentemente, la terapia sustitutiva

indujo un incremento significativo del gen de Ghr en el cerebro (Figura 36).
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Figura 36. Expresion cerebral del gen del receptor de GH (Ghr).
*p<0,05 vs WT; ¥p<0,05 vs Hz.

IV.2.3. Expresion génica cerebral de IGF-2.

Otro aspecto que merece especial atencion es que, la deficiencia parcial
de IGF-1 se asoci6 con una significativa reduccion del gen Igf2 (P<0,05 Hz vs
WT), que la terapia sustitutiva con IGF-1 incrementé significativamente (p=ns
HZ+IGF vs WT).
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Figura 37. Expresion cerebral del gen Igf2. *p<0,05 vs WT; ¥p<0,05 vs Hz.
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IV.2.4. Expresion de los genes de las principales proteinas
transportadoras de IGFs (IGFBPs).

El estudio de expresion génica se centr6 en aquellas IGFBPs que
alcanzaron significacion estadistica en el microarray (>1,5 fold change y
p<0,05) al comparar los grupos de tratamiento Hz vs WT. Estos datos

preliminares fueron posteriormente confirmados por PCR cuantitativa.

La deficiencia parcial de IGF-1 se asocié con una hiper-expresion
cerebral de las proteinas de union a IGF-1 inhibidoras IGFBP-4 e IGFBP-6, que
el tratamiento sustitutivo con IGF-1 fue capaz de normalizar (cfr. Figura 38).
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Figura 38. Expresion génica de IGFBP-4 y IGFBP-6 en cerebro
de animales WT, Hz y Hz+IGF. *p<0,05 vs WT; p<0,05 vs Hz.

Por otro lado, la deficiencia parcial de IGF-1 se asocié con una hipo-
expresion génica en cerebro de IGFBP-7 e IGFBP-8, que el tratamiento

sustitutivo con dosis bajas de IGF-1 fue capaz de revertir (Figura 39).
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Figura 39. Expresion génica de IGFBP-7 y IGFBP-8 en tejido cerebral procedente de

los tres grupos experimentales. *p<0,05 vs WT; p<0,05 vs Hz.
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IV.3. ESTUDIO EN CEREBRO DE GENES RELACIONADOS CON
EL DANO OXIDATIVO, INFLAMACION Y MUERTE CELULAR.

IV.3.1. Expresidn génica de las principales enzimas anti-oxidantes.

El estudio por microarray puso de manifiesto que la sola deficiencia de

IGF-1 modula la expresion génica de relevantes enzimas anti-oxidantes, tales

como la glutation peroxidasa y la catalasa. La tabla 6 resume los hallazgos en

la expresion de éstos y otros genes.

Hz vs WT Hz+IGF vs Hz
Nombre del gen

(Fold change) (Fold change)

Glutaredoxin (Glrx) -1,76 (p<0,01) -1,03 (p=0,85)
Glutathione peroxidase 1 (Gpx1) -2,08 (p<0,001) 1,48 (p<0,001)
Glutathione peroxidase 2 (Gpx2) -1,08 (p=0,32) 1,10 (p=0,23)
Glutathione peroxidase 3 (Gpx3) -1,41 (p<0,05) -1,05 (p=0,70)
Glutathione peroxidase 4 (Gpx4) -1,06 (p=0,37) 1,13 (p=0,05)
Glutathione peroxidase 5 (Gpx5) 1,09 (p=0,49) -1,06 (p=0,65)
Glutathione peroxidase 6 (Gpx6) -1,11 (p=0,50) -1,10 (p=0,55)
Glutathione peroxidase 7 (Gpx7) -1,08 (p=0,58) -1,29 (p=0,14)
Glutathione peroxidase 8 (Gpx8) -2,67 (p<0,001) 1,83 (p<0,01)
Glutathione reductase (Gsr) -1,21 (p=0,18) 1,16 (p=0,30)
Glutathione S-transferase kappa 1 (Gstk1) -1,07 (p=0,38) -1,01 (p=0,96)
Glutathione S-transferase, pi 1 (Gstpl) 1,08 (p=0,12) -1,03 (p=0,41)
Catalase (Cat) -1,64 (p<0,05) 1,27 (p=0,68)
Peroxiredoxin 1 (Prdx1) -1,67 (p<0,05) 1,16 (p=0,22)
Peroxiredoxin 2 (Prdx2) 1,40 (p<0,01) -1,60 (p<0,01)
Peroxiredoxin 3 (Prdx3) -1,41 (p<0,01) 1,08 (p=0,22)
Peroxiredoxin 4 (Prdx4) -1,57 (p<0,05) 1,05 (p=0,54)
Peroxiredoxin 5 (Prdx5) 1,03 (p=0,72) -1,17 (p=0,10)
Peroxiredoxin 6 (Aass) 1,57 (p<0,01) 1,27 (p<0,05)
Peroxiredoxin 6, pseudogene 1 (Prdx6) -1,17 (p=0,18) 1,17 (p=0,28)
Superoxide dismutase 1, soluble (Sod1) -1,15 (p<0,01) -1,05 (p=0,71)
Superoxide dismutase 2, mitocondrial (Sod?2) -1,36 (p<0,01) 1,22 (p=0,10)
Superoxide dismutase 3, extracelular (Sod3) 1,06 (p=0,67) 1,12 (p=0,43)
Thioredoxin 1 (Txn1) -1,17 (p<0,05) -1,09 (p=0,19)
Thioredoxin interacting protein (Txnip) -1,97 (p<0,01) 1,17 (p=0,13)
Thioredoxin reductase 1 (Txnrd1) 1,18 (p=0,18) 1,06 (p=0,64)
Thioredoxin reductase 2 (Txnrd2) 1,11 (p=0,28) 1,23 (p=0,18)
Thioredoxin reductase 3 (Txnrd3) -1,16 (p=0,10) -1,07 (p=0,47)
Thioredoxin-like 4B (Txnl4b) 1,63 (p<0,01) -1,19 (p=0,11)
Copper chaperone for superoxide dismutase (Ccs) -1,01 (p=0,93) -1,09 (p=0,24)

Tabla 6. Expresion relativa de enzimas anti-oxidantes en cerebro.
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Ademas de los genes de la familia de la glutation peroxidasa, destaco la

reduccion de la catalasa y de algunos miembros de la familia de las
peroxirredoxinas.

El estudio por PCR cuantitativa confirmé que la deficiencia parcial de
IGF-1 se asocia con la hipo-expresion significativa (p<0,05 vs WT) de los genes
Gpx1, Gpx8 y Cat. Todos ellos reducen el peréxido de hidrogeno a agua,
evitando la produccién del radical hidroperéxido ((OH), que peroxida los lipidos
membrana, incluidas las mitocondriales, carboxila las proteinas y promueve la
fragmentacion del DNA (cfr. Figura 14). El tratamiento sustitutivo con dosis
bajas de IGF-1 durante 10 dias, fue capaz de elevar la expresion génica a

valores similares a los controles (p=ns Hz+IGF vs WT): Figura 40.
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Figura 40. Expresion génica genes anti-oxidantes modulados con la deficiencia de

IGF-1 y el tratamiento sustitutivo. *p<0,05 vs WT; ¥p<0,05 vs Hz.
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IV.3.2. Expresiébn geénica

enzimas

pro-oxidantes,

interleuquinas y factores pro-inflamatorios y angiogénicos.

El estudio por microarray desvelé que la mera deficiencia de IGF-1, se

relacionaba con una alterada expresion de distintos factores pro-oxidantes, pro-

inflamatorios y angiogénicos (cfr. Tabla 7).

Hz vs WT Hz+IGF vs Hz
Nombre del gen

(Fold change) (Fold change)
Eosinophil peroxidase (Epx) -1,21 (p<0,05) -1,05 (p=0,48)
Lactoperoxidase (Lpo) -1,12 (p=0,30) -1,03 (p=0,73)
Monoamine oxidase A (Maoa) -2,82 (p<0,05) 1,29 (p=0,46)
Monoamine oxidase B (Maob) 1,14 (p=0,15) 1,26 (p<0,05)
Myeloperoxidase (Mpo) -3,73 (p<0,01) 1,03 (p=0,87)
Peroxidasin homolog (Drosophila) (Pxdn) 2,49 (p<0,01) 1,01 (p=0,94)
Xanthine dehydrogenase (Xdh) 1,81 (p<0,01) -1,22 (p=0,10)
Interferon gamma (Ifng) 1,09 (p=0,06) -1,08 (p=0,07)
Interleukin 1 alpha (ll1a) -1,01 (p=0,98) -1,07 (p=0,17)
Interleukin 1 beta (1l1b) -1,93 (p<0,001) 1,05 (p=0,48)
Interleukin 6 (116) -3,06 (p<0,001) 1,58 (p<0,05)
Interleukin 10 (1110) -1,05 (p=0,42) 1,12 (p=0,09)
Interleukin 10 receptor, beta (1110rb) -1,93 (p<0,01) 1,34 (p=0,06)
Interleukin 22 (1122) -2,67 (p<0,001) 1,02 (p=0,81)
Cytokine receptor-like factor 1 (Crlf1) 1,60 (p<0,05) -2,01 (p<0,05)
Nerve growth factor (Ngf) 1,37 (p<0,05) -1,21 (p=0,10)
Nerve growth factor receptor (Ngfr) -1,24 (p<0,05) 1,11 (p=0,37)
Neuroglobin (Ngb) 1,17 (p<0,05) -1,35 (p<0,05)
Neutrophil cytosolic factor 2 (Ncf2) -1,72 (p<0,05) -1,16 (p=0,30)
Nitric oxide synthase 1, neuronal (Nos1) 2,57 (p<0,05) -2,44 (p<0,05)

Nitric oxide synthase 2, inducible (Nos2) -1,08 (0,53) -1,02 (0,89)
Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (Ptgs1) -1,25 (p=0,15) 1,24 (p=0,05)

Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2)

Transforming growth factor, alpha (Tgfa)
Transforming growth factor, beta 1 (Tgfb1)
Transforming growth factor, beta 2 (Tgfb2)

Transforming growth factor, beta receptor Il (Tgfb2)

Tumor necrosis factor (Tnf)

Tumor necrosis factor receptor, member 10b (Tnfrsf10b)
Tumor necrosis factor receptor, member 1a (Tnfrsfla)
Vascular endothelial growth factor A (Vegfa)

Vascular endothelial growth factor B (Vegfb)

Vascular endothelial growth factor C (Vegfc)

2,92 (p<0,001)
-1,51 (p<0,01)
1,07 (p=0,40)
2,26 (p<0,001)
3,21 (p<0,001)
-1,01 (p=0,95)
-1,10 (p=0,25)
-1,50 (p<0,05)
1,17 (p=0,09)
1,80 (p<0,05)
-1,51 (p=0,89)

-2,81 (p<0,001)
1,18 (p<0,05)
-1,07 (p=0,43)

-3,04 (p<0,001)
1,09 (p=0,18)
-1,03 (p=0,83)
1,08 (p=0,47)
1,21 (p=0,94)
-1,15 (p=0,12)
-1,06 (p=0,76)
1,63 (p=0,05)

Tabla 7. Expresion relativa de enzimas y factores pro-inflamatorios y angiogénicos.
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IV.3.3. Expresion de genes que codifican para las chaperonas

“heat shock proteins” (HSPs) implicadas en el equilibrio redox.

El estudio de la expresion de genes de la familia de HSPs, que como se

menciond previamente poseen, por lo general, propiedades bioprotectoras,

sugirié que la sola deficiencia parcial de IGF-1 se asocia con una disminucion

significativa de su expresion génica.

Hz vs WT Hz+IGF vs Hz
Nombre del gen
(Fold change) (Fold change)
Heat shock factor 1 (Hsf1) 1,69 (p<0,05) 1,01 (p=0,91)

Heat shock protein 1 (Hspbl) (Hsp27)

Heat shock protein 1B (Hspalb)

Heat shock protein 2 (Hspa2)

Heat shock protein 4 (Hspa4)

Heat shock protein 4 like (Hspa4l)

Heat shock protein 5 (Hspab)

Heat shock protein 8 (Hspa8)

Heat shock protein 9 (Hspa9)

Heat shock protein 12A (Hspal2a)

Heat shock protein 13 (Hspal3) (Hsp70)

Heat shock protein 90, alpha, class Al (Hsp90aal)
Heat shock protein 90, beta (Grp94), memb. 1 (Hsp90b1l)
Dnaj (Hsp40) homolog, subfamily C 3 (Dnajc3)
Hspb associated protein 1 (Hspbapl)

HSPA binding protein, cochaperone 1 (Hspbp1l)

-1,61 (p<0,01)
-3,80 (p<0,001)
-2,80 (p<0,001)
-1,10 (p=0,23)
-1,68 (p<0,05)
-1,53 (p<0,01)
-2,53 (p<0,001)
1,12 (p=0,21)
1,78 (p<0,01)
-3,08 (p<0,001)
-1,30 (p=0,38)
-1,56 (p=0,41)
-1,69 (p<0,01)
1,10 (p=0,35)
2,14 (p<0,05)

2,07 (p<0,001)
1,90 (p<0,01)
2,29 (p<0,001)
-1,03 (p=0,62)
-1,19 (p=0,11)
1,33 (p<0,05)
-1,06 (p=0,36)
1,14 (p=0,20)
-1,40 (p<0,05)
2,59 (p<0,001)
-1,02 (p=0,64)
1,49 (p=0,46)
1,23 (p=0,19)
1,06 (p=0,34)
-1,05 (p=0,81)

Tabla 8. Expresion relativa de genes de la familia de las HSPs.

En efecto, el estudio por PCR cuantitativa demostré que la deficiencia

parcial de IGF-1 se asocié con una hipo-expresion de los genes que codifican
para Hspal3 (o Hsp70), Hsp90bl, Hspbl (o Hsp27), Hspalb y Hspa5, que
participan en las principales rutas para disminuir la agresion oxidativa y/o la
cascada de las caspasas (cfr. Figura 16). La terapia sustitutiva incremento la

expresion de estos tres genes a valores proximos a los controles: Figura 43.
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Figura 43. Expresion cerebral de genes que codifican para las llamadas
‘proteinas de choque térmico” (HSPs). **p<0,001 vs WT; **p<0,01 vs WT,
*p<0,05 vs WT; %*p<0,01 vs Hz; *p<0,05 vs Hz.

Por otra parte, se encontré que la deficiencia parcial de IGF-1 se
asociaba con una significativa hiper-expresion del gen Hspbpl (o CHIP), que
interacciona con Hsp70 y Hsp90 inhibiendo el correcto plegamiento proteico
dependiente de estas chaperonas. La terapia sustitutiva con IGF-1 revirtié su

expresion genica hasta valores normales (Figura 44).
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Figura 44. Expresion génica de Hspbpl (CHIP)

en los tres grupos experimentales. *p<0,05 vs WT.

IV.3.4. Expresion de otros genes implicados en las rutas de
sefalizacion del receptor de IGF-1 que se relacionan con la
proteccion mitocondrial, supervivencia celular, autofagia y

apoptosis.
IV.3.4.1. Genes implicados en las rutas de sefializacién de IGF-1.

El andlisis de expresion génica por microarray sugirid que la sola
deficiencia de IGF-1 se acompafia con una congruente modulacion de las
principales vias de sefalizacibn dependientes del receptor de IGF-1
(Tabla 9).

Se confirmd6 por PCR cuantitativa que la deficiencia parcial de IGF-1 se
asocié con una hipo-expresion de Foxol y Aktl, que la terapia sustitutiva con

IGF-1 normalizo (crf. Figura 45).
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Nombre del gen

Hz vs WT
(Fold change)

Hz+IGF vs Hz
(Fold change)

Forkhead box O1 (Foxol)

Harvey rat sarcoma virus oncogene 1 (Hrasl)

Harvey rat sarcoma virus oncogene 1R (Rrasl)
Mechanistic target of rapamycin (Mtor)

Nuclear factor of kappa gene enhancer in B-cells (Nfkb)
Proliferating cell nuclear antigen (Pcna)

Son of sevenless homolog 1 (Sos1)

Son of sevenless homolog 2 (Sos2)

Cyclin D2 (Ccnd2)

2,79 (p<0,01)
1,77 (p<0,05)
1,38 (p=0,24)
1,27 (p<0,05)
-1,69 (p<0,01)
-1,49 (p<0,05)
-2,28 (p<0,001)
-1,60 (p<0,01)
10,09 (p<0,001)

-2,16 (p=0,07)
-1,09 (p=0,54)
1,08 (p=0,76)
-1,14 (p=0,05)
1,11 (p=0,30)
-1,12 (p=0,43)
1,16 (p=0,19)
1,26 (p<0,05)
-1,92 (p<0,01)

Thymoma viral proto-oncogene 1 (Atk1) 2,11 (p<0,05) -1,25 (p=0,05)
Thymoma viral proto-oncogene 2 (Atk2) 1,61 (p<0,05) 1,66 (p<0,05)
Thymoma viral proto-oncogene 3 (Atk3) 2,38 (p<0,001) -1,26 (p=0,15)

Tabla 9. Genes implicados en las rutas de sefalizacion de IGF-1.
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Figura 45. Expresion de genes implicados en rutas de sefializacion del receptor
de IGF-1 (Foxol y Aktl). **p<0,01 vs WT; *p<0,05 vs WT; ¥p<0,05 vs Hz.

IV.3.4.2. Genes

supervivencia celular.

relacionados con

la proteccion mitocondrial

y la

El analisis preliminar de la expresion génica se dirigi6 a investigar si la

deficiencia de IGF-1 podria modular la expresion de genes relacionados con la

proteccion mitocondrial (familia Bcl2) y la supervivencia celular (NADPH oxidasas,

Gabl, Cntf,...).
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Nombre del gen

Hz vs WT
(Fold change)

Hz+IGF vs Hz
(Fold change)

B-cell leukemia/lymphoma 2 (Bcl2)

BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3-like (Bnip3l)

BCL2-associated agonist of cell death (Bad)
Ciliary neurotrophic factor (Cntf)
Ciliary neurotrophic factor receptor (Cntfr)

Growth factor receptor bound protein 2-apl (Gabl)
Transmembrane BAX inhibitor motif cont. 1 (Tmbim1)

NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 (Ngol)
NADPH oxidase 4 (Nox4)

NADPH oxidase organizer 1 (Noxol)
Myeloid cell leukemia sequence 1 (Mcll)

-1,34 (p<0,05)
-1,46 (p<0,01)
1,07 (p=0,31)
-2,79 (p<0,001)
1,45 (p<0,05)
-2,52 (p<0,001)
-2,08 (p<0,01)
-1,55 (p<0,05)
-1,13 (p=0,19)
-1,14 (p=0,45)
-2,44 (p<0,001)

1,48 (p<0,01)
1,15 (p=0,22)
1,07 (p=0,27)
1,32 (p=0,66)
-1,04 (p=0,59)
1,58 (p<0,01)
1,16 (p=0,32)
-1,12 (p=0,44)
1,09 (p=0,35)
1,01 (p=0,95)
1,33 (p<0,01)

Tabla 10. Genes relacionados con la proteccién mitocondrial y supervivencia.

La deficiencia de

IGF-1 presentd una hipo-expresion de genes

relacionados con la proteccion mitocondrial y la supervivencia celular, cuya

confirmacion por PCR cuantitativa demostré que la deficiencia de IGF-1 se

asocio con una hipo-expresion significativa de Mcll, Gabl y Cntf. Asimismo, se

encontré una hiper-expresion del receptor de CNTF (Cntfr), probablemente de

naturaleza compensativa. La expresion de estos cuatro genes se normalizo por

la terapia sustitutiva con IGF-1 (Figura 46).
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Figura 46. Expresion génica de factores implicados en la proteccion mitocondrial

y la supervivencia celular. ***p<0,001 vs WT; **p<0,01 vs WT; *p<0,05 vs WT,
#5<0,01 vs Hz; ¥p<0,05 vs Hz.
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En el caso del Bcl2, no se confirmaron las diferecias en la expresion
génica entre animales WT y Hz. Sin embargo, el tratamiento sustitutivo con
IGF-1 indujo un incremento significativo de la expresion de este gen que
codifica para una de las principales proteinas encargadas de la proteccion
mitocondrial (cfr. Figura 47)
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Figura 47. Expresion génica de Bcl2. *p<0,05 vs WT; ¥p<0,05 vs Hz.

IV.3.4.4. Estudio de la expresiéon de genes relacionados con la muerte

celular y larespuesta a la hipoxia.

A continuacion, se llevo el andlisis de genes involucrados en procesos
relacionados con la autofagia (familia de las Atg, Ulkl), la respuesta a la
hipoxia (familia de las serpinas, Gadd45) y la muerte celular, tanto por

apoptosis (familia de las caspasas, Fas, Bid) como por necrosis (Parpl, Grb2).
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Hz vs WT Hz+IGF vs Hz
Nombre del gen
(Fold change) (Fold change)
Serine peptidase inhibitor, clade B1b (Serpinblb) -3,68 (p<0,001) 1,36 (p=0,34)
Serine peptidase inhibitor, clade E1 (Serpinel) -2,15 (p<0,001) 1,03 (p=0,69)

Growth arrest and DNA-damage-inducible 45a (Gadd45a)
Growth arrest and DNA-damage-inducible 45g (Gadd45g)
Unc-51 like kinase 1 (Ulk1)

Autophagy-related 3 (Atg3)

Autophagy related 2 homolog A (Atg2a)
Autophagy-related 4b (Atg4b)

Autophagy-related 5 (Atg5)

Autophagy-related 7 (Atg7)

Autophagy-related 9A (Atg9a)

Autophagy-related 12 (Atg12)

Autophagy-related 14 (Atg14)

Autophagy related 13 homolog (Atg13)
Autophagy-related 16-likel (Atg1611)

Sestrin 3 (Sesn3)

Apoptotic peptidase activating factor 1 (Apafl)

BHS3 interacting domain death agonist (Bid)
BCL2-associated X protein (Bax)

BCL2-antagonist/killer 1 (Bak1)

Endonuclease G (Endog)

Caspase 1 (Caspl)

Caspase 3 (Casp3)

Caspase 8 (Casp8)

Caspase 9 (Casp9)

Growth factor receptor bound protein 2 (Grb2)

Fas (TNF receptor superfamily member 6) (Fas)

Poly (ADP-ribose) polymerase family, member 1 (Parpl)

-3,64 (p<0,001)
-1,48 (p<0,05)
1,52 (p=0,05)
1,08 (p=0,31)
1,71 (p<0,05)
1,27 (p=0,14)
-2,01 (p<0,01)
1,15 (p<0,05)
2,39 (p<0,05)
-1,03 (p=0,77)
1,20 (p=0,15)
1,49 (p<0,05)
1,34 (p<0,05)
-1,06 (p=0,18)
3,34 (p<0,01)
1,74 (p<0,001)
-1,09 (p=0,40)
1,12 (p=0,16)
-1,12 (p=0,26)
1,10 (p=0,40)
1,12 (p=0,52)
-1,09 (p=0,64)
1,80 (p<0,05)
1,52 (p<0,01)
-1,18 (p=0,21)
1,76 (p<0,05)

1,66 (p<0,05)
-1,48 (p<0,05)
-1,11 (p=0,36)
-1,02 (p=0,75)
1,03 (p=0,88)
-1,19 (p=0,25)
1,23 (p=0,10)
1,02 (p=0,80)
-1,01 (p=0,98)
-1,01 (p=0,99)
-1,02 (p=0,88)
-1,07 (p=0,40)
-1,02 (p=0,80)
1,21 (p<0,01)
-3,70 (p<0,001)
-1,68 (p<0,001)
-1,03 (p=0,74)
-1,03 (p=0,77)
-1,14 (p=0,14)
-1,37 (p<0,05)
1,03 (p=0,80)
-1,00 (p=0,99)
-1,01 (p=0,93)
-1,47 (p=0,07)
-1,02 (p=0,85)
-1,29 (p=0,22)

Tabla 11. Genes relacionados con la muerte celular.

Tras su confirmacién por PCR cuantitativa, se encontré6 una alterada

expresion génica de genes implicados en la autofagia (Ulk1) y la respuesta a la

hipoxia (Serpl, Serplb, y Gadd45a), que sugieren una mayor vulnerabilidad

celular en los animales deficientes de IGF-1.
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Figura 48. Expresion génica de factores implicados en la autofagia y la respuesta a la
hipoxia. **p<0,01 vs WT; *p<0,05 vs WT; p<0,05 vs Hz.

En cuanto a genes pro-apoptéticos, se demostré por PCR cuantitativa la
hiper-expresiéon de Bid (un agonista capaz de interactuar con Bcl2, Mcll y
algunas caspasas) y Apafl (regulador clave de la via apoptética mitocondrial y
elemento central del apoptosoma).
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Figura 49. Expresion de genes pro-apoptéticos (Apafl y Bid).
**p<0,01 vs WT; *p<0,05 vs WT; ¥4p<0,01 vs Hz; ¥p<0,05 vs Hz.
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En lo referente a los genes relacionados con muerte celular, se encontro
una inadecuada expresion de Parpl y Grb2, marcadores de necrosis, que el

tratamiento con IGF-1 fue capaz de normalizar (cfr. Figura 50).
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Figura 50. Expresion de genes relacionados con necrosis.
**+n<0,001 vs WT; *p<0,05 vs WT; *p<0,01 vs Hz.

IV.4. ANALISIS IN SILICO DEL PERFIL DE EXPRESION GENICA.

La clasificacion funcional del perfil de expresion génica en los tres

grupos experimentales se resume en las Figuras 51 y 52.
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Figura 51. Genes modulados por la sola deficiencia de IGF-1 (Hz vs WT)
agrupados por funciones en tejidos y érganos, y el efecto de la administracion exégena
de IGF-1 (Hz+IGF vs Hz).
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Figura 52. Genes implicados en la fisiologia celular y el metabolismo
gue se modulan con la deficiencia de IGF-1 (Hz vs WT) y el efecto
de la terapia sustitutiva con IGF-1 (Hz+IGF vs Hz).
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Los resultados presentados en este trabajo demuestran que la mera deficiencia
parcial de IGF-1 se asocia con significativas alteraciones morfolégicas y en la
expresion de genes relacionados con el equilibrio redox, la inflamacion, la activacion
de la cascada de las caspasas, la respuesta a la hipoxia y la muerte y supervivencia

celular.

V.1. IDONEIDAD DEL MODELO EXPERIMENTAL UTILIZADO
PARA REPRODUCIR LA DEFICIENCIA PARCIAL DE IGF-1
OBSERVADA EN LA PATOLOGIA HUMANA.

En los ultimos afios se ha venido sugiriendo el papel de IGF-1 en el sistema
nervioso central (Bondy C.A. et al., 2004; Torres-Aleman |., 2010), incluyendo tanto su
normal desarrollo como posibles patologias neuroldgicas, tales como la enfermedad
de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica y demencias vasculares (Carro E. et al.,
2002; Torres-Aleman 1., 2007). En todos ellos se destaca la relevancia que IGF-1
posee en el control de la homeostasis cerebral (Bondy C.A. et al.,, 2004; Torres-
Aleman |., 2010), durante el neurodesarrollo (Netchine I. et al., 2009), en la proteccion,
proliferacién y diferenciacion neural (Brooker G.J. et al., 2000; Trejo J.L. et al., 2002),
al igual que su participacion en la sinaptogénesis (Ding Q. et al., 2006) y mielinizacién
(Cheng H.L. et al., 1999).

El presente trabajo se encuadra en una amplia linea de investigacion
iniciada hace mas de veinte afios, centrada en la caracterizacion de
"condiciones de deficiencia de IGF-1", en el que la administracion exdgena
pudiera recuperar las concentraciones circulantes de esta hormona y contribuir
a revertir el proceso fisiopatologico que se establece por la deficiencia de IGF-1
y la consiguiente disfuncion del eje GH/IGF-1, que se manifiesta con diferentes
sintomas segun la edad del individuo y la progresion de la deficiencia —sea
local o sistémica-. Asimismo, la coexistencia o preexistencia de otros procesos
fisiopatoldgicos (como es el caso de la cirrosis hepatica) hacen que los efectos
de la sola deficiencia de IGF-1 sean menos evidentes o, incluso, costosamente

reconocibles.
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Las condiciones de deficiencia de IGF-1 mejor conocidas en la patologia
humana son: el sindrome de Laron, la cirrosis hepética y el envejecimiento
(Laron Z. et al., 1966, 1999 y 2004; Wu A. et al., 1974; Chang T.C. et al., 1990;
Quiroga J. et al., 1992; Castilla-Cortazar I. et al., 1997; Garcia-Fernandez M. et
al., 2008; Puche J.E. et al., 2008). Sin embargo, recientemente se han descrito
otras condiciones que podrian estar también relacionadas con una deficiencia
de IGF-1, como ciertas enfermedades neurodegenerativas o el crecimiento
intrauterino retardado (Randhawa R. y Cohen P., 2005; Leal Ade C. et al.,
2011; Carro E. et al., 2002; Torres-Aleman |., 2007). Por todo ello, el estudio de
nuevas condiciones de deficiencia de IGF-1 y de sus potenciales implicaciones
patologicas esta adquiriendo un creciente interés.

En este contexto, el establecimiento de un modelo experimental en el
que solo se reproduzca la deficiencia parcial de IGF-1, entendemos que es un
instrumento imprescindible para poder discernir todas aquellas disfunciones de
las que es responsable el déficit de IGF-1, por lo que la terapia sustitutiva

esperablemente induciria efectos beneficiosos.

Por lo tanto, en primer lugar se nos plante6 la necesidad de utilizar un
modelo experimental de "deficiencia parcial de IGF-1" que pudiera ser idoneo
para investigar los mecanismos de accion especificos de esta hormona en el
sistema nervioso, que pudieran estar comprometidos en las "condiciones de
deficiencia” y ser revertidos con la terapia sustitutiva de este factor de

crecimiento.

Aungue inicialmente pretendiamos utilizar los animales Knockout
cedidos por el Prof. Efstratiadis (Liu J.P. et al., 1993), enseguida comprendimos
gue eran los animales heterocigéticos los que reproducian una condicién de
"deficiencia parcial”, compatible con la vida y con el desarrollo, como las
descritas en la patologia humana (Guerra L., 2012; Gago A., 2012).

En el presente trabajo, se ha contribuido a establecer las caracteristicas
del modelo experimental con ratones heterocigotos (Igf1*", Hz), estudiando las

concentraciones circulantes de IGF-1 en animales de 0,5 a 23 meses de edad
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(cfr. Figura 25), demostrando que la deficiencia es significativa desde edades

tempranas hasta el envejecimiento.

Finalmente, resultados todavia recientes de nuestro grupo mostraron los
efectos neuroprotectores de la administracion de dosis bajas de IGF-1 en el
envejecimiento (Garcia-Fernandez M. et al., 2008; Puche J.E. et al., 2008), asi
como de similares dosis de IGF-2 (Castilla-Cortazar 1. et al., 2011; Garcia-
Fernandez M. et al., 2011).

En este estudio, se pone de manifiesto que estos animales
heterocigotos, ademas de presentar una reducida expresion del gen Igfl en
cerebro, muestran disminuidas concentraciones circulantes de IGF-1, por lo
que entendemos que nuestro modelo experimental se acomoda

adecuadamente a los objetivos del trabajo.

En este contexto, el objeto especifico del estudio presentado consistio
en indagar si la sola deficiencia parcial de IGF-1 modula la expresion de genes
involucrados con el dafio oxidativo, inflamacién y muerte celular, con el intento
de explicar la implicacién de IGF-1 en la fisiopatologia de estos procesos en el
sistema nervioso, asi como contribuir a la aproximacion a potenciales

estrategias terapéuticas.

V.2. ELECCION DE DOSIS BAJAS DE IGF-1 COMO EN
TRABAJOS PRECEDENTES

Con respecto a la eleccion de la dosis de IGF-1, nos fundamentamos en
estudios previos en los que habiamos comprobado que dosis bajas de IGF-1
(2 pg/100 g peso corporal/dia) ejercian efectos beneficiosos sin consecuencia

adversa alguna.

La efectividad y seguridad de dosis tan bajas de IGF-1 esta ampliamente
demostrada por nuestro grupo, tanto en estudios realizados en cirrosis hepatica
experimental, en estadios avanzados o0 en estadios incipientes de la

enfermedad hepatica crénica, como en envejecimiento, mostrando que estas
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dosis son capaces de elevar las concentraciones circulantes de esta hormona
hasta valores similares a los del grupo control (Castilla-Cortazar I. et al., 2000 y
2004; Garcia-Fernandez M. et al., 2008), induciendo efectos beneficiosos tales
como: mejora del estado nutricional, de la absorcion intestinal de azucares y
aminoacidos, de la osteopenia, del hipogonadismo y de la fibrosis hepéatica
(Picardi A. et al., 1996; Castilla-Cortazar I. et al., 1997, 1999, 2000, 2004;
Cemborain A. et al., 1997; Pascual M. et al., 2000; Muguerza B. et al., 2001).
En estos trabajos, el tratamiento inducia efectos anabolizantes y antioxidantes,
y en ningun caso estas pautas de tratamiento indujeron hipoglucemia, al
contrario, se revirti6 la hipoglucemia asociada a la cirrosis hepatica,
probablemente mejorando la absorcion intestinal de azucares (Castilla-Cortazar
l. etal., 1997).

Sin embargo, en el ensayo clinico realizado con pacientes cirréticos
como consecuencia directa de los estudios basicos de nuestro grupo, dosis de
20 mg/kg pc/dia (con escalada de dosis hasta 50-100 mg/kg pc/dia) durante un
mes (Conchillo M. et al., 2005) resultaron insuficientes para normalizar las
concentraciones circulantes, aunque incrementaron la albuminemia y la

disponibilidad energética, siendo bien tolerado en todos los pacientes.

Por otra parte, en los trabajos de envejecimiento, otra condicién de
deficiencia de IGF-1, se eligieron dosis similares (2,25 ug/100 g pc/dia) que
igualmente elevaron las concentraciones de IGF-1 aproximandolas a las del
grupo de animales jévenes, induciendo efectos anabolizantes y antioxidantes a
la vez que inducian efectos beneficiosos en el metabolismo lipidico y de los
carbohidratos al reducir la hiperlipidemia y la resistencia a la insulina que

mostraban los animales de edad avanzada (Garcia-Fernandez M. et al., 2008).

Dosis superiores (60-80 pg/kg pc/dia) fueron eficaces en el tratamiento
de la osteopenia en mujeres postmenopausicas, aungque produjeron efectos
secundarios. Dosis mas bajas (30 pg/kg pc/dia) estimularon la renovacion ésea
sin provocar efectos adversos (Ebeling P.R. et al., 1993). En otros estudios con
dosis de 24-32 ug/kg pc/dia se han observado efectos secundarios como
artralgias, mialgias, astenia, dolor mandibular y edema en cara y manos (Bondy
C.A. etal., 1994a).

130



Discusion J.E. Puche Garcia

Dos estudios mas recientes, presentados en el Congreso Internacional
de Endocrinologia de 2008, mostraron la seguridad y eficacia de dosis
individuales de 240 ug/Kg pc/dia o 80-120 ug/Kg pc/dia en dos dosis diarias,
para el tratamiento de la deficiencia primaria de IGF-1 (Bright G.M. et al., 2008;
Midyett L.K. et al., 2010).

En nuestro presente estudio, la administracion exdégena de dosis bajas
de IGF-1 (2 pg/100 g pc/dia), semejantes a la de anteriores trabajos, logré
normalizar las concentraciones circulantes de esta hormona en animales
deficientes en IGF-1 de 5t1 meses de edad, de modo que estos resultados

son congruentes con los estudios previos.

V.3. LOS ANIMALES CON DEFICIENCIA PARCIAL DE IGF-1
MOSTRARON UNA DISMINUCION DE PESO CORPORAL QUE
SE NORMALIZO CON LA TERAPIA SUSTITUTIVA Y SE
CORRELACIONO DIRECTA Y SIGNIFICATIVAMENTE CON LAS
CONCENTRACIONES CIRCULANTES DE IGF-1.

La sola deficiencia parcial de IGF-1 en ratones de 5+1 meses de edad se
asocié, como en otros estudios, con una disminucién significativa del peso
corporal, que el tratamiento sustitutivo con IGF-1 fue capaz de revertir en solo
10 dias.

De acuerdo con los conocidos efectos anabolizantes de IGF-1 (Cohick
W.S. y Clemmons D.R., 1993), con los resultados precedentes en cirrosis
hepatica (Picardi A. et al., 1997; Cemborain A. et al., 2000) y en este mismo
modelo experimental (Guerra L., 2012; Gago A., 2012; lturrieta 1., 2013), se
encontré una correlacion directa y significativa entre el peso corporal y las

concentraciones circulantes de IGF-1 (cfr. Figura 27).

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en el peso
absoluto del encéfalo entre los tres grupos experimentales. Sin embargo,

cuando éste fue referido al peso corporal, se encontré que los animales con
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deficiencia parcial presentaban un aumento significativo del peso relativo del

encéfalo, que la terapia sustitutiva fue capaz de revertir.

Este resultado incrementd nuestro interés por el estudio histologico del
cerebro y los estudios de imagen por resonancia magnética, para intentar

dilucidar este inesperado hallazgo que se discutira en el siguiente apartado.

En los ultimos afos, las actividades de IGF-1 a nivel cerebral han
cobrado un especial protagonismo debido al descubrimiento de su implicacion
en multiples procesos durante el neurodesarrollo, en el mantenimiento de la
homeostasis y en diversos mecanismos patologicos (Russo V.C. et al., 2005).
Su distribucion por el SNC es practicamente ubicua, y sus funciones afectan a
todos los tipos celulares presentes en el sistema nervioso (neuronas, glia,
epitelio, etc.) (Bondy C.A. et al., 2004). Diferentes estudios han puesto de
manifiesto que el IGF-1 sistémico, producido en el higado, es capaz de
atravesar la barrera hemato-encefalica y ejercer sus acciones a nivel del SNC,
junto con el IGF-1 producido localmente (Reinhardt R.R. et al., 2004; Nishijima
T. et al.,, 2010). Sin embargo, se continua debatiendo sobre la importancia

particular de la expresion local o sistémica de IGF-1 (Torres-Aleman I., 2010).

Pues bien, los resultados del presente trabajo demuestran que estando
reducida la expresion cerebral de IGF-1 (cfr. Figura 35A), las concentraciones
circulantes normalizadas por la terapia sustitutiva son capaces de ejercer en el

SNC efectos relevantes como se discutirdn a continuacion.

V.4. LA DEFICIENCIA DE IGF-1 SE ASOCIO CON UN
INCREMENTO DEL PESO ENCEFALICO RELATIVO, CON UNA
DISMINUCION DEL NUMERO DE CELULAS Y UN INCREMENTO
DEL CONTENIDO ACUOSO.

El estudio histolégico se realiz6 en las muestras disponibles de cortes
sagitales seriados de cerebro de ratones procedentes de los tres grupos
experimentales. Las preparaciones, teflidas con H&E, permitieron seleccionar

las mismas areas entre el cuerpo calloso y la corteza, y llevar a cabo el contaje
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de las células en esa region (Figura 29A). En los animales con deficiencia
parcial de IGF-1 se encontrd una significativa reduccion del numero de células
—sin poder discernir con precision la estirpe celular- que el tratamiento con
dosis bajas de IGF-1 fue capaz de normalizar (Figura 29B), sugiriendo que
podria estar incrementando la proliferacion celular y/o revirtiendo los
mecanismos tisulares fisiopatol6gicos desencadenados por la deficiencia de
IGF-1.

Este estudio histolégico, por diversas limitaciones técnicas, ha
provocado un trabajo actualmente en curso, con cortes de encéfalo a diferentes
niveles que permitira esclarecer las alteraciones morfologicas encefalicas que
se asocian a la sola deficiencia parcial de IGF-1, con menos células y mayor

peso relativo.

Sin embargo, este hallazgo nos llevd a ahondar en los estudios de
imagen, que podrian ayudar a discernir qué componentes predominaban en el
tejido cerebral si la celularidad estaba significativamente disminuida. Para ello,
promovimos el desarrollo de un estudio de imagen por resonancia magnética
(mapas ADC y MT). Estas, se basan en el intercambio de magnetizacion entre
los protones libres (representados por el agua) y los inmoviles, es decir, ligados
a macromoléculas, siendo las biomoléculas que mas agua acoplan los
fosfolipidos. El agua acoplada a biomoléculas se considera “invisible” ya que no
transfiere magnetizacion a otras moléculas, mientras que el agua libre si lo
hace. La transferencia de magnetizacion entre ellos se produce al aplicar un
pulso de pre-saturacion (pulso MT) que hace que los protones del agua ligada
intercambien su magnetizaciéon con la poblacién de protones del agua libre,
haciendo que la intensidad de la sefial del agua libre descienda (Grossman R.I.
et al., 1994).

El porcentaje de transferencia de magnetizacion (% MT) se usa como
pardmetro de medida de este fendmeno. Las medidas de % MT dependen del
entorno quimico y biofisico que rodea las macromoléculas y sirven por lo tanto
para medir indirectamente la estructura macro- y micromolecular del tejido en
cuestion, indicando posibles cambios estructurales, por ejemplo, en el

parénquima cerebral (Grossman R.I. et al., 1994).
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En nuestro estudio, los animales deficientes de IGF-1 mostraron una
disminucion en el porcentaje de transferencia de magnetizacion en el total del
cerebro (Figuras 31 y 32), signo que se ha relacionado con situaciones de
inflamacion o edema, y que algunos autores han sugerido que pueda reflejar
cambios relacionados con la pérdida neuronal, la gliosis y la acumulacion de
placas y ovillos (Ridha B.H. et al., 2007), asi como con el estado cognitivo en
pacientes con demencia por cuerpos de Lewy o Alzheimer (van Buchem M.A. y
Tofts P.S., 2000; van der Flier W.M. et al., 2002). La terapia sustitutiva con
IGF-1 durante so6lo diez dias fue capaz revertir este hecho, mostrando valores

proximos a los del grupo control (Figura 32).

IV.5. LA SOLA DEFICIENCIA PARCIAL DE IGF-1 COMPROMETE
LA CORRECTA EXPRESION CEREBRAL DEL GEN IGF-2 Y DE
LAS PRINCIPALES PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE IGF
(IGFBPs).

Como era de esperar, los animales con deficiencia sistémica de IGF-1
(Igf1*", Hz) mostraron una reduccion significativa del gen Igfl en cerebro, que
razonablemente la terapia sustitutiva no modific6 en modo alguno,
disminuyendo sin embargo la expresion génica del receptor de IGF-1 (Figura
35).

Los niveles del RNAm de IGF-1 se encuentran reducidos en cerebros de
ratas hipofisectomizadas, y la perfusiéon intracerebral de GH restaura (~80 %)
los niveles de IGF-1 (Hynes M.A. et al., 1987), lo que apunta al papel que GH
tiene en el control del IGF-1 cerebral. En este estudio, se encontré una
reducida expresion del receptor de GH, probablemente como respuesta a las
incrementadas concentraciones circulantes de GH por el deficiente mecanismo
de retroalimentacion negativo de IGF-1 en ratones Hz. De hecho, la terapia
sustitutiva increment6 significativamente la expresion génica del receptor
(Figura 36). No obstante, son muchos los aspectos que aclarar. Por ejemplo,
no existe una correlacién significativa entre los niveles de IGF-1 plasmaticos y

las concentraciones en liquido cefalorraquideo (Backstrom M. et al., 1984) v,
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por consiguiente, parece que el IGF-1 sistémico no es la fuente principal de
IGF-1 en el SNC.

Por otra parte, en un modelo animal de ratones que sobreexpresan
IGF-1 en el cerebro mostré un crecimiento postnatal excesivo del cerebro
(hasta un 85 %) sin que se acompafara de anomalias anatomicas mediante un
mero aumento en el numero de células (Behringer R.R. et al., 1990) y de la
mielinizacion (Carson M.J. et al., 1993). Un experimento complementario
(Behringer R.R. et al., 1990) excluyé la posibilidad de que fuera GH quien
promoviera directamente estos efectos, ya que ratones transgénicos que
sobreexpresan GH no mostraron estos cambios. Sin embargo, como se dijo
anteriormente, el papel de la GH en el crecimiento del cerebro no puede ser
subestimado, dado que los ratones deficientes en GH tienen cerebros mucho
mas pequefios que los ratones normales (Ohlsson C. et al., 2009).
Consistentemente, ratones transgénicos con deleccion génica de IGF-1 apenas
sobreviven después del nacimiento. Los supervivientes tienen cerebros muy
pequefios (-60 % del tamafio normal), pero siguen siendo morfolégicamente
normales (Beck K.D. et al., 1995). Estos cerebros se caracterizan por una
escasez de la materia blanca debido a una marcada reduccion de la
mielinizacion (Ye P. et al., 2002) y una aparente disminucion en el nimero de
axones (Beck K.D. et al., 1995).

En este complejo contexto para comprender el eje GH/IGF-1, uno de los
hallazgos mas notables del presente trabajo es que la deficiencia de IGF-1 se
asocié con una hipoexpresion significativa del gen Igf2, que el tratamiento
revirtié. Las funciones fisiolégicas de IGF-2 se desconocen en la edad adulta,
aunque estan bien descritas sus funciones durante el desarrollo embrionario
(Wolf E. et al., 1998). Resultados precedentes demostraron que IGF-2 a dosis
bajas se comportaba como un “analogo” de IGF-1 en cuanto a las funciones
neuroprotectoras y de proteccion mitocondrial (Castilla-Cortazar I. et al., 2011;
Garcia-Fernandez M. et al., 2011). Los resultados de este trabajo refuerzan
sélidamente la hipotesis de que las funciones fisiolégicas de IGF-2 en la edad
adulta pueden estar circunscritas al SNC, actuando como un “longa manus” de

IGF-1, que podria actuar como un relevante estimulador “local” de su expresiéon
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génica. Proximos estudios se centraran en confirmar estos resultados

preliminares.

Otro resultado que merece especial atencion es que la deficiencia parcial
de IGF-1 se acompafia de una hiper-expresion significativa de IGFBP-4 e
IGFBP-6, ambas con acciones inhibidoras (Roghani M. et al., 1989; Martin J.L.
et al.,, 1990; Gu F. et al., 2010; Contois L.W. et al.,, 2012; Bach L.A. et al.,
2013). La funciéon de IGFBP-4 en el tejido 6seo es la de facilitar la captacion de
IGF-1 de la circulacion (Miyakoshi N. et al., 1999; Laursen L.S. et al., 2007).
Una funcion similar en cerebro podria explicar su hiper-expresion en
condiciones de deficiencia, y que la administracibn exdgena de IGF-1

normalizara su expresion génica, como ocurre en nuestros resultados.

Finalmente, uno de los resultados —que a nuestro juicio- podria aportar
alguna explicacion para entender el conjunto de hallazgos descritos en el
presente protocolo es que la deficiencia parcial de IGF-1 se asocié con una
hipo-expresion cerebral de los genes de la IGFBP-7 y la IGFBP-8, que el
tratamiento sustitutivo normaliz6. Ambas IGFBPs tienen propiedades en la
formacion de la matriz extracelular, tejido conectivo y angiogénesis (Kim H.S. et
al., 1997; Hwa V. et al., 1999; Nguyen T.Q. et al., 2008).

La IGFBP-7 (también conocida como Mac-25) (Oh Y. et al., 1996) esta
implicada en la regulacibn del crecimiento epitelial y fibroblastico, la
estimulacién de la produccion de prostaciclina por células endoteliales y la
angiogénesis (Inoguchi T. et al., 1986; Hwa V. et al., 1999; Gommans W.M. et
al., 2008), con destacadas funciones en las neuronas hipocampales (Agis-
Balboa R.C. et al., 2011).

De modo particular, la IGFBP-8, conocida como el factor de crecimiento
del tejido conectivo (CTGF) (Kim H.S. et al., 1997) es de gran relevancia tanto
en condiciones fisiolégicas para el mantenimiento de la homeostasis tisular,
como en procesos fisiopatologicos (fibrosis) (Nguyen T.Q. et al.,, 2008). En
condiciones de hiper-expresion de esta proteina, se han descrito acimulos de
matriz extracelular que pueden llevar a fibrosis hepatica, renal, pulmonar...

(Oemar B.S. y Luscher T.F., 1997), mientras que su ausencia puede originar
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desestructuracion tisular e incapacidad para cicatrizacion (Oliver N. et al.,
2010). EIl control de su expresion génica esté regulado de forma compleja por
una multitud de factores, entre los que se incluye TGF, angiotensina Il, TGFa,
NO, aldosterona, glucocorticoides, VEGF, NF-xB, AP-1, etc. (Figura 6) (Oliver
N. et al., 2010). Por otra parte, posee dominios con los que se une al TGFf
activandolo, y al VEGF, factor con relevantes propiedades angiogénicas (Cfr.
Figura 7). Los resultados aqui descritos en cuanto a la regulacién de IGFBP-8
son congruentes con los recientemente descritos en testiculo en este mismo

modelo animal (Gago A., 2012).

V.6. LA DEFICIENCIA DE IGF-1 SE ASOCIO CON UN
INCREMENTO DEL DANO OXIDATIVO Y CON UNA HIPO-
EXPRESION DE GENES QUE CODIFICAN PARA PROTEINAS
LAS DEFENSAS ANTIOXIDANTES -ENZIMATICAS O DE
PROTEINAS HSPs- Y CON PROTEINAS DE LA RESPUESTA
FISIOLOGICA A LA INFLAMACION QUE LA TERAPIA
SUSTITUTIVA REVIRTIO.

En primer lugar, los animales deficientes de IGF-1 mostraron un
incremento significativo del marcador de peroxidacion lipidica MDA, que la

terapia sustitutiva logré normalizar (cfr. Figura 34).

Por otro lado, los animales con deficiencia parcial de IGF-1 (Igf1*", Hz)
presentaron una expresion significativamente reducida de los genes que
codifican para enzimas antioxidantes, como la glutation peroxidasa (Gpx1l y
Gpx8), catalasa, peroxiredoxinas (Prdx1, Prdx3 y Prdx4) y tioredoxinas (Txnip).
La administracion exégena de IGF-1 recuperd la expresion génica de las

principales enzimas antioxidantes.

Estos resultados son congruentes con los efectos descritos en animales
cirréticos y en animales de edad avanzada en los que las mismas dosis de
IGF-1 fueron capaces de modular significativamente la actividad de estas

enzimas antioxidantes (Castilla-Cortazar I. et al., 1997; Garcia-Fernandez M. et
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al., 2005; Puche J.E. et al., 2008). Resultados similares se encontraron en el

envejecimiento con la administracion de IGF-2 (Castilla-Cortazar I. et al., 2011).

Los resultados de este trabajo permiten reconocer la accién de IGF-1 en
la expresion génica de estas enzimas, que fue discutida en trabajos anteriores,
considerando que podia ser un “epifendmeno” de la mejoria general observada

en higado o cerebro.

Asimismo, la deficiencia de IGF-1 se asoci6 con la hipo-expresién de los
genes que codifican para las llamadas “proteinas de choque térmico” (HSPs),
especialmente las Hsp70, Hsp90, Hsp27, Hspailb, Hsp5... que la terapia

sustitutiva normaliz6.

Estas HSPs son proteinas altamente conservadas y expresadas en
todos los tejidos. Gracias a sus versatiles funciones, las chaperonas pueden
intervenir en respuesta a un estrés oxidativo, detectando cambios red-ox
intracelulares, en varios niveles. En primer lugar, algunas de las HSPs, en su
mayoria miembros de la familia Hsp70, desempefian un papel crucial en el
control de la calidad proteica, previniendo la agregaciéon proteica y dirigiendo
proteinas aberrantes al proteasoma o los lisosomas para su degradacion
(Mayer M.P. y Bukau B., 2005), mediando asi el aclaramiento de estas
proteinas dafiadas. En los casos en que las proteinas mal plegadas pueden ser

rescatadas, la misma maquinaria puede lograr su replegamiento.

Por otra parte, algunas chaperonas, tales como Hsp27, Hsp70 y Hsp90,
pueden tener actividad anti-apoptética al unirse o inhibir componentes de la
cascada de la apoptosis (citocromo c, Apaf-1 y caspasa 3), incluso si las vias

de muerte celular han sido activadas (Kalmar B. y Greensmith L., 2009).

Ademas, algunas HSPs tienen acciones anti-inflamatorias. La respuesta
inflamatoria esta regulada principalmente por NF-xB (Barnes P.J. y Karin M.,
1997). Tras el estrés oxidativo, NF-xB es traslocado al nucleo y activa la
trascripcion de mediadores inflamatorios tales como iNOS (inducible nitric oxide

synthase), interleuquinas inflamatorias y ciclooxigenasa-2 (COX-2).
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Sobre todos estos efectores, la chaperona Hsp70 ejerce una inhibicion
que, eventualmente, conlleva efectos anti-inflamatorios y citoprotectores
(Kalmar B. y Greensmith L., 2009). Un resumen de estas acciones protectoras
de las chaperonas, y del papel regulador que IGF-1 lleva a cabo en estas rutas,

se resume en la Figura 53.
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Figura 53. Niveles de la actividad neuroprotectora de IGF-1 mediada por HSPs.

Estas proteinas de choque térmico se han estudiado durante afios,
demostrando su hiper-expresion dirigida a la proteccion celular y tisular, en una
amplia variedad de condiciones de estrés oxidativo (Kalmar B. y Greensmith L.,

2009). Dicho estrés, junto con la consiguiente inflamacion, es el eslabén comun
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gue inicia los mecanismos fisiopatolégicos en practicamente todos los tejidos,
incluyendo la neurodegeneracion, la enfermedad cardiovascular y el accidente
cerebrovascular, e incluso parece el fundamental factor causal del
envejecimiento natural. Por todo esto, consideramos estos mecanismos de las
acciones neuroprotectoras de IGF-1 mediadas por las chaperonas HSPs, uno

de los hallazgos mas interesantes del presente trabajo.

Finalmente, la deficiencia parcial de IGF-1 se asocié con una hipo-
expresion de los genes que codifican para proteinas de la respuesta fisiologica
a la inflamacion (IL-1p, IL-6, IL-10rb, IL-22, receptor del TNFa...), mientras que
se hiper-expresaron los genes del Tgfp2, Nos1, Ptgs2 (o Cox2) y Crlf1. Tanto
en los casos de hipo- como de hiper-expresion, la terapia sustitutiva con IGF-1
moduld la expresion génica hasta niveles similares a los encontrados en los

controles (Figuras 41y 42).

Considerando todos estos hallazgos de forma conjunta, entendemos que
la deficiencia parcial de IGF-1 se asocia con una deficiente expresion génica
gue hace al tejido mas vulnerable a cualquier agresion, incluso fisiolégica, que
lleva a alteraciones morfolégicas y disfunciones. Estos resultados son
congruentes con los encontrados en testiculo (Gago A., 2012) y hueso (Guerra

L., 2012) en este mismo modelo experimental.

V.7. LA SOLA DEFICIENCIA PARCIAL DE IGF-1 PRESENTO,
CON RESPECTO A LOS CONTROLES, UNA EXPRESION
ALTERADA DE GENES QUE CODIFICAN PARA PROTEINAS
IMPLICADAS EN LA PROTECCION MITOCONDRIAL, EL
ESTRES OXIDATIVO SECUNDARIO A LA HIPOXIA Y LA
MUERTE CELULAR.

Los hallazgos presentados en el presente trabajo demuestran que la
mera deficiencia parcial de IGF-1 compromete la expresion de genes
implicados en la supervivencia y la proteccion mitocondrial e incrementa la
expresion de otros relacionados con la muerte celular, tanto por necrosis como

por la activacion de la cascada apoptética de las caspasas (cfr. Figuras 46, 47,
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48, 49 y 50 y Tablas 10 y 11). Ademas, la espectroscopia de resonancia
magnética reveld un incremento significativo de lactato, un marcador de
necrosis celular, que la terapia sustitutiva con IGF-1 fue capaz de normalizar.
Por esto mecanismos, se podrian justificar ampliamente los efectos
neuroprotectores descritos en trabajos previos (Garcia-Fernandez M. et al.,
2008).

Por otra parte, estos resultados explican que la deficiencia de IGF-1 se
acompafaba de una disminucion del numero de células en el encéfalo (Figuras
29y 30 y apartado V.4.).

En este mismo sentido, un mecanismo insuficientemente estudiado en
este trabajo es el mediado por la Ciclina D2, que se encontré hiper-expresada
en ratones con deficiencia parcial de IGF-1 en el estudio por microarray (10,09
veces sobre el grupo WT, p<0,001), y que la terapia sustitutiva con IGF-1 logro
reducir significativamente (-1,92 veces sobre el grupo Hz, p<0,01). Esta
proteina del ciclo celular se ha sugerido que esta implicada en las replicaciones
celulares neuronales que no se consuman, y termina provocando la muerte
celular (Chen Y. et al., 2000 y 2003; Arendt T., 2003). Estudios adicionales
seran necesarios para clarificar este punto que sugiere un gran interés en
cuanto a la implicacién de IGF-1 en la correcta conclusién de la replicacion

celular.

Como deciamos, los resultados en este trabajo explican los efectos
neuroprotectores de IGF-1, pero en absoluto resuelven por qué la deficiencia
de IGF-1 propicia en cerebro un estado “edematoso”, que incrementa el peso

relativo de un encéfalo desprovisto parcialmente de células (cfr. Figuras 29-32).

Estos hallazgos sugieren un incremento de la permeabilidad vascular e
incluso una pérdida de la integridad de la barrera hemato-encefalica. Esta
hipétesis, que esta siendo afrontada incipientemente por nuestro grupo, es
congruente con los resultados encontrados en testiculo y la alteracion de la
barrera hemato-testicular asociada a la deficiencia de IGF-1, ampliamente
descrita por nuestro grupo (Castilla-Cortadzar I. et al., 2000 y 2004; Diez-
Caballero F. et al., 2006; Gago A., 2012)
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V.8. EL ANALISIS IN SILICO DE LAS RUTAS FUNCIONALES Y
EL PERFIL DE EXPRESION GENICA EN CEREBRO MUESTRAN
EL DECISIVO PAPEL DE IGF-1 EN LOS PROCESOS QUE HAN
SIDO OBJETO DE ESTE TRABAJO.

El estudio de los mecanismos y procesos biologicos y su aplicacion en
Medicina Traslacional ha requerido la adopcion de nuevas estrategias de
investigacion (Valor et al, 2010), incorporando las nuevas disciplinas de analisis
masivo de datos moleculares y celulares, denominadas gendmica,
transcriptémica, protedmica, metabolémica, epigenémica, etc. (Li Y. et al,
2012). En la actualidad, es impensable realizar estudios que impliquen el
andlisis de entidades bioldgicas, tanto a nivel cuantitativo como cualitativo, sin
gue se tenga en cuenta las facilidades que brindan la biologia de sistemas y

sus aplicaciones bioinformaticas.

En este trabajo hemos utilizado la tecnologia de microarray para analizar
el transcriptoma del cerebro de ratones en diferentes situaciones fisioldgicas,
con la intencién de estudiar la actividad reguladora de IGF-1 sobre los niveles
de expresion de genes que codifican para proteinas implicadas en los diversos
mecanismos de neuroproteccién: enzimas antioxidantes, proteinas
responsables de la respuesta inflamatoria o a la hipoxia, moléculas

involucradas en la apoptosis y en la supervivencia celular y tisular, etc.

El resultado del estudio por microarray resulta en una ingente cantidad
de informacion que requiere de un posterior analisis bioinformético, de modo
qgue se pueda inferir una significacién biolégica y funcional cognoscible. Para

nuestro analisis nos hemos centrado en el analisis de rutas funcionales.
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Los resultados descritos en el presente estudio permiten inferir las siguientes
conclusiones:

1. El modelo experimental de ratones heterocigotos (Igfl”", Hz) presentd
concentraciones circulantes de IGF-1 significativamente disminuidas a lo largo
de la vida. En este protocolo de 5+1 meses de edad, la administracion de dosis
bajas de IGF-1 normaliz6, como ocurriera en estudios precedentes, las
concentraciones de IGF-1.

2. Este modelo experimental que hipo-expresa sistémicamente IGF-1, y por
tanto también en cerebro, permite discernir el papel del IGF-1 circulante que
atraviesa la barrera hemato-encefalica y promueve en cerebro la expresion de
genes que codifican para otras proteinas relacionadas, como el IGF-2, que
comparte acciones neuroprotectoras, y las IGFBP-7 y -8, que contribuyen al

mantenimiento de la matriz extracelular y la morfologia tisular.

3. Efectivamente, la deficiencia de IGF-1 se asoci6 con una reducida expresion
génica de IGF-2, que el tratamiento exdégeno promovid sorprendentemente,
sugiriendo que IGF-2 puede actuar fisiolégicamente en la vida adulta como un
“longa manus” de IGF-1 en el SNC.

4. La deficiencia parcial de IGF-1 se asoci6é con una significativa alteracion en
la expresion génica en cerebro de los receptores de IGF-1 y GH, que la terapia
sustitutiva mejoré en tan solo diez dias de tratamiento. Asimismo, la deficiencia
de IGF-1 promoviéo una hiper-expresion de los genes de las proteinas
transportadoras de IGF-1 (IGFBP-4 e IGFBP-6, ambas inhibidoras), que la

terapia sustitutiva normalizo.

5. La deficiencia parcial de IGF-1 se acompafié de un incremento significativo
del peso relativo del encéfalo (peso encéfalo/peso corporal) a expensas de un
incremento del contenido acuoso que fue verificado por el analisis de
resonancia magnética, mientras que el niamero de células (en areas peri-
hipocampales de la corteza cerebral) estaba significativamente disminuido. La
terapia sustitutiva con IGF-1 normalizé el peso relativo del encéfalo, el nimero

de células y disminuy6 significativamente el contenido de agua.

145



Conclusiones J.E. Puche Garcia

6. La deficiencia de IGF-1 incrementd los marcadores de peroxidacion lipidica
(MDA) y necrosis (lactato) con respecto al grupo control, y el tratamiento con

IGF-1 normalizé ambos parametros.

7. La deficiencia parcial de IGF-1 se asoci6 con una expresion
significativamente reducida de los genes que codifican para relevantes enzimas
antioxidantes, que la administracion exégena de IGF-1 normaliz6. Del mismo
modo, los animales con deficiencia de IGF-1 presentaron una hipo-expresion
de los genes que codifican para las proteinas de choque térmico (HSPSs)
Hsp70, Hsp90 y Hsp27, chaperonas con reconocidas propiedades de
proteccion celular contra el dafio oxidativo. La terapia sustitutiva normalizé la

expresion de estos genes.

8. La sola deficiencia parcial de IGF-1 se asoci6, respecto a los controles
sanos, con una alteracion de genes implicados en la muerte celular, en la
respuesta al estrés oxidativo en condiciones de hipoxia y en la proteccion
mitocondrial, que el tratamiento con dosis bajas de IGF-1 normaliz6 o mejord

significativamente.

9. Los resultados presentados explican los efectos neuroprotectores de IGF-1,
objeto especifico del presente trabajo, junto con posibles efectos en la
configuracion de la matriz extracelular dependientes del factor de crecimiento
del tejido conectivo (CTGF o IGFBP-8). Asimismo, los mecanismos expuestos
explican que los animales deficientes de IGF-1 muestren una disminucién
significativa del nUmero de células, y que ésta sea normalizada por la terapia
sustitutiva con IGF-1.
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