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l.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL HIGADO.

I.1.1. Desarrollo y estructura hepaticos.

La hepatogénesis tiene cuatro estadios de desarrollo claramente definidos:
Competencia, Compromiso, Diferenciacion y Morfogénesis. El primer estadio,
Competencia, esta en relacion con la capacidad inherente de un tejido para
progresar hacia un destino definido una vez que recibe la induccion apropiada
(Figura 1) (Zaret K. et al, 1999; Duncan S.A., 2000).

Competencia Reclutamiento Diferenciacion Crecmiento y
morfogénesis

'" =5 'fg‘ = '% ’
HNF-3 GATA4 HNF4a NF-xB
Hex PAR c-Jun
XBP-1

Figura 1. Los cuatro estadios del desarrollo hepatico propuestos por Duncan son
procesos interdependientes, estrechamente relacionados y solapados. Tomado y
modificado de: Duncan SA, 2000.

En el embrién aviario, la induccion celular hacia el destino como hepatocito se
origina del mesénquima pre-cardiaco, que induce al endodermo proveniente
del intestino anterior para adoptar un fenotipo semejante al hepatocito, otros
tejidos mesenquimales de origen no pre-cardiaco no tienen capacidad de
inducir esta competencia (LeDouarin N.M., 1975; Fukuda-Taira S., 1981).

Este concepto ha sido confirmado también en mamiferos, el mesodermo
cardiaco ejerce un rol instructivo para que el endodermo ventral murino
muestre una especificacion de destino hepatico (campo hepético) alrededor del
dia 8,5 de la gestaciébn murina. Los factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF1 o FGF2) han demostrado la capacidad de reproducir el efecto inductivo
del mesodermo cardiaco (Gualdi R. et al, 1996; Jung J. et al, 1999).

Si se cultiva endodermo dorsal, no proveniente de la region hepatica, en
ausencia de mesodermo (un inhibidor aparente) también puede iniciar
espontaneamente la expresion de genes caracteristica de los hepatocitos. Esto
implica que el endodermo dorsal también es competente para sufrir la
transformacién hacia tejido hepatico. Se ha sugerido como un modelo probable
de competencia el que los factores de transcripcion de la familia HNF-3, mas
recientemente conocidos como Foxal, Foxa2 y Foxa3, marquen regiones
regulatorias de los “genes hepaticos silenciados”, desatando el potencial de

21



gue sean expresados si las condiciones ambientales favorables son
encontradas. Otros factores implicados, ahora en el proceso de diferenciacion,
son las proteinas leucine-zipper C/EBP a y b, el receptor nuclear huérfano
HNF-4-a y la proteina onecut HNF6 (Gualdi R. et al, 1996; Jung J. et al, 1999;
Duncan S.A., 2000; Costa R.H. et al,. 2003; Zhao R., Duncan S.A., 2005).

Estudios ultraestructurales, sin embargo, han demostrado que una serie de
cambios dinamicos en morfologia celular y estructura acompafan la transicion
de una célula endodérmica pluripotencial a un hepatocito diferenciado. A lo
largo de varias etapas gestacionales del desarrollo hepéatico los pre-hepatocitos
adoptan una apariencia estrellada, contienen un ndcleo grande e irregular y
poseen relativamente pocos organelos distinguibles. En la gestacibn murina,
entre el dia 12 y el 17 los pre-hepatocitos adoptan una morfologia mas cuboidal
(Medlock E.S., Haar J.L., 1983; Vassy J. et al, 1998).

Andlisis funcionales de las proteinas HNF-3 permiten proponer que ejercen
control sobre la competencia hepatica modulando las estructuras de cromatina
alrededor de facilitadores de genes expresados en el higado en desarrollo
(Zaret K., 1998). Esta unidad estructural basica de cromatina es el nucleosoma,
que consiste en 146 bp de ADN envueltos alrededor de un octdmero de
proteinas histonas. La cromatina se condensa mas aun por la adicion de
proteinas histonas que unen varios nucleosomas, resultando en una estructura
de cromatina mas compacta.

En este estado, esta cromatina seria transcripcionalmente inactiva, ya que los
sitios de union para los factores de transcripcion estan blogueados. Para
recobrar la capacidad de acceso de los factores de transcripcion al ADN, un
mecanismo eficiente es la acetilacion de las histonas (Gregory P.D., Horz W.,
1998; Mannervik M. et al, 1999), requiere de coactivadores. Recientemente se
ha demostrado que las proteinas HNF-3 tienen esta capacidad, e interactian
mejor con el ADN nucleosdmico que con el ADN libre.

El siguiente paso, muy estrechamente entrelazado, es el que lleva a la célula a
mantener el linaje comprometido. Uno de los principales mecanismos es el
efecto del reposicionamiento del nucleosoma para facilitar la union con un
segundo factor de transcripcién, GATA-4, al facilitador de albamina (Cirillo
L.A., y Zaret K.S., 1999). El ARNm de Gata-4 se expresa en el interior del
portal intestinal anterior, que recubre al endodermo del campo hepatico
(Molkentin J.D. et al, 1997). Esto ha sugerido que tanto HNF-3 como GATA-4
cooperan para controlar el potencial del endodermo para adoptar de_expresion
génica hepatica. Con esto en mente, es interesante notar que en ratones que
carecen de HNF-33 o GATA-4 se presenta una disrupcién grave de la
morfogénesis del intestino anterior hacia el dia postconcepcional (dpc) 8.5 (Ang
S.L., Rossant J., 1994; Weinstein D.C. et al, 1994; Kuo C.T. et al, 1997 y
Molkentin J.D. et al, 1997).
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Otro de los factores de transcripcién implicados en el estadio del compromiso
de linaje, y esencial para que se progrese al siguiente estadio, el de
diferenciacion, es el Hex (Hematopoietically expressed homeobox, también
conocido como PrH), de la familia de genes divergentes homeobox (Bedford
F.K., 1993).

Andlisis de los patrones de expresion génica de hex ARNm revelaron que es
uno de los marcadores mas tempranos del endodermo embrionario anterior
(Thomas P.K., 1998). De hecho, la expresion de Hex es detectable en el
endodermo definitivo cuando migra fuera del surco primitivo, para enseguida
ser detectable en el endodermo pre-hepético ventral que es rodeado por el
portal intestinal anterior.

En este respecto, la expresion de Hex es similar a la de gata-4 y recientemente
se ha demostrado definitivamente que Hex es esencial para los estadios mas
tempranos del desarrollo hepatico.

Ratones Hex -/- mueren en estadios intermedios de la gestacion, y en el
examen postmorten al dpc 13.5 se demostré ausencia completa del higado,
mientras que el resto de los 6rganos gastrointestinales aparecen normales
(Molkentin J.D. et al, 1997; Thomas P.K., 1998; Martinez-Barbera J.P., 2000).

El siguiente estadio es la diferenciacion, esto es, la transicion gradual hacia un
tipo celular altamente especializado que expresa toda la gama de proteinas
necesaria para la morfologia y funcién celular madura.

En el caso de la diferenciacion del hepatocito, se requiere la expresion de
diversos grupos de genes que controlan mdltiples aspectos del metabolismo,
destoxificacion y secrecidn de factores séricos (Arias |.M. et al, 1987).

Aun mas, los hepatocitos en diferenciacion deben formar un epitelio polarizado,
e interactuar con las células vecinas para generar la arquitectura hepatica
funcional.

El analisis de regiones reguladoras de la transcripcion de genes en células de
hepatoma ha permitido identificar algunos factores hepatocitarios de
transcripcion nuclear activos en el higado adulto.

Entre ellos se incluye a las proteinas de homeodominios divergentes HNF-1a y
HNF-18 (vHNF-1); las proteinas aladas helicoidales Foxal, Foxa2 y Foxa3,
previamente conocidas como HNF-3o, HNF-38 y HNF-3y; la familia de
proteinas zipper de leucina C/EBP a y B; el receptor nuclear huérfano HNF-4a.
y la proteina onecut HNF-6, algunas se ilustran en la Figura 2. (Tronche F.,
Yaniv M.,1994; Cereghini S., 1996; Lemaigre F.P. et al, 1996; Samadani U.,
Costa R.H., 1996; Kaestner KH, 2005).
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Figura 2. Esquema de las acciones facilitadoras y promotoras que involucran a las
proteinas de homeodominios divergentes Hnfl, las proteinas aladas helicoidales
Foxa2, el receptor nuclear huérfano Hnf4 y la proteina onecut Hnf6.

UF Ubiquitous factor, TTR Transtiretina.

Esto hace suponer que la diferenciacion se protege mediante mecanismos de
redundancia, ya que la ausencia de uno de los factores de transcripcion parece
ser compensada por la presencia de factores de transcripcién no relacionados
que son capaces de unirse a las mismas regiones de regulacion transcripcional
(Duncan S.A., 2000). Por otro lado, recientemente se report6 la disrupcion de la
expresion de un gran grupo de genes caracteristicos del hepatocito
diferenciado en embriones que carecian del factor de transcripcion HNF-4a (Li
J., et al, 2000). HNF-4a. es miembro de una familia de receptores hormonales
nucleares originalmente identificados a través de su unién al promotor de la
apolipoproteina CllI (Sladek F.M., 1994), ademas, se han identificado sitios de
union para este factor dentro del promotor de HNF-1a, y se ha demostrado que
HNF-4o es capaz de activar la transcripcion a partir de esta region regulatoria.
También se demostrd por hibridacion in situ que desde el dpc 8.5 se expresa
HNF-4o en el diverticulo hepético en desarrollo, su efecto principal parece ser
corriente arriba, junto con el gen de receptor de pregnano-x (PXR); tanto HNF-
400 como PXR son requisito esencial para la completa diferenciacion del
hepatoblasto a hepatocito (Bulla G.A., 1997; Spath G.F., Weiss M.C., 1997;
Tian J.M., Schibler U., 1991; Kuo C.J.et al,1992; Duncan S.A. et al, 1994,
Taraviras S. et al, 1994).

Aldn mas, en un sistema celular de hepatoma desdiferenciado, se ha
establecido una conexion directa entre la expresion de HNF-4a y la generacion
del epitelio hepatico polarizado, ya que induce la expresion de genes de
citoqueratina y E-cadherin. Basados en ello, HNF-4o y PXR son esenciales
también para la polarizacion del hepatocito.

El dltimo estadio, el de la morfogénesis, va aparejado con el crecimiento del
higado, refleja tasas elevadas de division celular de los pre-hepatocitos, en la
rata, entre los dpc 13 y 20 ocurren al menos ocho doblajes del nimero celular,
y 84 tantos de aumento de volumen. Estudios de inactivacion génica en ratones
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han delineado una via que enlaza las propiedades del mesénquima del septum
transverso a la regulacion del ciclo celular hepatico, a través de la activacion
del factor de transcripcion AP-1.

La disrupcion dirigida de varios factores, que incluyen c-Jun, HGF (Hepatocyte
growth factor), el receptor cMet, HLx (homeobox transcription factor)
expresados en el mesénquima del higado en desarrollo, asi como SEK1
(mitogen-activated kinase-kinase 4, MKK4) y XBP-1 (X box binding protein),
todos resultan en hipoplasia hepéatica (Greengard O., 1972; Vassy J. et al,
1988; Zaret K., 1998; Hilberg F., 1993; Johnson R.S. et al, 1993; Bladt F. et
al,1995; Schmidt C. et al, 1995; Uehara Y., 1995; Hentsch B., 1996 y Reimold
A.M. et al, 2000).

Asimismo, mutaciones en la sub-unidad p65 de NF-kB (RelA), IkB kinasa 2
(IKKB) y el modulador esencial NF-kB (NEMO, IKKy) todos componentes de la
via de sefalizacion NF-kB, resultan en disrupcién grave de la hepatogénesis
(Beg A.A., 1995; Li Q. et al, 1999; Li ZW., 1999 y Rudolph D. et al, 2000) por
apoptosis acelerada alrededor del dpc 12.5 lo que provoca la muerte del
embridn. En el humano, el desarrollo embriolégico del higado inicia alrededor
de la cuarta semana de gestacion, con la formacién de una yema endodérmica,
evaginacion entre el intestino anterior y el saco vitelino. Esta yema hepética se
divide en una porcién craneal, la mas grande, y una porcion caudal, mas
pequefia. La porcién craneal dara lugar a la pars hepatica, y se dividira
posteriormente en los Iébulos derecho e izquierdo del higado, eventualmente,
daran lugar a la formacion de los hepatocitos asi como a los conductos biliares
intralobulares, los lobulillos hepéticos, y las triadas portales (Figura 3): la
porcién caudal dard lugar a la pars cistica, que a su vez resultara en la
formacion de la vesicula biliar y el conducto cistico. Estos son ejemplos de la
morfogénesis (Tejada E. et al, 1989; Hamdani S.D. et al, 1994).

[.1.2. Arquitectura hepéticay polaridad de los hepatocitos.
[.1.2.1. Estructura de los hepatocitos.

Los hepatocitos son las células principales que constituyen el higado
(constituyen alrededor de un 80% de la poblacién), poseen una vida media de
unos 5 meses y tienen una gran capacidad de regeneracion cuando su
parénquima hepatica se ve afectado por diversos procesos hepatotdxicos,
enfermedad o cirugia.

Al ser células poliédricas, poseen seis caras, dos de las cuales se enfrentan al
espacio perisinusoidal, otras dos se encuentran en contacto con los hepatocitos
vecinos e intervienen en la formacion de los canaliculos biliares, y las otras dos
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caras restantes también entrarian en contacto con hepatocitos vecinos
formando canaliculos biliares (Ross, Romrell y Kaye, 1995).

A. Lobulillos Hepaticos
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Figura 3. Organizacion de los hepatocitos, en lobulillos alrededor de la vena centro
lobulillar. A. Estructura del lobulillo hepatico. B. Hepatocitos y sinusoides. En el
recuadro abajo a la izquierda se muestra el aspecto microscépico de la triada portal,
los cordones de hepatocitos normales y los sinusoides hepaticos.
Modificado de: Mescher AL, Junqueira’s Basic Histology, 12th ed, 2010.

Los hepatocitos son células poliédricas con uno o dos nucleos esféricos que
ocupan el centro de la célula, siendo la mayor parte de ellas tetraploides. En su
citoplasma acidéfilo se encuentran diversos organulos citoplasmicos, como el
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), el reticulo endoplasmaético liso (REL) y
las mitocondrias, ademas de vesiculas de inclusion y diversas inclusiones de
glucégeno y grasa (Figura 4) (Ross, Romrell y Kaye, 1995). La membrana
plasmatica de los hepatocitos presenta un dominio sinusoidal orientado hacia el
espacio de Disse (contiene fibrillas de colageno), en donde se produce el
intercambio metabolico entre los hepatocitos y el plasma sanguineo. En este
espacio también se encuentran las células de Ito (conocidas también como
células estrelladas), encargadas de almacenar vitamina A. Ademas, la
membrana plasméatica de los hepatocitos presenta un dominio lateral que
posee diversos complejos de union (comprenden los desmosomas, uniones
intermedias, uniones estrechas y uniones gap) que permiten la comunicacion
entre hepatocitos adyacentes para formar una lamina hepatocitaria. Dentro de
los sinusoides se encuentran las ceélulas de Kupffer (macrofagos). Las
membranas plasmaticas de dos hepatocitos contiguos delimitan un canaliculo
biliar.
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La superficie de ambas se encuentra amplificada debido a la presencia de
microvellosidades. Ademés, los canaliculos biliares se encuentran
impermeabilizados por uniones estrechas entre los hepatocitos que los forman
(Figura 5).

Polarizacion de los hepatocitos

| Membrana apical |

Membrana basolateral

Figura 5. Esquema de la polarizacion de las membranas de hepatocitos (Tomado de:
Benedicto et al, 2012). Las TJ (tight junctions o uniones estrechas) constituyen una
barrera entre el dominio apical (en verde) y el dominio basolateral de la membrana

plasmatica. CB: canaliculo biliar.
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La polaridad de estas membranas esta asegurada por la distinta composicién
lipidica y proteica, que es responsable de las diferentes funciones de cada una
de ellas, ademas de su orientacion hacia ambientes extracelulares distintos. De
esta forma, se distinguen diferentes tipos de transportadores segun la
membrana en cuestion:

La membrana basolateral presenta el transportador de acidos biliares acoplado
al transporte de sodio NTCP (Na'-taurocholate cotransporting polypeptide), en
un proceso dependiente de energia; los polipéptidos transportadores de
aniones organicos OATP1 (transporta sales biliares, numerosos aniones
organicos y peptidos anionicos) y OATP2 (no transporta sales biliares)
(Chandra y Brouwer, 2004); los transportadores de aniones organicos (Oats,
codificados por la familia del gen SlIc22); los transportadores de cationes
organicos OCTL1; los novedosos transportadores de cationes organicos con un
sitio de unién a un nucleétido OCTN1 y OCTN2 (Yabuuchi et al, 1999; Wu et al,
1998); y el producto del gen Oatpl (Figura 6) (Treyer A, Misch A, 2013).

NTCP OAT OCT OATP1B1,1B3,2B1
(SLC10AT) (SLCZ2A) (SLC224)  (SLCO1B1.183 281)
Membrana oc* OA .
sinusoidal TC Na* OA Tipo | OC* Tipo Il Flujo

’ u I,J u sanguineo

Hepatocito ” ” ” “ Union

A0 mV * cstrecha

w CAMP cGMF cAMP
. OA MTX,0A cGMP ﬁ
-lTP T \r,/ \k/
| MRP1,6 F|U]D

Membrana [(ABCCT6H
sinusoidal MRP3 MRP4 MRPS sanguineo
(ABCCH (ABCCH) [ABCCS)

Figura 6. Proteinas hepaticas de transporte basolateral en humanos (Tomado de:
Chandra y Brouwer, 2004). Representacion esquematica de tres hepatocitos con
espacios canaliculares sellados por uniones estrechas, en los que se sefialan las
importantes proteinas de transporte basolateral (NTCP, OAT, OCT, OATP1, OATP2),
de las que MRP1, MRP3, MRP4, MRP5 y MRP6 pertenecen a la subfamilia MRP
(ATP-dependent multidrug resistance-associated protein) encargada de la excrecion
de aniones organicos desde el hepatocito hacia el sinusoide hepatico. Algunos de los
sustratos tipicos aparecen representados (OA", aniones organicos; OC’, cationes
organicos; MTX, metotrexato; cAMP, adenosin 3,5-monofosfato ciclico; cGMP,
guanosina 3,5-monofosfato ciclico). Nota: Debajo de los nombres de los transportadores
aparece el nombre del gen.
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La membrana apical presenta un transportador de sales biliares dependiente
de ATP denominado BSEP (bile-salt export pump, perteneciente a la familia de
transportadores ABC (ATP-binding cassette), es responsable de la excrecion
de sales biliares conjugadas y no conjugadas en el canaliculo biliar); el
transportador MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2, responsable de
la excrecion de aniones organicos); los transportadores MDRP1 y MDRP3
(multidrug resistance protein 1 y 3, pertenecientes también a la familia de las
proteinas ABC, encargados de transportar cationes hidrofébicos y fosfolipidos,
respectivamente); y el transportador BCRP (breast cancer resistance protein,
encargada de la excrecion biliar de conjugados sulfatados de esteroides y
xenobidticos) (Figura 7) (Chandra y Brouwer, 2004; Treyer A, Musch A, 2013).
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Membrana Flujo sanguineo
sinusoidal

Figura 7. Proteinas hepéaticas de transporte canalicular en humanos. (Tomado y
modificado de: Chandra y Brouwer, 2004). Representacion esquematica de dos
hepatocitos adyacentes en la que se detallan las proteinas de transporte canalicular
(MRP2, BSEP, BCRP, MCR1 y MDR3). Algunos de los sustratos tipicos aparecen
representados (OA’", aniones organicos; OC’, cationes organicos; TC, taurocolato; MX,
mitoxantona). Nota: Debajo de los nombres de los transportadores aparece el nombre del gen.

[.1.2.2. Establecimiento de la polaridad en los hepatocitos.

El establecimiento de la polaridad en los hepatocitos, como en muchas otras
células que comparte esta caracteristica, es un proceso complejo que implica
una rotura de la simetria celular y una reestructuracion del citoesqueleto, de la
membrana (va a tener una composicion lipidica y proteica diferente segun el
dominio membranoso en cuestiéon) y de los organulos citoplasmicos. Esta
regulado por numerosas sefiales tanto internas como externas (procedentes
del medio extracelular o del contacto célula-célula y célula-matriz), que son
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reconocidas por proteinas y/o complejos proteicos que transmiten y ejecutan su
informacion (Treyer A, Misch A, 2013).

Algunos de los procesos que intervienen en el establecimiento y/o
mantenimiento de la polaridad en estas células se detallan a continuacion.

1.1.2.3. Papel de las proteinas PAR.

Las proteinas PAR (Protease activated receptor proteins) fueron descubiertas e
identificadas por Ken Kemphues y Jim Priess en 1983 en embriones tempranos
de C. elegans en los que se observaba un reparto anormal de importantes
componentes citoplasmaticos durante el desarrollo temprano. De esta forma,
se descubrié que estas proteinas regulan la polarizacion celular no solo en C.
elegans, sino también en una gran variedad de organismos (Goldstein y
Macara. 2007).

Se conocen seis proteinas PAR, de las cuales PAR-5 es un miembro de la
familia de proteinas 14-3-3; PAR-3 y PAR-6 poseen dominios PDZ, pudiendo
actuar en vias de sefializacion celulares; PAR-2 posee un dominio en anillo que
puede actuar en la via de ubiquitinacion; y PAR-1 y PAR-4 son proteinas
serina/treonina quinasas, siendo los homologos en humanos de estas dos
tltimas los que tienen efectos en la polaridad de los hepatocitos (Goldstein y
Macara, 2007; Treyer A, Miusch A, 2013).

El homologo de PAR-1 en mamiferos, conocido como EMK1/MARK2, juega un
importante papel en el desarrollo de o bien un epitelio columnar (tipico de
organos como rifién e intestino) o bien un epitelio hepatico. En funcion de sus
diferentes niveles de expresion, puede modular la formacion de distintos tipos
de lumenes. Si sus niveles de expresion son bajos, se formara un lumen tipico
de un epitelio columnar con una orientacion vertical de los microtabulos. Por el
contrario, si sus niveles de expresion son altos, se produce la formacién de un
lumen en puntos de contacto célula-célula (canaliculo biliar) tipico de los
hepatocitos, con una disposicion horizontal de los microtabulos (Cohen et al,
2004a). Ademas, produce la reorganizacion del tréfico proteico, tal y como se
ha observado en células de rifion MDCK (Madin-Darby canine kidney), en las
cuales cambia el modo directo de transporte de proteinas de nueva sintesis
(desde el aparato de Golgi hacia el lumen) por la ruta de transocitosis (en
donde las proteinas pasan primero por los endosomas basolaterales antes de
llegar al lumen apical) tipica de los hepatocitos, cuando sus niveles de
expresion son altos (Cohen et al, 2004b; Treyer A, Mlsch A, 2013).

El homélogo de PAR-4 en mamiferos, LKB1, y su sustrato, la proteina cinasa
activada por AMP (AMPK), participan en el mantenimiento de la polaridad
celular y en la formacion y mantenimiento de los canaliculos biliares, tal y como
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se ha observado en cultivos de hepatocitos primarios de rata. Ambas proteinas
se activan por fosforilacion y su actividad es regulada durante el proceso de
formacion de canaliculos biliares, en donde se detecta un aumento de su
expresion. La inhibicion de ambas produce una pérdida de canaliculos biliares,
con la consecuente pérdida de polaridad de los hepatocitos, lo que se traduce
en un fallo en la secrecion biliar (colestasis) que produce un dafio hepatico (Fu
D. et al, 2010).

De esta forma, un aumento en los niveles de expresién de estas proteinas,
ademas de promover la polaridad de los hepatocitos, produce un aumento de la
concentracion de los &cidos biliares, produciendo como consecuencia un
aumento del niamero de canaliculos biliares (Fu D. Wakabayashi Y et al, 2011).
Estudios con ratones en los que se ha delecionado LKB1 (LLKB1KO) muestran
una alteracion en la formacién de los conductos biliares, en la localizacién del
transportador BSEP y en el transporte de acidos biliares, resultando en una
acumulacion de éstos en el higado y suero (debido a sus fuertes propiedades
detergentes pueden producir dafios en tejidos), produciéndose como
consecuencia coleostasis. Por esta razon estos ratones LLKB1KO mueren a
las cuatro semanas del nacimiento. Estos estudios indican, de nuevo, la
importancia de la proteina LKB1 en la formacion de estructuras polarizadas
(Woods et al, 2011).

[.1.2.4. Papel de las uniones celulares.

Las uniones celulares son las responsables del mantenimiento de la polaridad
de los hepatocitos (necesaria para el correcto desarrollo de su funcion), asi
como de la distribucion asimétrica de proteinas, enzimas, lipidos y canales
ibnicos en las membranas apical y basolateral. Ambas membranas poseen
diferentes complejos implicados en la union célula-célula o en la union célula-
sustrato. La membrana lateral posee un complejo de union intercelular
especializada compuesto por zonula occludens (unién estrecha), que regula la
permeabilidad de las membranas, mantiendo las diferencias de composicion
lipidica y proteica entre ellas; uniones gap, que permiten la comunicacion
intercelular; proteinas de adhesién celular, que regulan el reconocimiento inicial
y la adhesion célula-célula; zonula adherens (unién intermedia) y desmosomas,
gue mantienen la integridad estructural del epitelio hepatico (Molitoris y Nelson,
1990).

Por otra parte, la membrana basal posee proteinas especializadas que regulan
la interaccion célula-sustrato, como por ejemplo receptores de colageno tipo 1V,
proteoglicanos y laminina, que son especificos de tejido y estan implicados en
la adhesion celular del sustrato (Molitoris y Nelson, 1990).
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Las uniones adherentes y las uniones estrechas, aunque comprenden
proteinas diferentes, proveen importantes contactos adhesivos entre células
epiteliales adyacentes, regulando su formacién y maduracion, que implica una
reorganizacion del citoesqueleto de actina (Hartsock y Nelson, 2008).

[.1.2.4.1. Uniones adherentes.

Estas uniones poseen multiples funciones, entre las que destacan la iniciacion
y estabilizacion de la adhesion celular, la regulacion del citoesqueleto de actina,
la sefalizacidn intracelular y la regulacion transcripcional (Hartsock y Nelson,
2008). Estas uniones consisten en dos unidades adhesivas basicas: el
complejo nectina-afadina y el complejo cadherina-catenina (Figura 8). La
expresion especifica de cadherinas y nectinas parece ser la que determina la
fortaleza y especificidad adhesiva de las uniones adherentes (Niessen, 2007).
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Figura 8. Representacion esquematica de los componentes estructurales basicos de

las uniones adherentes Ambos complejos (cadherina-catenina y nectina-afadina)
interaccionan con el esqueleto de actina. Tomado de: Niessen, 2007
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La familia nectina pertenece al grupo de receptores de adhesion similares a
IgG consistente en cuatro miembros, nectinas-1, 2, 3 y 4, las cuales forman una
unidad estructural adhesiva con la proteina afadina-6 (en mamiferos, con dos
dominios de union a Ras/Rap), ambas con un dominio PDZ, la cual a su vez se
une a la actina, proporcionando de esta forma una union directa con el
citoesqueleto. Estudios en embriones de ratones demuestran que una
deleccion de la afadina-6 causa letalidad debido a la alteracion de las uniones
intercelulares y, consecuentemente, de la polaridad celular y de la asimetria
membranar (Niessen, 2007; Zhadanov et al, 1999).

Las cadherinas forman parte de una gran familia de més de 350 proteinas
adhesivas dependientes de Ca?** (en la que se encuentran las cadherinas no
neurales E y P, las cadherinas neurales N y R, y las cadherinas
desmosomales) en la que la gran caracteristica son los cinco dominios
cadherina extracelulares (EC) repetidos, los cuales forman interacciones trans-
cadherina entre células adyacentes iniciando una débil adhesion célula-célula
(Figura 9). La unién de Ca?* a cada repeticién EC es necesaria para la correcta
organizacién extracelular del dominio cadherina (Hartsock y Nelson, 2008;
Saito M. et al, 2012). La desmocolina 2, glicoproteina desmosomal
perteneciente a la familia cadherina, también interviene en la formacion de
uniones adherentes intercelulares dependientes de Ca®**. Ademas de su
reconocido papel en las adhesiones celulares, las cadherinas intervienen en
otras funciones, tales como el reconocimiento célula-célula, la organizacién del
citoesqueleto, la transduccion de sefiales y el control del crecimiento (Angst et
al, 2001).
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Figura 9. Representacion esquematica de la interaccion entre dos cadherinas en
células adyacentes (Tomado y modificado de: Sigma-Aldrich).
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Una disminucién de su expresion promueve la proliferacion celular permitiendo
el crecimiento de tumores colorectales, debido a la activacion de la via de
sefnalizacion Akt/B-catenina (Kolegraff et al, 2010).

E-cadherina (caderina-1 6 uvomorulina) es una glicoproteina de membrana de
un solo paso perteneciente a esta familia, que es requerida para la union y
localizacion de un gran numero de proteinas citoplasmicas que conectan el
complejo cadherina con el citoesqueleto de actina y diversas vias de
sefalizacion. Estas proteinas son las cateninas, entre las que destacan
catenina-p120 (subfamilia en la que se encuentra la catenina-d (Carrnham et al,
2010) y las placofilinas, encontradas fundamentalmente en desmosomas
(Niessen, 2007), catenina-f y catenina-a. Otra cadherina, la cadherina-5 o VE-
cadherina (vascular-endotelial cadherin) es expresada en hendiduras
intercelulares en el endotelio y, ademéas de unirse a cateninas para formar las
uniones adherentes entre células, es necesaria para la proliferacion de las
células endoteliales, proceso dependiente de la correcta formacion de
contactos célula-célula (Caveda et al, 1996; Lampugnani et al, 1992).

Las cateninas-p120 y B se unen directamente a la cadherina gracias a sus
repeticiones armadillo, mientras que la catenina-a es el nexo de unién entre el
complejo cadherina/catenina-p y los filamentos de actina del citoesqueleto,
hecho crucial para una completa funcion adhesiva (Niessen, 2007). La
catenina-a se une tanto directa como indirectamente a los filamentos de actina
del citoesqueleto, en este ultimo caso con el concurso de proteinas como
vinculina y filamina (Yonemura et al, 1995; Takahashi et al, 1999).

La catenina-B también se puede unir directamente a diversas proteinas de
sefalizacion, como el receptor EGF o tirosina fosfatasas, ademas de jugar un
papel central en la via de sefalizacion Wnt (Niessen, 2007) (Figura 10). Se ha
demostrado que la deleccion de E-cadherina y catenina-p de la superficie
celular de hepatocitos cultivados impide la formacién de uniones adherentes
por parte de estas células (Théard et al, 2007), causando la muerte de los
mismos mediante un mecanismo independiente de caspasas (Luebke-Wheeler
et al, 2009).

La catenina-p120 ademas es un regulador e integrador de la sefializacién
mediada por la familia de proteinas Rho (pequefias GTPasas), cuya funcion
depende principalmente de su interaccién con la cadherina, y esta asociada
con la metilacion del represor transcripcional Kaiso: Figura 10, parte inferior
(Hu, 2012).

Ademas de estas proteinas, la placoglobina o catenina-y, aunque en un
principio se la relaciono con las cadherinas desmosomales, esta relacionada
con la catenina-B y puede sustituir a esta Ultima en el complejo
cadherina/catenina (Niessen, 2007).
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Figura 10. Vias de sefalizacion en las que participa la catenina-p120 (Modificado de;
McCrea P.E. y Park J., 2007). A. La asociacién de catenina-p 120 estabiliza el
complejo cadherina-catenina. B. La catenina p-120 es modificada por protein-kinasas y
fosfatasas, eventos de fosforilacion-defosforilacion modulan interacciones con otras
proteinas. C. Catenina-p 120 modula funciones de pequefias GTPasas, activa
directamente a Racl y Cdc42a través de Vavz, e inhibe a RhoA. D. Es un regulador
corriente arriba del represor transcripcional Kaiso, interacciona con éste e impide la
represion del ADN. E. Participa en transduccion de sefiales via NF-k4. Al inhibir
actividad de RhoA, inactiva esta via de sefializacién en tejidos epiteliales.

1.1.2.4.2. Uniones estrechas

Las uniones estrechas, mas conocidas como “Tight junctions” o TJ, por sus
siglas en Inglés, poseen dos funciones diferentes: funcionan como una barrera
gue previene la mezcla de proteinas de membrana entre los dominios apical y
basolateral, y como una puerta que controla el pasaje paracelular de iones y
solutos entre las células (Figura 11) (Hartsock y Nelson, 2008; Ichikawa-
Tomikawa N., et al, 2011).
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J

Figura 11. Funciones de las uniones estrechas. A la izquierda, funcién barrera: Las
uniones estrechas limitan la penetracion de material intercelular, mediante un
fenébmeno de permeabilidad selectiva. A la derecha, funcion puerta: Las uniones
estrechas restringen la difusién de proteinas y lipidos en la membrana celular.
(Tomado de: Ichikawa-Tomikawa N. et al, 2011).

Comprenden cuatro tipos de proteinas transmembrana, ocludina, claudinas,
JAMs (junctional adhesion molecules) y tricelulina, ademéas de numerosas
proteinas citosolicas, entre las que destacan las proteinas ZO (zonula
occludens), que son las responsables de unir las uniones estrechas al
citoesqueleto de actina y a las uniones adherentes (Figura 12) (Hartsock y
Nelson, 2008; Ichikawa-Tomikawa N., et al, 2011).

Ocludina fue el primer componente descubierto de las uniones estrechas. Es
una proteina de 65 kDa con dos dominios extracelulares (EC1 y EC2), mientras
gue los dominios N- y C-terminales son citoplasmaticos. El dominio C-terminal
se une directamente a la proteina ZO-1 y es susceptible de fosforilacién en sus
residuos serina, treonina y tirosina por diversas kinasas (src kinasas y CK2),
siendo la proteina fosforilada la que se localiza en las uniones estrechas.

La fosforilacién de algunos residuos de tirosina previene la union con ZO-1,
impidiendo de esta forma el establecimiento de las uniones estrechas, mientras
que la fosforilacion de determinados residuos de serina y treonina aumentan el
trafico de ocludina a las uniones estrechas y, por tanto, la funcién de barrera
celular.

Se ha visto que la delecion de ocludina en células madre embrionarias y en
ratones no interfiere en la correcta formacion de las uniones estrechas (estos
altimos exhiben diversos fenotipos como retraso del crecimiento, hiperplasia de
la mucosa gastrica, atrofia testicular, etc), indicando que esta proteina no esta
implicada en la diferenciacion epitelial o en la funcién de barrera de las uniones
estrechas.

36



Introduccioén

Microvilli

Figura 12. Estructura molecular de las uniones estrechas en higado de mamiferos
entre dos hepatocitos (Tomado de: Lee y Luk, 2010). Las uniones estrechas en el
higado estan asociadas con los hepatocitos y las células del canaliculo biliar, en las
que se distingue una unidad central, compuesta por claudinas, ocludinas, JAMs y/o
CAR, que se asocia a proteinas periféricas como ZO-1 para formar complejos
multiproteicos. Todas estas moléculas poseen diferentes localizaciones: algunas estan
asociadas con hepatocitos y células del canaliculo biliar, como CAR-2 de ratén, y otras
solo se encuentran en las células del canaliculo biliar, como CAR-1 de ratén.

CAR: Coxsackievirus and adenovirus receptor; JAM: Junctional adhesion molecule; MAGI-1: Membrane-
associated guanylate kinase inverted-1; MUPP1: Multiple PDZ domain protein-1; PAR-3: Partitioning
defective-3 homolog; TJ: Tight junction; ZO: Zonula occludens.

Ademas, la ocludina participa en la transduccion de sefiales, ya que
interacciona con diversas moléculas sefializadoras como el receptor tipo 1 de
TGF, proteinas fosfatasas 2A, PI3 kinasa, etc. (Ichikawa-Tomikawa N., et al,
2011; Soini, 2012; Lee y Luk, 2010; Harstock y Nelson, 2008; Niessen et al,
2007).

Tricelulina es una proteina similar a la ocludina encontrada en las uniones
estrechas (independientemente de su union a ZO-1), en donde refuerza la
funcion barrera de las mismas. Mutaciones en esta proteina estan asociadas
con la sordera en humanos (Niessen et al, 2007; Soini, 2012; Ichikawa-
Tomikawa et al, 2011).

Las claudinas son una familia de 24 miembros con distinta distribucién tisular,
ya que son los responsables de la permeabilidad a solutos y electrolitos de las
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uniones estrechas. Estan compuestas por dos dominios extracelulares (EL1,
influye en la selectividad de carga, y EL2, implicado en la union entre claudinas
vecinas), cuatro dominios transmembrana y los dominios citoplasmicos N- y C-
terminales, este Ultimo es el que se une a la proteina ZO-1. Mutaciones en
ciertas claudinas pueden producir diversas enfermedades, como por ejemplo,
una mutacion en la Claudina-14 puede causar sordera, por estar asociada con
la barrera restrictiva a cationes en las células pilosas externas de la céclea del
oido. Asimismo, una deleccién de la Claudina-7 en ratones provoca su muerte
12 dias después del nacimiento debido a un gran gasto de sal, una
deshidratacion crénica y un retardo del crecimiento provocado por la ruptura de
la homeostasis del NaCl (Niessen et al, 2007; Soini, 2012; Ichikawa-Tomikawa
et al, 2011).

Las JAMs (junctional adhesion molecules) son glicoproteinas transmembrana
pertenecientes a la familia IgG, con dos dominios extracelulares tipo-lg, una
region transmembrana y un dominio C-terminal con un sitio de unién de
dominios PDZ. Esta familia estd compuesta por las moléculas estrechamente
relacionadas JAM-A, JAM-B y JAM-C (estas tres encontradas en higado de
raton), y las mas lejanamente relacionadas CAR (Coxsackie and adenovirus
receptor), ESAM (endotelial cell-selective adhesion molecule) y JAM-4. Como
componentes de la barrera que previene la mezcla de proteinas entre los
dominios apical y basolateral de la membrana de hepatocitos en las uniones
estrechas, una molécula JAM tiene que unirse con otra vecina para formar
dobletes. Estas moléculas se encuentran en otros tipos celulares tales como
leucocitos, en donde contribuyen a su migracién transendotelial (Ichikawa-
Tomikawa et al, 2011; Lee y Luk, 2010; Niessen et al, 2007).

Las proteinas CARs, ademas de ser un receptor viral, son encontradas en las
uniones estrechas, en donde interaccionan con proteinas armazon (como ZO-
1) para proporcionar integridad estructural. Existen tres isoformas (CAR-1,
CAR-2 y CAR-3) de las cuales, solo CAR-2 se ha encontrado en hepatocitos
(Lee y Luk, 2010; Cohen et al, 2001).

Son necesarias una serie de proteinas armazéon que unan las claudinas,
ocludinas, JAMs y CARs al filamento de actina subyacente. El grupo mas
importante es el de las proteinas zonula occludens ZO-1, ZO-2 y ZO-3 que
pertenecen a la familia de homdlogos guanilados similares a kinasa asociados
a la membrana. Se caracterizan por sus dominios PDZ N-terminales, los cuales
pueden interaccionar con claudinas y ocludinas directamente para dar firmeza
a las uniones estrechas. Existen otras proteinas armazon con dominios PDZ
como cingulina, MUPP1 y MAGI que también interactian con los componentes
transmembrana de las uniones estrechas (Lee y Luk, 2010; Niessen et al,
2007).
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1.1.2.4.3. Distribucién espacio-temporal de proteinas presentes en uniones
celulares

Parece existir una jerarquia en la maduracion de la membrana apical en
hepatocitos, ya que la ausencia y/o presencia de determinadas proteinas de las
uniones estrechas influyen en dicho proceso (Treyer A, Musk A, 2013).

Estudios realizados por Decaens y Cassio en el afio 2001 demostraron que, en
un modelo de células hepaticas en cultivo (células WIF-B9), la distribucion
espacio-temporal de las proteinas presentes en las uniones celulares es
necesaria para el desarrollo de la polaridad en células epiteliales, como por
ejemplo en los hepatocitos. Los resultados observados fueron los siguientes:
cuando las células se encuentran aisladas, tanto las proteinas de uniones
adherentes (E-cadherina y cateninas a, B y y) como las de uniones estrechas
(ocludina y ZO-1) se localizan en el citoplasma. Este hecho también fue
observado en los estudios de Bacallao et al.en cultivos de células MDCK. Sin
embargo, cuando las células forman dobletes, esta distribucion cambia: tanto
E-cadherina como las cateninas se localizan en las zonas de union de
membranas entre dos células, ZO-1 tanto en el citoplasma como en las zonas
de union de membranas (indicando que llegan a la membrana después de los
complejos catenina/cadherina), y ocludina en el citoplasma (indicando que la
completa formacion de las uniones estrechas aun no ha ocurrido). Cuando las
células expresan un fenotipo de epitelio simple, E-cadherina y las cateninas
siguen localizandose en las zonas de union de membranas, mientras que ZO-1
y ocludina se encuentran en el apice de la célula, a pesar de que una fraccién
de ocludina permanece en el citoplasma. Tras 10 dias en cultivo, las células
pasan a expresar un fenotipo hepatico con canaliculos biliares entre ellas, en
donde en la membrana basolateral se localizan E-cadherina y las cateninas, y
en la zona apico-lateral (donde se encuentran los canaliculos biliares) se sitian
las cateninas, ZO-1 y ocludina (Decaens y Cassio, 2001; Bacallao et al, 1989;
Treyer A, Musk A, 2013).

Estudios posteriores de Konopka et al.,, en el afio 2007 demostraron una
dependencia entre la localizacion de proteinas de las uniones estrechas y la
correcta formacion de los canaliculos biliares. De esta forma, una disminucion
en la expresion de JAM-A (proteina de las uniones estrechas que esta
relacionada con las cascadas de sefializacién) causa un cambio drastico en la
morfologia celular, una deslocalizacion de proteinas de uniones celulares y una
reduccion en la formacién de canaliculos biliares, alteraciones debidas a un
aumento en la expresién de proteinas de uniones adherentes tales como E-
cadherina (Konopka et al, 2007; Treyer A, Musk A, 2013). Sin embargo, no
todas las proteinas que constituyen las uniones estrechas producen estos
efectos adversos sobre la formacion de los canaliculos biliares. Por ejemplo,
ratones deficientes en ocludina no presentan ninguna alteracion en la
morfologia de los canaliculos biliares, ya que poseen una sobrexpresion de
claudina-2 en sus hepatocitos que compensa la pérdida de esta proteina
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(Saitou et al, 2000; Furuse et al, 1998). Por el contrario, una inhibicion de la
expresion de claudina-2 impide la formacion de canaliculos biliares y, ademas,
se produce un cambio en el fenotipo, de fenotipo hepatico polarizado a un
fenotipo polarizado simple (Son et al, 2009).

I.1.3. Estructura hepética y principales proteinas de la matriz extracelular en el
higado sano

El higado es estructural y funcionalmente heterogéneo, y ha sido considerado
sélo después del cerebro en cuanto a su complejidad. Su unidad funcional es el
I6bulo, y ha intrigado a los morfologistas por mas de 300 afios. Tiene dos
sistemas distintos de aporte sanguineo y contiene al menos una docena de
diferentes tipos celulares (Malarkey DE, et al 2005). Es sorprendente que, sin
importar el angulo en que sea seccionado, tiene basicamente la misma
apariencia histolégica: multiples unidades con una vénula hepatica (también
llamada vena central) en el centro, rodeada por 4 a 6 espacios portales. Este
fenémeno es la base del concepto de que el higado tiene un parénquima
isotrépico (MacSween, 2002; Matsumoto y Kawakami, 1982).

Los ratones y las ratas tiene cuatro I6bulos hepéticos: mediano o medio,
izquierdo, derecho y caudal; todos, excepto el izquierdo, se subdividen a su vez
en dos o mas partes. Los humanos y los ratones, pero no las ratas, tienen una
vesicula biliar (MacSween 2002). En cualquier momento dado, el higado
contiene un volumen de sangre equivalente al 25% del gasto cardiaco. La vena
portal y la arteria hepatica son los dos principales sistemas de aporte
sanguineo al higado, la vena portal aporta alrededor del 70% del flujo y 40%
del oxigeno, mientras que la arteria hepatica suple 30% del flujo y 60% del
oxigeno (Burt y Day, 2002). Los vasos portales entregan sangre a los vasos
parenquimales llamados vénulas portales preterminales y terminales, que
drenan a los sinusoides; la arteria hepatica generalmente acompafia a las
venas portales en las triadas portales, y sus ramas menores alimentan los
sinusoides a varios niveles y a las vias biliares (MacSween, 2002).

El flujo sinusoidal es regulado estrechamente, y drena a las vénulas hepéticas
terminales (también llamadas venas centrales) antes de drenar a las venas
hepaticas mayores y eventualmente a la vena cava (McCuskey, 2000). La linfa
se acumula en los espacios de Disse y el tejido periportal de Mall antes de
drenar a los vasos linfaticos en el canal portal y/o a los canales linfaticos
hiliares, para finalmente vaciarse al conducto toracico. Las triadas portales se
definen por contener una vena portal, uno o dos conductos biliares, una o dos
arterias, linfaticos y nervios, en una matriz de tejidoconectivo compuesta
principalmente de colageno tipo | (MacSween et al, 2002).

En la Tabla 1 se resume la historia de las diferentes definiciones acerca de cual
es la unidad funcional del higado (Malarkey DE, et al 2005).
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Tabla 1. Historia de los conceptos de la unidad funcional del higado

Afio Unidad Propuesta por
1665 Arquitectura lobular Weppler

1833 Lobbulo hexagonal clasico Kiernan

1906 Lobbulo portal Mall

1954  Acino hepético Rappaport

1979 Lobulo primario Matsumoto

1988 Sinusoide aislado Bloch y McKuskey
1989 Metabdlica Lamers et al

1989 Circulacion zonal Quistorff y Romert
1993 Coledn Hofman

1997 Coleohepatdn y subunidad microcirculatoria Ekataksin y Wake

El I6bulo primario, propuesto por Matsumoto et al en 1979 ha ganado
aceptacion creciente como la unidad funcional del higado porque esta basado
en la arquitectura vascular e incluye el I6bulo clasico como una caracteristica
secundaria (Matsumoto et al, 1979; Matsumoto y Kawakami, 1982). Se
fundamenta en la porcion de conductos y parénquima del arbol venoso portal.
El aspecto tridimensional de los Iébulos individuales no es cilindrico ni
prismatico sino tortuoso y ramificado, y el higado tiene a creer por division del
I6bulo clasico. Respecto a los tipos celulares, al menos 15 de ellos pueden
encontrarse en el higado normal, se describen en la Tabla 2 (Malarkey DE, et
al 2005).

Tabla 2. Tipo celulares encontrados en el higado normal.

Hepatocitos

Epitelio biliar

Endotelio (Sinusoides, arterias y venas,linfaticos)
Células de Kupffer

Células hepaticas estrelladas o de lIto.

Linfocitos (Células Pit)

Células progenitoras (Células ovales en roedores)
Fibroblastos

Células musculares lisas (vasos sanguineos)
Mesotelio

Nervios (No mielinizados)

Células neuroendocrinas

Células hematopoyéticas

Células sanguineas (eritrocitos, leucocitos)
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Los hepatocitos son los mas numerosos, comprenden 60% del total de células
y aportan 80% del volumen del higado. Las células endoteliales sinusoidales
son la barrera primaria entre la sangre y los hepatocitos, tienen fenestras o
hendiduras y carecen de lamina basal, actdan filtrando solutos, liquidos y
particulas entre la sangre y el espacio de Disse, y pueden transferir moléculs y
particulas por endocitosis, representan alrededor del 20% de las células del
higado; las células de Kupffer representan 6% de las células del higado, se
derivan de monocitos circulantes, proliferan localmente, son fagociticas y son
las mayores productoras de citoquinas y mediadores inflamatorios; las células
hepéticas estrelladas o de Ito comprenden alrededor del 5% del 6rgano,
almacenan lipidos y vitamina A, son jugadores principales en la regeneracion
hepatica, la fibrogénesis y la cirrosis, producen matriz extracelular, controlan el
tono microvascular y pueden “transformarse” en miofibroblastos, estado en el
que expresan desmina y filamentos de actina de musculo liso; junto con el
epitelio biliar, comprenden el resto de las células importantes en este 6rgano.

La matriz extracelular (MEC) juega un papel muy importante en el higado,
aunque contribuye con menos del 3% del peso del mismo. Ademas de
funcionar como un marco estructural, aporta sefales que facilitan la
supervivencia celular, apoya la diferenciacion celular y modula la adhesién
celular, la migracion y la respuesta a estimulos (Lin et al, 1998, Meredith et al,
1993). Consiste de varios tipos de colagena, glicoproteinas no-colagenas y
proteoglicanos.

La distribucion de los componentes principales de la MEC se detalla en la
Tabla 3.

Tabla 3. Distribucién de diferentes componentes de la matriz extracelular

Capsula Triada portal  Vena central Espacio de Disse
Colageno | v v 4 v fibras delgadas
Colageno Il v v 4 v filamentos
Colageno IV v v’ discontinuo
Colageno V v v v v/ componente menor
Coléageno VI v v v' abundante
Colageno VI v v fibras anclaje
Entactina En todas las membrana basales
Fibronectina v v v v la mas abundante
Laminina En todas las membrana basales
Perlecan v
Tenascina v v v v escasa

Modificado de: Zhu C et al. J Tissue ENg Regen Med 2012.
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De los mas de 25 tipos de Colageno caracterizados hasta hoy, solamente los
tipos I, Ill, IV, V, VI, VIl y XVIII se encuentran en el higado. Los tipos |, lll, V, VI
y VII, que son colagenos fibrilares mayores, sirven principalmente como
andamio para dar soporte al parénquima hepatico. Colageno IV es un
constituyente importante de la membrana basal, mientras que Colageno XVIII
es precursor de la endostatina.

Las principales glicoproteina no colagenas en la MEC hepatica incluyen
laminina, entactina, fibronectina y tenascina. Laminina y entactina también son
componentes de la membrana basal, laminina y fibronectina estan involucradas
en la adhesion celular. Los proteoglicanos, con sus cadenas
glicosaminoglicano adheridas, son responsables de la rigidez de la MEC
hepatica, por su capacidad de retener agua. Ademas, las cadenas
glicosaminoglicano de la subfamilia de heparan-sulfato son importantes por la
capacidad de fijacién de factores de crecimiento y su posterior presentacion a
los receptores de alta afinidad de las superficies celulares. Los
glicosaminoglicanos encontrados en el higado son heparan-sulfatos, dermatan-
sulfatos, condroitin-sulfatos, keratin-sulfatos, acido hialurénico y heparina. Las
glicoproteinas no colagenas y los proteoglicanos se interconectan con el
andamio de coldgenas para formar una delicada red cuya estructura
tridimensional actia como unidad funcional integral.

Conceptualmente conviene dividir al higado en cuanto hace a la distribucion de
las moléculas en la MEC en cuatro unidades funcionales, la capsula, el espacio
portal, el espacio central y el espacio de Disse. Este Ultimo es el espacio entre
las células del parénquima y las células endoteliales, la MEC en este sitio es
Gnica, comparada con la existente en otros sitios, esta esparcida y carece de
una membrana basal integrada, ademas, su composicion es variable durante la
ontogénesis. En el higado fetal y neonatal la laminina y la fibronectina son mas
prominentes que los Colagenos I, Il y IV, ademas contienen hialuronan y
proteoglicanos pobremente sulfatados. En el higado adulto, esta region
consiste principalmente de fibronectina, mas Colageno | y Ill, menos Colageno
IV, proteoglicanos ricamente sufatados, mientras que la laminina y hialuronan
estan ausentes. La desaparicion de laminina y hialuronan que acompafa a la
transicion del estadio fetal-neonatal al adulto indica su posible papel en la
organizacién de los lébulos hepaticos. En el resto de la MEC del higado hay
Colagenos I, lll, V y VI asi como fibronectina (Martinez-Hernandez et al, 1993 a
y b; Zhu C, 2012).

Especialmente interesantes son los mecanismos de interaccion de la MEC con
las células progenitoras hepéticas (células ovales), que se resumen en los
siguientes conceptos:
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1. Moléculas en la superficie de las células ovales sirven como receptores
a ligandos de la MEC, cuya activacion inicia cascadas de sefializacion
intracelular corriente abajo.

2. La MEC retiene y presenta factores de crecimiento, citoquinas y
guimoquinas que modulan el comportamiento de las células ovales.

3. Las células ovales per se modifican la composicion y remodelacion de la
MEC produciendo proteinas o enzimas degradadoras de la MEC, y
juegan asi un papel homeostatico. (Zhu

I.1.4. Funciones hepaticas.
[.1.4.1. Principales funciones metabdlicas:

El higado tiene muchas funciones complejas, algunas de las cuales se recogen
en la Tabla 4.

Metabolismo de nutrientes y Glucosa y otros azucares
vitaminas Aminoacidos

Lipidos

Acidos grasos

Colesterol

Lipoproteinas

Vitaminas hidrosolubles

Vitaminas liposolubles
Sintesis de factores de crecimiento  IGF-1

Formacion y secrecion de bilis Sintesis de acidos biliares
Glucuronidacion de bilirrubina
Excrecion de bilirrubina
Inactivacion de substancias toxicas Toxinas
Esteroides
Otras hormonas
Sintesis de proteinas del plasma Proteinas de fase aguda
Albdmina
Factores de la coagulaciéon
Proteinas de unién a hormonas
Proteinas de unién a esteroides
Inmunidad Células de Kupffer

Esta mas alla del alcance de este trabajo considerar todas las funciones del
higado, por el contrario, haremos solamente una revision general de las mas
importantes. Como son objeto de nuestro trabajo, primero consideraremos el
papel del higado como glandula endocrina, y al final de esta seccion,
describiremos su papel como glandula exocrina.

44



1.1.4.2. El higado como glandula endocrina.

El higado es la principal fuente del IGF-1 circulante (~75%) tras la estimulacion
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 6rganos, tan soélo 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 hepaticas (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 hepético seria incapaz de estimular el crecimiento del higado
durante la edad adulta. De acuerdo con esta afirmacion, ratones con una
deficiencia especifica de IGF-1 hepatico, en vez de experimentar una
disminucién del tamafio 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
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 explosion 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 liberacion de interleucina 6
(IL-6), Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a), HGF y 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
gue acontece durante el dafio hepatico (Stefano J.T. et al, 2006).
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1.1.4.3. El higado como glandula exocrina

Como ya se ha descrito, la formacion de la bilis que contribuye a la emulsion de
las grasas en el duodeno, es la funcion mas relevante del higado como
glandula exocrina aneja al tubo digestivo. En cuanto a la formacion y secrecién
de bilis, ésta se compone de los acidos biliares (0.7%), los pigmentos biliares
(0.2%) y otras substancias como colesterol (0.06%), algunas sales inorganicas
(0.7%), acidos grasos (0.15%), fosfatidilcolina (0.2%), grasa (0.1%) y trazas de
fosfatasa alcalina, en una emulsion electrolitica alcalina en agua (97%).

En un dia promedio, se producen alrededor de 500 mL. Algunos de los
componentes de la bilis son reabsorbidos en el intestino y luego excretados de
nuevo por el higado, en un proceso que se denomina recirculacion
enterohepatica.

En adicion a su papel en la digestion y absorcion de grasas, la bilis, por la via
fecal, es la ruta de eliminacion mas importante para los productos de desecho
del organismo solubles en lipidos. Los glucurénidos de pigmentos biliares,
bilirrubina y biliverdina, son los responsables del color amarillo dorado de la
bilis.

La formacién de estos productos de degradacion de la hemoglobina es una
parte esencial para el metabolismo de este pigmento transportador de oxigeno.
En circulacion, la bilirrubina esté unida a la albamina,

Una vez llega al higado, la mayor parte es disociada de la albumina y entra al
hepatocito como bilirrubina libre, via un miembro de la familia de los
transportadores polipetidicos de aniones organicos (OATP), y se une en el
citosol a proteinas.

En seguida es conjugada con dos moléculas de acido glucurénico, en una
reaccion catalizada por la enzima UDP-glucuronil-transferasa (UDPG), que se
localiza principalmente en el reticulo endoplasmico liso, y forma di-glucurénido
de bilirrubina.

Como tal, éste es mas soluble en agua, y es transportado en contra de
gradiente de concentracion por un mecanismo de transporte activo conocido
como proteina-2 de resistencia multidrogas (MRP-2), hacia los canaliculos
biliares.

Una pequefa cantidad de glucurdnido de bilirrubina pasa como tal a la sangre,
donde se una a la albumina con menor afinidad que la bilirrubina libre. El resto,
la mayor parte, pasa a los ductos biliares y posteriormente al intestino: Figura
13.

46



I

ALB:LICB

1 Space
af
Sinusoid Disse

Figura 13. Manejo de la bilirrubina por el hepatocito. La Albumina (ALB) unida a la
bilirrubina unida a proteina (B) entra al espacio de Disse, adyacente a la membrana
basolateral del hepatocito, y la bilirrubina disociada (UCB) es transportada
selectivamente al citosol. Alli se conjuga con el acido glucurénico, Una vez conjugada
es secretada a la bilis via la proteina de resistencia a multidrogas 2 (MRP-2). Tomado
de: Fauci A.S. et al, Harrison’s Internal Medicine, 17th ed.

La mucosa intestinal es relativamente impermeable a la bilirrubina conjugada,
pero es permeable a la bilirrubina no conjugada y a los urobilinégenos, una
serie de derivados incoloros de la bilirrubina, formados por la accion de las
bacterias en el intestino.

Consecuentemente, algunos de los pigmentos biliares y del urobilinbgeno se
reabsorben a la circulacion portal, y son de nuevo excretados por el higado,
como ya se anot6 arriba. Un pequefio remanente de urobilinbgenos permanece
en la circulacion, y es filtrado y excretado en la orina.

Respecto a la inactivacion de substancias toxicas, el higado es critico para el
manejo del amonio en el cuerpo.

Los niveles de amonio deben permanecer dentro de un estrecho margen, ya
gue son extremadamente toxicos para el sistema nervioso central, cuya barrera
hemato-encefélica es liboremente permeable al amonio.

El higado es el unico 6rgano en el que se expresa el ciclo metabdlico de la urea
completo (Conocido como ciclo de Krebs-Henseleit).

Este ciclo convierte el amonio en urea, que luego es excretada en la orina,
figura 14.
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Figura 14. Ciclo de Krebs-Henseleit, o Ciclo de la Urea. Este ciclo ocurre en la
mitocondria y en el citosol del hepatocito.

El amonio en la circulacion proviene principalmente del colon y del rifidn, con
una pequefia contribucion proveniente de la destruccion fisioldgica eritrocitaria
y del metabolismo muscular. Conforme pasa por el higado, la mayor parte del
amonio es capturado por los hepatocitos. Alli, en la mitocondrias, es convertido
a carbamoilfosfato, que a su vez reacciona con la ornitina para generar
citrulina. Una serie de reacciones citoplasmicas eventualmente produce
arginina, que puede ser deshidratada a urea y ornitina. Esta regresa a la
mitocondria para otro ciclo, y la urea, como molécula pequefia, difunde a la
sangre en el sinusoide, pasa a la circulacion y luego es filtrada en los rifiones y
eliminada en la orina.

En lo relativo a la sintesis de proteinas del plasma, se resumen en la Tabla 1.
La albumina es cuantitativamente la mas significante, y es la responsable de la
mayor parte de la presién oncética del plasma. Muchos de los productos son
los llamados proteinas de fase aguda, las que se sintetizan y secretan al
plasma cuando ocurre algun estimulo estresante. Otras son proteinas
transportadoras, ya sea de esteroides o de otras hormonas en el plasma, y
otras son los factores de la coagulacion. Cuando ocurren pérdidas, el higado es
capaz de reponerlas en semanas o meses. La Unica clase mayor de proteinas
que no se sintetiza en el higado es la de las Inmunoglobulinas. En la
subseccion 1.1.2., mas adelante, se extiende la exposicion sobre las proteinas
transportadoras de factores de crecimiento, especificamente IGF-1.
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.2. FACTOR DE CRECIMIENTO SEMEJANTE A LA INSULINA TIPO 1
(IGF-1).

[.2.1. Estructura, expresion génicay regulacion.

El factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1, Insulin-like growth
factor-1) en el humano es una hormona polipeptidica de 71 aminoacidos, con
peso molecular de ~7,6 KDa, y con efectos endocrinos, paracrinos y autocrinos.
Comparte mas de 60% de homologia con IGF-2 y por lo menos 50% con la
estructura de la proinsulina (Le Roith D., 1997). La estructura secundaria
general de IGF-1 humana se muestra en la Figura 15 (Wolf E. et al, 1996)

Figura 15. Estructura secundaria general de la hormona IGF-1, obtenida mediante
Resonancia Magnética Nuclear (NMR), en solucion.

Recientemente, se han publicado imagenes que ofrecen la posibilidad de ser
vistas en tres dimensiones y en todos los angulos posibles, mediante el
programa MMDB (Brzozowski A.M. et al, 2002; Madej T. et al, 2012), algunos
ejemplos se muestran en la Figura 16.

El gen que codifica para la sintesis de IGF-1 es Unico, y se localiza en el brazo
largo del cromosoma 12, con al menos 5 exones. El gen humano esta
identificado como IGF-1 [Homo sapiens] GenBank: CAA01954.1, el mRNA
tiene el nimero de acceso A29117, con longitud de 216 pares de bases (bp), y
corresponde a la patente GB2241703, PAT 15-JUN-1995.

Su organizacibn génica presenta gran complejidad y los aspectos
transcripcionales del gen en relacion con las implicaciones funcionales del IGF-
1 aun no se conocen bien (Langford K.S. et al, 1993; Lonergan P. et al, 2000).
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Figura 16. Estructura de IGF-1, segun lo descrito por Brzozowski AM y colaboradores.
A la izquierda se muestra la imagen de estructura secundaria con los residuos de AA
correspondientes, a la derecha se muestra la misma estructura en forma de “tubos y

bolas”. Ambas son manipulables mediante el programa MMDB
para observar su estructura en 3D.

El gen codifica dos precursores distintos de IGF-1, que se denominan IGF-1a e
IGF-1b, mediante dos mARN con regiones 3" distintas (originados en exones
distintos) de tal forma que los péptidos aminoterminales de ambos precursores
resultantes son idénticos, mientras que 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, o 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).

En 1957, Salmon y Daughaday (Salmon W.D. Jr y Daughaday W.H., 1957)
describieron el IGF-1 por primera vez, después de haber observado que la
simple adicion in vitro de la hormona del crecimiento (GH, growth hormone) a
un cultivo de cartilago costal procedente de ratas hipofisectomizadas no fue
suficiente para estimular su crecimiento (medido mediante la incorporacion de
sulfato radioactivo). Igual resultado se tuvo cuando usaron el suero procedente
de estas mismas ratas como inductor de crecimiento. Por el contrario, cuando
emplearon suero de ratas normales, éste si estimulaba la incorporacion in vitro
de sulfato en el cartilago costal de las ratas hipofisectomizadas. Estos
resultados demostraron la existencia de un “factor sulfatante” (nombre que se
le dio entonces a este factor) que estimulaba la incorporacién de **Sulfato.

Al mismo tiempo, Froesch E.R. y colaboradores describieron la actividad
“semejante a la insulina” de dos moléculas aisladas en el plasma (NSILA | y II,
non-suppressible insulin-like activity) que demostraron la capacidad de
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favorecer que adipocitos aislados de rata incorporaran glucosa del suero en
gue se suspendieron. Esta capacidad se definio como “insulin-like”, y demostré
ser independiente de la insulina, dado que los anticuerpos anti-insulina no eran
capaces de evitar el descenso de la concentracion de glucosa en el suero en el
gue se suspendieron los adipocitos (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 movié a
proponer el término “fraccion con actividad estimulante de la multiplicacion”
(Pierson RW. Jry Temin H.M., 1972)

SoOlo cuando Daughaday y colaboradores descubrieron que los factores
sulfatantes 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 A y 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 y
Humbel (Rinderknecht E. y Humbel R.E., 1978a y 1978b) culmin6é 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
parametros metabdlicos” (Klapper D.G. et al, 1983).

Por tanto, debido a 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), ambas moléculas cumplen con los
criterios que caracterizan a 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).

Una vez que se lleg6 al consenso sobre su nomenclatura (Daughaday W.H. et
al, 1987), y se describieron sus secuencias aminoacidicas (y nucleotidicas), fue
posible hacer lasintesis recombinante (Klapper D.G. et al, 1983), esto ha
abierto muchisimos nuevos caminos de investigacion, como el que ahora nos
ocupa.

Entre las acciones desempefiadas por IGF-1 estan: crecimiento tisular y
desarrollo, actividad semejante a la insulina, accion proliferativa/anabolizante,
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accion anti-apoptética, accion anti-envejecimiento y accién anti-oxidante, entre

otras.

Como sucede con otras hormonas con un amplio rango de funciones
fisiolégicas, las concentraciones de IGF-1 deben estar estrictamente
controladas, y esto se ha comprobado en estudios in vivo:

1.

4.
5.
6.

Hasta 10 formas de proteinas de union a IGF-1 de alta afinidad (IGFBP-
1 a IGFBP-6 son las més citadas, recientemente se han descrito otras
cuatro), que participan tanto en promover como en inhibir las acciones
de IGF-1, controlando de este modo su biodisponibilidad, (Hwa V. et al,
1999).

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

Una lista cada vez més 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 dentro
de un estrecho rango fisiologico, que va declinando a lo largo de la vida
(Clemmons D.R., 1998), Figura 17.

IGF-I (ng/mL)

1000 |

100 7

Edad (anos)

Figura 17. Evolucion de las concentraciones plasmaticas de IGF-1 con la edad.
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Introduccioén

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 6rganos, 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 hipofisis anterior estd 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 mediacion 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 estdn mediados
sobre todo por IGF-1: Figura 18.

Piltuitary

Growth Hormone

Negative
feedback

Liver

Y Y. Yoy

Figura 18. Eje GH/IGF-1 y algunos de sus 6rganos diana y receptores conocidos.

Receptors
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I.2.2. Proteinas transportadoras de IGF-1 (IGFBPs).

Las proteinas de union a IGF-1 (IGFBPs) son péptidos con un tamafio
comprendido entre 200 y 300 aminoacidos, con puentes disulfuro vy
carbohidratos en su interior que resultan de vital importancia para poderse unir
a IGF-1 y a 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 amnidtico, humor vitreo, linfa, plasma,
liguido seminal, liquido cefalorraquideo y en todas las secreciones
gastrointestinales. Se expresan practicamente en 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 union a IGF-1 de alta afinidad son las
comprendidas entre IGFBP-1 y IGFBP-6, representadas en la Figura 19.

G o7 b

IGFBP-1  IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6
(25KDa) (36KDa) (145KDa) (24-28KDa) (29KDa) (34 KDa)

Figura 19. Las seis proteinas principales de union a IGF-1 (IGFBPs) de alta afinidad.
Ademas de las ilustradas se han descrito al menos otras cuatro.

De éstas, IGFBP-3 es la proteina de unibn mas importante, la de mayor
afinidad y también mayor concentracion plasmatica (Langford K.S. et al, 1993;
Baxter R.C., 1994). Forma un complejo ternario con una glicoproteina (ALS,
Acid-labile subunit) que le da estabilidad, y actia como reservorio de IGF-1,
prolongando la vida media de éste en la circulacién (Clemmons D.R. et al,
1992; Thissen J.P. et al, 1994; Smith W.J. et al, 1995), reduce la velocidad de
depuracion y mantiene una concentracion plasmatica total superior a la de la
insulina. Es decir, modula la accion de IGF a nivel tisular, al impedir su acceso
a los receptores, con lo que se inhibiria el crecimiento y sus efectos anabdlicos
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relacionados, o al facilitar el crecimiento a través de aumentar su interaccion
con los receptores (Clemmons D.R. et al, 1992). Sin embargo, esto no explica
totalmente por qué deberia existir toda una familia de formas diferentes de la
IGFBPs, y podria ser que la distinta afinidad de los IGFs para las diversas
IGFBPs constituya un nivel adicional en el complejo control de cédmo se ejerce
el efecto de los IGFs en los diferentes 6rganos y tejidos (Duan C. et al, 2005).

Otras IGFBPs directamente relacionadas con la funcion de las IGFs son las
formas IGFBP-4 e IGFBP-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.
et al, 2013).

Respecto a otras proteinas de union a IGFs (de menor afinidad), destacamos a
dos miembros de esta superfamilia: IGFBP-rP1 (también conocida como
IGFBP-7 0 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 esté regulada por otros factores de crecimiento (ademés de
los propios IGFs), parece estar implicada en diversas funciones bioldgicas,
incluyendo desde la regulacion del crecimiento epitelial y fibroblastico, la
estimulacién de la produccién de prostaciclina por células endoteliales, la
angiogénesis, la apoptosis (Inoguchi T. et al, 1986; Hwa V. et al, 1999;
Gommans W.M. et al, 2008), hasta la 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
(Connective Tissue Growth Factor) aporta mas informacion sobre su principal
funcion: regular la formacién de tejido conectivo. Por ello, es de gran
importancia tanto en condiciones fisiolégicas (homeostasis tisular) como
patolégicas (fibrosis) (Nguyen T.Q. et al, 2008). Asi, cuando esta proteina se
hiperexpresa, se aprecian acumulos de matriz extracelular, que en los
diferentes oOrganos pueden manifestarse como fibrosis hepatica, renal 6
pulmonar (Oemar B.S. y Luscher T.F., 1997), mientras que cuando esta
proteina es deficiente o ausente, se observan desestructuracién tisular e
incapacidad para cicatrizacioén (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 I,
aldosterona, glucocorticoides y VEGF, entre otros. Un esquema de estas
interacciones es representado en las Figuras 20 y 21.
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Figura 20. Regulacién del promotor del gen de la IGFBP-8 (CTGF) (adaptado de
Oliver N. et al, 2010).

Finalmente, esta proteina tiene interaccion con una gran variedad de moléculas
implicadas en el remodelado de matriz extracelular (TGF-B1, TGF-p2 y
fibronectina), permeabilidad vascular y angiogénesis (VEGF), adhesién celular
y migracion (integrinas), entre otras (Oliver N. et al, 2010).
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Figura 21. Dominios estructurales de CTGF (IGFBP8) y su potencial papel en la
modulacion y coordinacion de sefiales relacionadas con el remodelado de la matriz
extracelular, la angiogénesis y permeabilidad vascular, la adhesion y migracion celular.
(HSPG, heparan sulfate proteoglycan; LRP1, lipoprotein receptor—related).
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1.2.3. Receptores de membranay vias de sefializacion.

Por otro lado, la mayoria de las acciones de IGF-1 son mediadas a través de la
unidn a su receptor, IGF-1R: un receptor tipo tirosin-kinasa (Tk) que es de los
activadores naturales mas potentes de la ruta de Akt, implicando entre otros a
las rutas de: mTOR, MAPK, GSK3B, 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 presentan 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 adn a un tercer tipo de receptor, hibrido
entre el IGF-1R y el IR, dado que comparte una cadena B-a de cada uno de
ellos; esto se esquematiza en la Figura 22.
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Figura 22. Esquema de los receptores de IGFs e insulina y sus afinidades 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 subraya el
concepto de que la especificidad de accién de estos receptores esta 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 biolégicas 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 84% de similaridad aminoacidica. La activacion inducida
por ligando ocurre via trans- o autofosforilacion intramolecular entre las
subunidades B. Los dominios yuxtamembrana (JM) contienen un sitio de
autofosforilacion en una secuencia Asn-Pro-Glu-Tyr que participa en la unién al
sustrato. La funcion de los dominios CT no est& bien definida, y la funcionalidad
del receptor no se ve gravemente afectada por la delecion 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 sefalizacion o en la regulacion
especifica del receptor.

Un signo distintivo de la familia RI/IGF-1R es la dependencia de la fosforilacion
de sustratos intracelulares como oposicion a la autofosforilacién, para el
reclutamiento de componentes de la cascada molecular “corriente 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/colageno (p46/p52/p66), disparando las dos principales cascadas
moleculares (Rakatzi I. et al, 2006).

Los IRSs fosforilados reclutan y activan la fosfoinositil 3-kinasa de clase la
(PI3-Kinasa) via los dominios SH2 de la proteina adaptadora p85, permitiendo
de este modo la sintesis de la PtdIns(3,4,5)P3. Esta proteina, eventualmente,
capta y activa las kinasas fosfatidilinositol-dependientes (PDKs), las que a su
vez fosforilan y activan otras proteinas-kinasa incluyendo la protein-kinasa B
(PKB), la p70rsk y la proteina kinasa C¢ (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
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glucosa, la sintesis de glucégeno, la sintesis proteica y la mitogénesis, asi
como la inhibicion de la apoptosis y regulacién de la transcripcién 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 activacion de la pequefa 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 mitdgeno (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 esta claramente
definida la contribucion a las vias de sefalizaciébn 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 sefializacion 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 o en sinergia con aquellas
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 fosforilacién
de estas proteinas, pero con menor eficiencia que IGF-1.

La tirosin-fosforilacion de Crk puede modular su interaccion con factores de
intercambio-nucledtido-guanina, y asi influencian la actividad de las pequeias
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 autofosforilacién 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).
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Figura 23. Vias de sefalizaciéon intracelulares de IGF-1. (Adaptado de
SABiosciences:Biolegend http://www.biolegend.com/pop_pathway.php?id=21 y Kulik
G. et al, 1997).

Sin embargo no hay evidencia de que esas interacciones jueguen un papel in
vivo. Algunos componentes de las vias de accién de la citoquina también
interactian con los RI/IGF-1R. Asimismo, las kinasas Janus JAK-1 y JAK-2 se
unen y son fosforiladas por los Rl 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 interaccién con otras
de gran relevancia para la supervivencia celular es expuesto en la Figura 23,
arriba.

[.2.4. Funciones fisiolégicas 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 6rganos tienen
capacidad para secretarla con propositos auto- y paracrinos (D’Ercole A.J. et al,
1980). En hipodfisis y en higado se han descrito mecanismos de “feedback”
negativo similares a los de otras glandulas endocrinas, donde, como se aprecia
en la Figura 3, la GH, que puede encontrarse libre en plasma o unida a
proteinas especificas GHBP (el segundo dominio del receptor de GH)
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(Rosenbloom A.L. et al, 1994) se unird eventualmente a su receptor,
promoviendo la sintesis y liberacidbn de IGF-1 que pude 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 fisiologicas esta siendo aun 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
hepatica de IGF-1 (al igual que en otros 6rganos) (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 continuacién, pasamos a detallar algunas de las funciones de IGF-1 en
condiciones fisioldgicas.

[.2.4.1. 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 diferenciacion 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 érganos.

Por ejemplo, los niveles de IGF-1 en el higado, rifién y corazon fetales son mas
bajos que los de IGF-2 (si bien los niveles de IGF-2 incrementaran
progresivamente hasta hacerse predominantes tras el nacimiento). Sin
embargo, la expresion de IGF-1 en pulmdn, musculo y estbmago 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 afio tras afio, el papel fisiolégico de IGF-2 es todavia
pobremente descrito (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 que suceda el
crecimiento intrauterino normal, un descubrimiento apoyado por la evidencia de
que la deficiencia o insensibilidad a GH no se asoci¢ a reduccion significativa
de la 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
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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.

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 pas6 desapercibido sobre la produccion extra-
hepatica 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 actia 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 promocion del
crecimiento corporal postnatal se refiere.

Esta idea fue confirmada al comparar los pesos de ratones transgénicos con
inactivacion del receptor de GH, delecion del gen de IGF-1 y el doble knockout
(Lupu F. et al, 2001). Como era de esperar, el modelo de doble inactivacion
presentd una reduccién 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
produccion 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 (Jagues G. et al,
1997; Schedlich L.J. et al, 2000; Lee K.W. et al, 2005). Una detallada revision
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sobre los principales efectos de IGFBP-3 fue publicada por Ohlsson y cols.
(Ohlsson C. et al, 2009).

[.2.4.2. Otras funciones
[.2.4.2.1. Modulacién inmunolégica.

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 comprension de que diversas vias de regulacion a menudo
convergen, motivd una serie de estudios que finalmente demostraron la
importancia de la GH, IGF-1 e IGF-1R en una gran variedad de procesos
inmunoldgicos (Smith T.J., 2010).

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 sefializacion, tales como Erkl/2 y 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 ha sido bien documentado (Murphy W.J. et
al, 1992a y 1992b; de Mello-Coelho V. et al, 1997). En resumen, IGF-1
desempeiia funciones importantes tanto en el desarrollo de linfocitos T y como
en su funcion, aumentando el nimero de células T CD4+CD8+ inmaduras en
timo y bazo de ratas (Hinton P.S. et al, 1998), promoviendo la supervivencia, la
proliferacion, la quimiotaxis y la maduracion de las células T (Walsh P.T. et al,
2002), y bloqueando la apoptosis, 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 diferenciaciéon 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 es capaz de 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, macrofagos 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 neutréfilos parecen ser un objetivo potencial para las
acciones de IGF-1, ya que es capaz de retrasar la apoptosis mediada por Fas a
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través de la via PI3-Kinasa. Ademas, este efecto se conservo incluso en la
presencia de citoquinas pro-apotéticas, lo que sugiere que puede jugar un
papel dominante, incluso en el contexto de la inflamacién activa (Smith T.J. et
al, 2010).

1.2.4.2.2. Desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC).

Aungue 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 protecciéon 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 I. et al, 2011). Ambas vias, que podrian estar interconectadas,
estan siendo estudiadas con mas detalle en la actualidad.

IGF-1 es producido en picos sincronicos con periodos de proliferacion y
diferenciacion de progenitores neuronales, crecimiento neural (incrementando
el nimero de dendritas, del cono axonal, del nimero de sinapsis) o con
periodos post-agresion (D’Ercole AJ. y Ye P., 1996). 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 diferencian hacia linajes
especificos como neuronas (Brooker G.J. et al, 2000) u oligodendrocitos (Hsieh
J. et al, 2004).

Pero, no es sélo el IGF-1 local el que esta implicado en este proceso. Hace
casi 20 afos se publicé que el IGF-1 sistémico podia cruzar la barrera hemato-
encefélica (BEH), en un experimento donde se inyecté IGF-1 marcado en
carétida de ratas adultas, siendo éste detectado posteriormente en el plexo
coroideo, eminencia media, arteriolas cerebrales y parénquima (Reinhardt R.R.
y Bondy C.A., 1994).

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 circulacién
sistémica al SNC (Rosenfeld R.G. et al, 1987; Duffy K.R. et al, 1988).

Recientemente, el grupo de trabajo de Torres Aleman (2010), demostré 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 liberacién de IGF-1 de su complejo
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ternario (IGFBP-3 y ALS). La accién combinada de estos eventos resultdé 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
identifico al IGF-1 hepatico como uno de los factores principales encargados de
la regulacién del aclaramiento de los niveles de 3-amiloide cerebral (Carro E. et
al, 2002) y sus potenciales implicaciones en la enfermedad de Alzheimer. Sin
embargo, merece la pena adelantar que no existe correlaciéon 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. et
al 1992), la nutricion (Lowe W.L. Jr. et al, 1989; Hall K.S. et al, 1989) y el dafio
(ya sea hipéxico/isquémico, estereotactico, electrolitico o criogénico, al igual
que la desmielinizacién 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 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 proliferacién y/o supervivencia de los
oligodendrocitos y sus precursores, lo que también podria estar implicado en la
modulacién de la permeabilidad de la BHE (Liu X. et al, 1995). Esto ultimo
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 reaccién 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.

Un modelo animal de ratones que sobreexpresan IGF-1 en el cerebro mostro
un crecimiento postnatal excesivo del cerebro (hasta un 85%) sin que se
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acompafara de anomalias anatdmicas mediante un mero aumento en el
ndmero de células y de la mielinizacion. Un experimento complementario
(Behringer R.R. et al, 1990; Carson M.J. et al, 1993) 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 escasez
de la materia blanca debido a marcada reduccion de la mielinizacion (Ye P. et
al, 2002) y aparente disminucion en el nimero de axones (Beck K.D. et al,
1995).

1.2.4.2.3. Desarrollo y proteccion 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 musculo liso aértico 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 produccion
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 mediado por el aumento de la
liberacién de 6xido nitrico (NO) por el endotelio (Copeland K.C. y Nair K.S.,
1994; Walsh M.F. et al, 1996). La acumulacion de pruebas también sugiere que
niveles insuficientes de IGF-1 podrian desempefiar un papel en las
enfermedades vasculares como la arteriosclerosis y re-estenosis (Delafontaine
P. etal, 2004).

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).
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1.2.4.2.4. Gametogénesis

IGF-1 ha sido relacionado tanto con la foliculogénesis ovarica como con la
espermatogénesis y funcién testiculares. A continuacién, resumimos algunos
de sus efectos:

Foliculogénesis ovérica:

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 en los 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 coincidente con la
expresion de IGF-1, con la excepcion de las células de la granulosa mural,
donde sélo 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). 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. 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 I. et al, 2004), y c)
en la etapa folicular antral, IGF-1 podria aumentar la sensibilidad del foliculo a
la gonadotropina, la maduracion 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 mecanismos que subyacen al crecimiento
folicular ovarico no estan completamente dilucidados. En la mayoria de las
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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
formacion de antro (Silva J.R. et al, 2009).

Funcién testicular:

Aunque esta bien establecido que la funcidn testicular es controlada
principalmente por las gonadotropinas LH y FSH (Hall P., 1994; Rouiller-Fabre
V. et al, 1998), se estdn empezando a acumular evidencias que apuntan a
factores producidos localmente como importantes reguladores 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. 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 secrecion 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 conocio 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 reduccion significativa de los niveles plasmaticos de
testosterona (18% de lo normal) (Baker J. et al, 1996) y la deficiencia de IGF-1
se correlacioné con la presencia de células de Leydig mutantes a nivel
ultraestructural, lo que reveld un significativo retraso en el desarrollo, con
menor numero y menor tamafio de lo normal de células de Leydig. 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 relacion entre IGF-1 y la produccién de
androgenos mediada por LH en roedores (Gelber S.J. et al, 1992), a traves de
un efecto directo sobre las células de Leydig.
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Del mismo modo, se observé que gbnadas masculinas cultivadas en presencia
de IGF-1 aumentaban la produccion de testosterona durante el 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 evaluo6 el papel de IGF-1
sobre el nUmero de espermatozoides, encontrandose en ratones deficientes de
IGF-1 una dramatica reduccion del niumero 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 regulacién 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 esteroidogénesis y espermatogénesis normal)
(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 produccién local (con accién autocrina/paracrina),
sin necesidad de importante contribucién endocrina de su forma circulante.

1.2.4.2.5. Desarrollo y funcién renales.

Ciertas evidencias apoyan la funcion del eje GH/IGF-1 en el desarrollo y
funcién renales normales. 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 enfermedades
renales, lo que se demostré en modelos animales transgénicos (Bridgewater
D.J. et al, 2008). De hecho, se ha confirmado el papel de la sefalizacion 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 filtracion glomerular (TFG) (Martin A.A. et al,
1991; Hirschberg R., 1996; Bach L.A., 2012). De manera similar, la GH vy el
IGF-1 también aumentan el flujosanguineo renal y la TFG en los seres
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humanos (Kumar P.A. et al, 2011), lo que sugiere que IGF -1 puede ser un
regulador fisiolégico de la funcion renal.

Por otra parte, se propuso para IGF-1 un posible papel en el crecimiento renal
compensatorio, dado que los niveles de IGF-1 estdn aumentados en el rifién
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 comparacion con ratones normales, a pesar de una marcada
disminucién de los niveles de IGF-1 en el rifidn y sin comprobarse cambios
significativos en la fosforilacion de los receptores (Landau D. et al, 2011). Por lo
tanto, las implicaciones de IGF-I en este proceso deberan ser dilucidadas en
los préximos afios.

1.2.4.2.6. 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 experimentacion como en
el hombre. La administraciéon 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 exdégena de IGF-1, se considera que la via
subcutdnea amortigua el efecto hipoglucemiante, ya que el paso gradual de
IGF-1 al torrente circulatorio permite una unidén progresiva a sus proteinas
transportadoras (Bondy C.A. et al, 1994b; Binoux M., 1995; Tomas F.M. et al,
1996). Por la misma razén, 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
organos diana de IGF-1. Ademas, la elevacioén 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).
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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).

[.3. CONDICIONES DE DEFICIENCIA DE IGF-1.
[.3.1. 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 complicacion 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 restriccion 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 so6lo 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
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 esta 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.
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Sin embargo, la mayoria de la variacién (~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 funcion
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 resolucion de esta hipétesis.

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 expresion 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
demostré 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 caus6 un
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 hipotadlamo-pituitario-adrenal
(HPA), aumentando los niveles plasméaticos 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
estd 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 nimero 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 funcion renal pueden ser el origen
de la predisposicion a la hipertension en la edad adulta.

En los ultimos 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
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denominada “hipotesis del fenotipo ahorrativo” (Setia S. y Sridhar M.G., 2009),
con una ya probada correlacion 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 nifilos 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
que 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).

[.3.2. 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 condicidn 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 0 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, figura 24.

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 situacion es mas dramatica a lo largo de la infancia, donde la maduracion
esquelética y crecimiento de los o6rganos 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,
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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 nasal), un
corazon 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 ufias
(Lurie R. et al, 2004), esclera azul debido a la
disminuciéon del espesor de su tejido
conectivo, lo que permite la visualizacién 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 denticion (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 fisiopato-l6gicos 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 como tratamiento sustitutivo.
Esta condicion de deficiencia de IGF-1
destaca el papel fundamental de IGF-1 en el
desarrollo y funcion cerebrales.

Figura 24. Paciente con Sindrome de Laron.
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1.3.3. Enfermedad hepatica crdnica.

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, lo que conduce a la pérdida de la masa
hepética funcional. La cirrosis es causada principalmente por el alcoholismo,
los virus de tropismo hepatico (especialmente hepatitis 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 esofagicas, ascitis, sindrome hepatorrenal, peritonitis
bacteriana espontédnea, encefalopatia hepética y malnutricién (Quiroga J. et al,
1992), figura 25.

Aunque la supervivencia en pacientes con cirrosis compensada es
relativamente alta (90% a los 5 afios del diagnéstico), la aparicion 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 asocié 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 hepatica 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 disminucion de los receptores de GH en higados cirroticos (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 pronostico 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 cirréticos (Moller S. et al, 1996; Caregaro L. et al, 1997).

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.
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En concreto, nuestro grupo de demostré que el tratamiento con rhiIGF-1 en la
cirrosis experimental inducia: un aumento de la eficacia de la dieta, con una
mayor absorcion de nitrégeno y mejor balance nitrogenado (Picardi A. et al,
1997), la normalizacién de la absorcion intestinal de aminoacidos y azucares
(Castilla-Cortazar I. et al, 1997b; Castilla-Cortazar |. et al, 1999; Pascual M. et
al, 2000) incluyendo animales con cirrosis descompensada y ascitis (Castilla-
Cortazar 1. et al, 2004b), mejorando el
metabolismo de la glucosa (Castilla-
Cortazar I. et al, 1997a), disminuyendo la
hipertension  portal, endotoxemia vy
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 funcion testicular (Castilla-
Cortazar 1. et al, 2000 y 2004a),
recuperando el tono somatostatinérgico
(Castilla-Cortazar 1. et al, 2001) con una
mejora de la funcién hepatica (aumento de
la albuminemia y factores de coagulacion) y
disminuyendo el dafio oxidativo y la fibrosis
hepatica (Castilla-Cortazar I. et al, 1997a;
Muguerza B. et al, 2001).

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

Figura 25. Paciente con Cirrosis hepéatica ascitica y grave desnutricion.

[.3.4. 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 fisiologicas, aumentando la probabilidad de
muerte. Aunque relacionada, la longevidad se diferencia del envejecimiento, ya
qgue la primera resulta de la simple consideracion de la duracion de la vida
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independientemente del proceso de envejecimiento bioldgico. La esperanza de
vida promedio ha ido (afortunadamente) en un continuo aumento: de ~27 afnos
en la época greco-romana, a ~47 afios 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 haya 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 aparicion de la menopausia y la
osteoporosis en la mujer, la frecuente aparicion de céancer, 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 6sea, 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 cronolégica” se dice que el proceso de envejecer
comienza entre los 60-65 afios. 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.

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 reduccién durante el envejecimiento humano es referida a
veces como somatopausia, en analogia con la menopausia y la andropausia.
Estos bajos niveles de secrecion de GH e IGF-1 en los ancianos parecen ser
causa o 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 psicoldgicos 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 fendbmenos que proponen. Al mismo tiempo,
la mayoria no se excluyen mutuamente y, hasta el presente, no hay evidencia
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de un dnico mecanismo responsable de la senectud. Por otro lado, el
envejecimiento tiene posiblemente multiples causas interactivas, que son
probablemente diferentes en células de d6rganos "postmitéticos” (como las
neuronas y las células musculares esqueléticas y cardiacas) en comparacion
con aquellos con tejidos renovables (como la médula 6sea, 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 induccién del gen c-fos y con un
blogueo en la fase G1 tardia del ciclo celular. Tal bloqueo puede ser evitado
mediante la fusidn 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 proliferacién celular, que Unicamente se
inactiva por fosforilacion. El déficit de induccion de quinasas puede ser un
hecho generalizado en las células viejas, llevando a alteraciones de la
fosforilacidon tales que la célula sea incapaz de desactivar proteinas celulares
que inhiben la proliferacion celular. Ademdas, 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 hipétesis propuestas para el proceso de envejecimiento
estan la del dafo celular mediado por radicales libres (que estudiaremos mas
en detalle), las alteraciones en la metilacion de ADN y 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 declinacién fisiologica
normal y un aumento en la prevalencia de ciertas enfermedades. Aunque estos
procesos se influencian entre si, existe una declinacién fisiolégica que es
independiente del desarrollo de enfermedades.

Hay varias entidades patolégicas que son mucho mas frecuentes en el adulto
mayor, y que tiempo atras 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, sélo los cambios que estan
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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
hipotesis 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
gue reune mayor aceptacion: la teoria de los radicales libres, junto con otras
tales como la del desgaste, del entrecruzamiento y del error catastréfico; y las
que suponen que el envejecimiento estaria predeterminado: teorias no
estocésticas, englobando a la teoria genética y a la teoria del marcapasos. En
el presente trabajo prestaremos mas atencion a la acaecida por la acumulacién
de radicales libres (seccion 1.4. Dafio oxidativo celular y enfermedad hepética
cronica).

En resumen, todas ellas apuntan basicamente a la implicacién de amplios
procesos fisioldgicos importantes para la longevidad: la estabilidad genética, el
acortamiento de los teldmeros, 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.

En primer lugar, partiendo de la base de que las mitocondrias son la principal
fuente de radicales libres enddégenos (Boveris A. et al, 1972; Giulivi C. et al,
1999), se demostré recientemente coOmo las especies con mayores tasas
metabdlicas tienen menores esperanzas de vida maxima debido a la
acumulacion de anién 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 disminuy6é el dafo oxidativo cerebral (malondialdehido —MDA- y
contenido en proteinas carboxiladas —PCC-) y mejord la actividad de las
principales enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa) (Garcia-Fernandez M. et al, 2008; Puche J.E. et al, 2008).
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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
teldbmeros 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
comentd anteriormente, los sustratos intracelulares mejor caracterizados para
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 sefales “corriente-abajo” (cfr. figura
9). Las dos moléculas SH2 méas 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.

PI13-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 plasméatica con un aumento en el transporte de glucosa (Kohn A.D.
et al, 1996). Es importante destacar que, Akt/PKB también fosforila factores de
transcripcion 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 reparaciéon 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 subcutanea 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), convirtiéndose 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 funcién de IGF-1. A
pesar de todos los efectos beneficiosos de IGF-1 descritos hasta ahora y los
gue seran expuestos a continuacion (en relacién 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.

1.3.4.1. Enfermedades neurodegenerativas.

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo heterogéneo de
trastornos de etiologia practicamente desconocida, que finalmente conducen a
la degeneracion y la disfuncién neuronales. Como se comentd anteriormente,
puesto que el eje GH/IGF-1 esta implicado en muchos aspectos del desarrollo
crecimiento y funcidon 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 [(-amiloide,
fosforilacion aberrante de Tau, pérdida cognitiva, inflamacion neural, estrés
oxidativo y disfuncién mitocondrial (Carro E. et al, 2002; Torres-Aleman I.,
2007).

Especificamente, IGF-1 ha sido propuesto como un regulador fisiologico de los
niveles de amiloide del cerebro (Carro E. et al, 2002) por la produccion/entrada
a través de la barrera hemato-encefélica de diferentes proteinas implicadas en
el transporte de B-amiloide, que finalmente mejoran su flujo de salida de
cerebro (Carro E. et al, 2002 y 2006). De hecho, el bloqueo de la accién del

81



IGF-1 sistémico en el plexo coroideo fue suficiente para inducir amiloidosis
cerebral (Carro E. et al, 2006).

Otra caracteristica neuropatoldgico bien reconocido en la EA es la anormal
acumulacion de Tau en su forma hiperfosforilada en neuronas que se estan
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-sintasa kinasa-3,
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 més, 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
la enfermedad de Alzheimer podria combatir los procesos etiopatogénicos y ser
un potencial candidato para ensayos clinicos.

Por otro lado, la esclerosis lateral amiotrofica 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 fisiol6gico 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 superdxido (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 Ill 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
gue se requieren estudios mas complejos para dilucidar el potencial papel de
IGF-1 en la esclerosis lateral amiotroéfica.

El accidente cerebrovascular es actualmente la segunda causa de muerte en el
mundo occidental, situdndose 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
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(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 nimero 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
disfuncion 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
metabdlico requerido para la sefializacién neuronal, especialmente cuando la
actividad neuronal es alta.

Es de gran interés el resultado que Lopez-Lopez C. y colaboradores publicaron
(Lopez-Lopez C. et al, 2004) acerca de la infusion de IGF-1, que logré
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.

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 PI13-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
interactuar con las vias de sefalizacion de IGF-1l/insulina, para promover
efectos neuroprotectores en el cerebro.

Las investigaciones actuales también ponen de manifiesto la funcion ejercida
por otras moléculas de sefalizacion clave, tales como la glucdgeno sintasa
kinasa-3 y la B-catenina, en la interrelacion existente entre los receptores de
estrogenos 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 [., 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 funcién cognitiva en
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ratones al incrementar la produccion de IGF-1 en el hipocampo a través de la
estimulacién de neuronas sensitivas (Zhao J. et al, 2010).

1.3.4.2. 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 evolucion 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
hébitos poco saludables (DeFronzo R.A. y Ferrannini E., 1991).

En los ultimos afios, 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., 2022). En estudios transversales, la deficiencia de IGF-
1 circulante se asoci6 con la enfermedad coronaria, documentada
angiograficamente (Spallarossa P. et al, 1996), asi como con la 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 recuperaciéon
tras un infarto agudo de miocardio (Conti E. et al, 2001). Ademas, se encontro
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 hepético, 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 constriccion aortica
experimental (Bailey-Downs L.C. et al, 2012). Este modelo animal también
mostréo una desregulacion de las respuestas antioxidantes dependientes de
Nrf2 en el sistema vascular, lo que promovié el desarrollo de marcada
disfuncion 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 estdn disminuidos, la
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sobreexpresion cardiaca de IGF-1 mejord significativamente la funcion
contractil de los miocardiocitos (Li Q. et al, 2007b), atenuando el estrés
oxidativo mediado por el dafio a la proteinas, normalizando la homeostasis del
Ca2+, revirtiendo las alteraciones en la expresion de proteinas pro-apoptoticas
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 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 mAas reconocimiento y estudio.
La reciente identificaciéon 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 direccién. 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 migracién
y el hospedaje de las células madre cardiacas, facilitando la neovascularizacion
en corazones con dafio (Urbanek K. et al, 2005).

El envejecimiento esta asociado con alteraciones funcionales y fenotipicas de
la microcirculacion, incluyendo la disfuncion endotelial, estrés oxidativo, la
inflamacion crénica de bajo grado y la rarefaccion microvascular (Ungvari Z. et
al, 2010b). Nuestra comprension actual es que ambos, tanto los niveles
circulantes de IGF-1 como los de produccién local, contribuyen al
mantenimiento de la integridad funcional y estructural de la microcirculacion,
aumentando la biodisponibilidad de 6xido nitrico, disminuyendo las especies
reactivas de oxigeno (EROs), y ejerciendo efectos anti-apoptoticos, 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) Renovacién de
células endoteliales, ya que se observO que el deterioro de las células
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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 propici0 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 disfuncién endotelial y deposicion 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).

[.3.4.3. Sindrome metabdlico.

El sindrome metabodlico se define como una combinacion de caracteristicas
clinicas que predisponen a un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular,
morbilidad y mortalidad (National Cholesterol Education Program, 2002). En
algunas poblaciones, esta presente en aproximadamente el 50% de los adultos
(Akanji A.O. y Smith R.J., 2012). Se piensa que un factor importante para
suetiologia es la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia compensatoria
acompafiante (Akanji A.O. y Smith R.J., 2012).

Aungue 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
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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-trombatico (con aumento del activador del plasmindgeno-1 y fibrinégeno).

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 homeostatico de compensacion, inducida posiblemente a
través de una modulacion diferencial de la produccion de IGFBPs. Esto podria
ser la causa de los bajos niveles de IGF-1 encontrados en asociacion 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 liberacion de insulina (a través 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 produccion endégena de glucosa y la captaciéon 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
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 1. 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 comparacidbn con poblaciones jovenes),
también puede ser atribuible, al menos en parte, a la disminucion de las
concentraciones (tisulares y plasmaticas) 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 proteccion 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
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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 reduccién 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 psicoldgico (Unden A.L. et al, 2002), quienes
actuan al propiciar disfuncién 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 masculo liso vascular
(VSMC) (Scheidegger K.J. et al, 2000).

Inicialmente descrito como una molécula pro-aterogénica debido a su papel en
la proliferacién de las VSMC, posteriormente se demostro 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 gracias a una mayor produccién de 6xido 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 presién 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 sugirié 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 analisis mostraron que cada unidad de
aumento de las concentraciones de IGF-1 (en formato logaritmico) se asoci6
con una reduccién del 90,5% del riesgo de padecer sindrome metabdlico (Sesti
G. et al, 2005).

[.3.5. Otras condiciones de deficiencia de IGF-1.
1.3.5.1. Trastornos musculoesqueléticos.

El envejecimiento se asocia con una disminucion 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, reduccion 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
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proteinas, proliferacion de células satélite y gemacién 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 (Dennis
R.A. et al, 2008). Ademas, el envejecimiento esta asociado con una
disminucién del nimero 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 formacién 6sea
mediante la regulacién 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 0sea 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 sefializacién 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).

[.3.5.2. Enfermedades renales.

Como se comentara anteriormente, IGF-1 esta involucrado en el desarrollo del
rinon 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-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).
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En ratones con inactivacion global del gen Igf-1, el proporcional reducido
tamafio renal se asocia con un menor tamafo glomerular y una disminucién del
namero 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
sefializacion 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
retencibn de sodio por una accion directa sobre los tubulos renales,
estimulando la liberacidon 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 (o0 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 funcién tubular (Flyvbjerg
A., 2000).

1.4. DANO OXIDATIVO CELULAR, INFLAMACION Y ENFERMEDAD
CRONICA.

[.4.1. 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 afos, al proponer el
envejecimiento seria el resultado de una inadecuada proteccién contra el dafio
producido en los tejidos por los radicales libres (Harman D., 1956, 1973, 1992 y
2006). Vivimos en una atmdsfera oxigenada, y por lo tanto oxidante. El oxigeno
ambiental promueve el metabolismo celular, produciendo energia a traves de la
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cadena respiratoria (enzimas mitocondriales). La mayor parte de los radicales
libres son producidos por la mitocondria puesto que la utilizacion y manejo del
02 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 produccién de
radicales libres, acelerando asi la destruccion de los componentes celulares. A
medida que se les va privando de energia y dafiando, 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).

La evidencia del importante papel que tienen los radicales libres y los sistemas
antioxidantes en el envejecimiento ha llevado a estudiar el posible control
sisttmico de estas enzimas Yy, 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 disminucion 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
interpretacion 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).
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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, mucopolisacaridos, lipidos, lipofucsina ("pigmento del
envejecimiento”), etc. Ademas, se ha encontrado buena correlacion entre los
niveles celulares de superoxido dismutasa (enzima de accion antioxidante) y la
longevidad de diferentes primates (Tolmasoff J.M. et al, 1980).

En relacidén con los estudios sobre restriccion caldrica, 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 que seria debido a
una menor produccion de radicales libres. Pero, por otro lado, no hay estudios
gue hayan demostrado que animales sometidos a dietas ricas en antioxidantes
logren aumentar su sobrevida. Desgraciadamente, faltan 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
liberacion 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.

1.4.2. Mecanismos del dafo oxidativo avocados a la muerte celular.

Los radicales libres son por definicion moléculas o fragmentos moleculares, con
existencia independiente, que contienen uno o mas electrones desapareados
en su orbital mas externo (Halliwell B., 2001; Toescu E.C., 2005). Por tanto,
puede tener caracteristicas catidnicas, anidnicas 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 reduccién 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.
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El oxigeno molecular, posee dos atomos con sus electrones formando un
enlace covalente, que tiene una afinidad electrénica 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 bioldgica del orden de segundos (Sies H, 1993).

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 superoxido (O2e-) (a nivel de la NADH
deshidrogenasa o de la coenzima Q) que se pueden convertir en hidroperoxil
(HO2-), perdxido de hidrégeno (H202) 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 ademés otras moléculas derivadas del oxigeno que no son
radicales libres pero si son altamente reactivas como es el singlete de oxigeno
(1Ag O2) y el peroxido de hidrégeno (H202) (Halliwell B., 2001).

e 02+ e-+H+HO2- (radical hidroperoxilo)

e 02 + e- 02 (radical superéxido)

o 02 +e-+ 2H+ H202 (peroxido de hidrogeno)
e H202 + e- + H+ H20 + HO- (radical hidroxilo)

Las especies reactivas del oxigeno y los radicales libres del oxigeno (RLO) se
producen también como consecuencia de mdultiples procesos fisiol6gicos
(actividad fagocitica, oxidaciones biologicas, actividad de la xantin-oxidasa,
envejecimiento, alimentacién) y patologicos (hipoxia-reoxigenacion, exposicion
a productos quimicos toxicos, humo, radiaciones ionizantes y solares,
aspiraciéon de meconio, etc.).

El estrés oxidativo conduce a muchos cambios bioquimicos y es un factor muy
importante en enfermedades crénicas humanas como aterosclerosis y
enfermedades cardiovasculares, mutagénesis y céancer, 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 niumero de estudios
qgue asocian la disfuncién mitocondrial provocada por las ERO’s con la necrosis
y la apoptosis a través de la activacion de proteasas (Kowaltowski AJ et al,
1999; Kowald A., 2001). Cuando se da un equilibrio entre los RLO vy los
sistemas antioxidantes, los sistemas celulares no resultan en absoluto
dafiados.
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El problema aparece cuando los sistemas antioxidantes no logran eliminar
RLO, produciéndose un desequilibrio que desemboca en graves dafios a las
células y la produccion de nuevos radicales libres. Por todo ello, el estrés
oxidativo sera consecuencia de las relaciones e interacciones entre los tres
componentes: generacion de oxidantes, proteccion 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 dafiadas.

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 induccién 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, ain en presencia de
enzimas antioxidantes (tales como superdxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa), RLO y EROs que, eventualmente, abocaran a una muerte celular
por diversas vias, esquematizadas en la Figura 26.
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Figura 26. Mecanismos celulares del dafio oxidativo que promueven la muerte celular.
Principales enzimas antioxidantes.
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[.4.3. Estrés oxidativo e inflamacion.

El estrés oxidativo y la inflamacidén son dos eslabones comunes que subyacen
en la fisiopatologia de practicamente todas las enfermedades (desde el
sindrome metabdlico, obesidad, esteatosis, neurodegeneracién, necrosis y
apoptosis, cancer), incluido el envejecimiento y las enfermedades asociadas a
la edad (Castilla-Cortazar 1. 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 inflamacién genera estrés oxidativo y el estrés oxidativo promueve la
inflamacion, estableciendo rutas que se retroalimentan positivamente
promoviendo mecanismos fisiopatolégicos que son sintetizados en la Figura 27.

Tras la agresion tisular, los macréfagos y monocitos circulantes, las células
endoteliales y las 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.
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Figura 27. El hepatocito dafiado libera cuerpos apoptéticos que son ingeridos por las
células Kupffer residentes y las células hepaticas estrelladas o células de Ito
guiescentes, éstas sufren activacion y se convierten en miofibroblastos. La
estimulacion paracrinapor las especies reactivas de oxigeno (EROs), quimosina y
citosinas también promueve la activacion de las células estrelladas. Esto estimula a su
vez a las células inflamatorias que aumentan la cascada de lesiobn. Tomado de: Balian
A., 2011.
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Ademas de las enzimas anti-oxidantes previamente descritas un numero
importante de enzimas pro-oxidantes median procesos oxidativos (Tabla 5).

Tabla 5. Enzimas que intervienen en los procesos oxidativos

ENZIMA FUNCION

Presente en los fagosomas de

Mieloperoxidasa (MPO) neutroéfilos y monocitos. Es reponsable

EC 11122 de la actividad microbicida.
Peroxidasas Lactoneroxidasa Oxireductasa secretada por diversas
EC1.11.1.1.7 b glandulas, su principal funcién es

(LPO) antibacteriana.
Presente en los eosindfilos, su
capacidad oxidante es empleada para
combatir parasitos.

Eosinofilperoxidasa
(EPX)

Cataliza la formacién de peroxido de
Peroxidasa vascular  hidrogeno. Activa en la consolidacion de
1 (PXDN) la matriz extracelular, la fagocitosis y la
funcion inmunitaria.

Catalizan la oxidacién de monoaminas,
y la degradacion de neurotransmisores

Monoamino-oxidasas . X
como serotonina y noradrenalina. Se

(MAO) :
encuentran unidas a la membrana
EC1.4.34 , : : .
interna de la mitocondria en la mayoria
de las células del organismo.
Oxireductasa de xantina que produce
Xantina deshidrogenasa (XDH) especies reactivas del Oxigeno (H205)
EC 1.17.3.2 al catalizar la oxidacion de hipoxantina a

xantina y de esta al acido urico.

Tabla 5. Enzimas pro-oxidantes que se liberan en la activacion de la inflamacién y
fagocitosis, produciendo dafio oxidativo.

I.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 proteccidon 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
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neurodegeneracion, la enfermedad cardiovascular y el accidente
cerebrovascular, e incluso juega un papel en el envejecimiento natural, la
funcidn 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 versdtiles 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 plegamiento.

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-kB (Barnes P.J. y Karin M.,
1997). Tras aparecer el estrés oxidativo, NF-kB es translocado al nucleo y
activa la trascripcion de mediadores inflamatorios tales como iNOS (inducible
nitric oxide synthase), interleuquinas inflamatorias y ciclooxigenasa-2 (COX-2).
Sobre todos estos efectores, la chaperona Hsp70 ejerce una inhibiciébn 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 28, en la pagina siguiente.

Estos mecanismos descritos son relevantes en la fisiologia y/o progresién 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 produccién de
especies reactivas del oxigeno que conduce al dafio oxidativo, la alteracion del
transporte axonal, el mal plegamiento de proteinas, la neuroinflamaciéon y la
activacion 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 amiotroéfica.
Para algunos de estos trastornos, la generacion de modelos transgénicos de
raton ha sido una herramienta experimental Util, no solo para la investigacion
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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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Figura 28. Papel citoprotector de la respuesta mediada por las HSPs. En el panel
superior se resumen las acciones a nivel molecular; en el panel medio se muestran los
elementos de la respuesta al choque por calor en relacion a las vias de sefializacion
celular activadas bajo condiciones de estrés oxidativo, algunas HSP, como HSP33, y
HO-1 actian como sensores moleculares de estrés oxidativo, mientras que otras
tienen blancos moleculares corriente abajo en las vias de activacion de inflamacion o
apoptosis; en el panel inferior se muestran los eventos celulares que ocurren como
resultado de la activacion de este sistema. Modificado de Kalmar B. y Greensmith L,
2009.
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Antecedentes, Hipo6tesis de Trabajo y Objetivos V.J. Lara-Diaz

[I.1. ANTECEDENTES.

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion han demostrado que la cirrosis
hepatica es "una condicion de deficiencia de IGF-1" y que dosis bajas de esta hormona
pueden constituir una verdadera terapia sustitutiva induciendo mdultiples efectos
beneficiosos en ratas con cirrosis inducida por tetracloruro de carbono, entre los que
cabe destacar:

e Mejoria del balance nitrogenado (Picardi A. et al., 1997);

e Incremento de la absorcion intestinal de azlcares y aminoacidos (Castilla-Cortazar I. et
al., 1999; Pascual M. et al., 2000);

e Recuperacion de la osteopenia (Cemborain A. et al., 1998) y de la atrofia testicular, asi
como de la barrera hematotesticular (Castilla-Cortazar . et al., 2000 y 2004);

¢ Restablecimiento del tono somatostatinérgico (Castilla-Cortazar I. et al., 2001);

e Ademéas de inducir un efecto hepatoprotector (Castilla-Cortazar I. et al.,, 1997) y
antifiborogénico (Muguerza B. et al., 2001), con recuperacion de la disfuncion
mitocondrial (Perez R. et al., 2008).

Asi mismo, estudios posteriores demostraron que dosis similares de IGF-1, en ratas de
edad avanzada (otra condicion de deficiencia de IGF-1) inducian efectos
hepatoprotectores y neuroprotectores (Garcia-Fernandez M. et al.,, 2008);
normalizando la disfunciéon mitocondrial y disminuyendo la activacion de la cascada de
las caspasas que presentaban estos animales (Puche J.E. et al., 2008).

Por otra parte, la observacién de las imagenes anatomopatolégicas en estudios
previos de cirrosis experimental, sugiri6 que la administracion de IGF-1 podria estar
induciendo efectos beneficiosos sobre la polaridad de los hepatocitos y en las uniones
intercelulares, contribuyendo a la recuperacion de la arquitectura hepatocelular normal
(Tutau F. et al, 2009): Figura 29. Ademas, estudios precedentes habian mostrado
evidencias de que IGF-1 ejercia acciones sobre el citoesqueleto y la correcta posicion
de los transportadores en los enterocitos: cfr. Figura 30. Estos antecedentes
promovieron nuestro interés por el estudio de acciones similares en los hepatocitos.
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Figura 29. A. Anatomia patolégica de higado con cirrosis inducida por CCls en rata Wistar macho,
Tricromico de Mason, 40x. B. Idem, sujetos tratados con dosis bajas de IGF-1 durante tres semanas, se
aprecia la recuperacion de los cordones hepaticos, se pueden apreciar bandas de fibrosis, aunque de
menor intensidad, comparados con lo observado en A. C. Idem, tratados s6lo con IFN¢, se aprecia
importante disminucion de la fibrosis tras tres semanas de tratamiento, asimismo, se aprecia
desorganizacion de los elementos celulares hepéticos X

D. Idem tratados con IFN« y con dosis bajas de IGF-1, por tres semanas. Se aprecia importante
disminucion de la fibrosis, asi como mejoria evidente en la arquitectura celular hepética, haciendo
claramente distinguibles los cordones hepéticos (Tutau F. et al, 2009).

CI+IGF

r

Figura 30. Arriba: Microfotografias, microscopia electrénica (16,000x) de microvilli yeyunales de ratas con
cirrosis inducida por CCl4. Controles sanos (CO) a la izquierda, animales cirréticos que recibieron placebo
(CI) al centro, y animales cirr6ticos que recibieron IGF-1 a dosis de 1xg9/100 g peso como bolo en 90
minutos (CI-IGF) a la derecha. En las ratas cirr6ticas no tratadas (Cl) se observa marcada elongacion de
las microvilli. En las ratas tratadas (CI-IGF) se aprecia mayor densidad y prominencia de los haces de
microfilamentos de actina (flechas) en la base de las microvilli, comparando contra los animales cirréticos
no tratados (Cl) (Castilla-Cortazar, 1. et al, Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 276:G37-G42, 1999).
Abajo: Microfotografias, microscopia electrénica (16,000x), preparacion de anillos de yeyuno evertidos,
ratas con cirrosis inducida por CCIl4. Controles sanos (CO) a la izquierda, animales cirr6ticos que
recibieron placebo (Cl) al centro, y animales cirréticos que recibieron IGF-1 a dosis de 249/100 g
peso/dia, via s.c. por 2 semanas, (CI-IGF) a la derecha. Se aprecia marcada elongacién de microvilli en la
preparacion de animales no tratados (CI) al centro, mientras que del lado derecho, en animales tratados
(CI+IGF) las microvilli se aprecian de tamafio normal (Castilla-Cortazar, |. et al, Gastroenterology
1997;113:1180-1187).

1.2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS.

Con el fin de profundizar en los efectos beneficiosos inducidos por el tratamiento
sustitutivo de IGF-1 en condiciones de deficiencia de esta hormona, recurrimos a un
modelo experimental de “deficiencia parcial de IGF-1”, previamente caracterizado por
nuestro equipo (Guerra L., 2012; Gago A., 2012; lturrieta |, 2013, Puche E., 2013) a
partir de un modelo de ratones con una deficiencia sistémica de IGF-1 (Igfltm1Arge)
(Liu J.P. et al., 1993).

La hipétesis de nuestro trabajo supone que la sola deficiencia “parcial” de IGF-1 podria
ser un factor causal relevante promoviendo una mayor vulnerabilidad del tejido
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hepético al dafio oxidativo y a la respuesta inflamatoria. La disminucién de IGF-1
podria asimismo alterar la expresion hepatica de genes implicados en la diferenciacion
de los hepatocitos en el desarrollo, y en la morfogénesis hepatica (Duncan, 2000),
contribuyendo a una inadecuada organizacion de la arquitectura hepética. Estos
efectos podrian -quiza- ser normalizados por la administracion exégena de IGF-1.

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

Expresién hepatica del gen igfl y su receptor, asi como de otros genes
relacionados con el eje GH-IGF-1.

Expresion hepatica de genes de proteinas del citoesqueleto y de genes
involucrados en la formacién de las uniones intercelulares.

Expresion hepatica de genes relacionados con el dafio oxidativo y las defensas
enziméticas antioxidantes.

Expresién hepatica de genes pro- y anti-inflamatorios, y estado de posibles
mecanismos hepatoprotectores mediados por las proteinas de choque térmico
(heat shock proteins, HSPs).

Expresién hepética de genes relacionados con la fragmentacion del DNA vy la
muerte celular (necrosis, apoptosis y autofagia).

Expresién de genes que codifican para las principales proteinas de la matriz
extracelular hepatica.

Estudio histolégico convencional del higado para el andlisis de posibles
alteraciones de la normal arquitectura hepética.

Determinacion de la concentracion de malondiadehido en homogenizados
hepaticos como marcador de estrés oxidativo.
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IIl. MATERIALES Y METODOS






Materiales y Métodos V.J. Lara-Diaz

l1I.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

l11.1.1. Procedenciay generalidades.

Los animales de experimentacion empleados en este estudio (igfltmlArge)
fueron donados por el Prof. Dr. Argiris Efstratiadis (Columbia University, New
York, EE.UU.). En resumen, estos ratones genéticamente manipulados (Mus
musculus, fondo genético mixto MF1 y 129sv) constan de una delecién
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 se realizaron 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 adaptacion, se iniciaron cruces entre
ratones heterocigotos para la delecién 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 (CO, Igf+/+), ~43 % de heterocigotos (Hz, Igf+/-) y ~2 % de animales
knock out (KO, Igf-/-). Cfr Figura 31.
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Figura 31. Ratones de los distintos fenotipos obtenidos en la colonia. CO: Control, Hz:

heterocigotos. KO: Knock out.

Las condiciones de mantenimiento y la realizacion de los ensayos en los

animales se desarrollaron segun la normativa nacional y europea (RD
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1201/2005, ley 32/2007 y la directiva europea 86/609/CEE) y con el
consentimiento del Comité de Bioética de la Universidad CEU-San Pablo:
temperatura de 22+2°C, humedad relativa de 55+10 % y ciclos luminicos de 12
horas de luz artificial y 12 horas de oscuridad.

Los animales fueron alimentados ad libitum con agua y dieta habitual (Teklad

Global 18 % Protein Rodent Diet, Harlan Laboratories, Espafa).

[11.1.2. Caracterizacion del genotipo de los animales.

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

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

Neomicina anti-sense: 5- CCT GTC CGG TGC CCT GAA TGA ACT - 3".

Programa de amplificacion
Etapa Tiempo min Temperatura °C

Iniciacion 6 94

Separacion 1 94 7]
Anillamiento 1 60

-
Alargamiento 1 72 X 30

Alargamiento final 7 72 _

Conservacion 4
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El ADN amplificado se separ6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %
en tampoén Tris 0,1 M, Acido bérico 0.09 M y EDTA 0,001 M a pH 8,4, tefiido
con el intercalante nuclear Gel Red (Nucleic Acid Gel Stain, Biogen Cientifica,
Espafia), y se visualizdé 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 realizé 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.

lIl. 2. DISENO EXPERIMENTAL.

[11.2.1. Distribucién de los animales en grupos experimentales y pautas de
tratamiento.
Tras la caracterizacion de ratones machos de 25 semanas de edad, se

distribuyeron en tres grupos homogéneos (cfr. Figura 32):

1. Grupo de controles 6 Wild type (CO, Igf+/+, n=10), que recibieron

subcutaneamente Succinato (vehiculo) durante los diez dias de tratamiento.

2. Grupo de ratones heterocigotos con deficiencia parcial en IGF-1 (Hz, Igf+/-,
n=10), que recibieron Succinato (vehiculo) por via subcutdnea durante diez

dias.

3. Grupo de animales heterocigotos deficientes en IGF-I (Hz+IGF, Igf+/-, n=10),
a los que se administrd, subcutaneamente, el tratamiento con rhiGF-1 (2
Mg/100 g peso corporal y dia, suspendido en el vehiculo Succinato, en dos
dosis), durante diez dias.
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Controles sanos Wild type Con vehiculo

CcO n=10

Con vehiculo Hz n=10

Heterocigotos

Tratados con IGF-1 (2 pg/100g) Hz+IGF-I, n=10

10 dias de tratamiento ——>

_.—.-x_-.—.—>

25 semanas/edad

Figura 32. Disefio experimental.

[11.2.2. Extraccién 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 pesoO a todos los animales y se les extrajo sangre (150-200 uL) mediante
puncion de la vena mandibular. El suero obtenido tras la centrifugacion de las
muestras (2.600 rpm, 20 minutos, 4 °C) se conservo a -20 °C hasta su posterior
utilizacion.

El factor de crecimiento rhiGF-1 fue comprado al laboratorio farmacéutico
Chiron Corporation (EE.UU.) y suspendido en el tampén Succinato (10 mM
Succinato sédico, 140 mM Cloruro sodico) a pH 6,0.

Las dosis administradas fueron de 2 ug/100 g de peso corporal y dia, durante
10 dias, por via subcutanea, en volumenes 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) por via subcutanea durante el mismo

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

Al finalizar la intervencion experimental (dia 11), se llevd6 a cabo la
determinacion del peso corporal post-tratamiento en una balanza de precisidon
(Denver Instruments, 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 procedio a la diseccidn de los distintos 6rganos y a la recogida de muestras.
Para este estudio, el higado fue cuidadosamente extraido y dividido en 3

porciones:

a) Lobulo izquierdo para RNA, inmerso en RNAlater (Qiagen-1zasa, Espafia).

b) Medio l6bulo derecho para proteinas, congelado a -80°C en criotubos tras la inmersion

en N2 liquido.

c¢) Medio I6bulo derecho: para histologia, fijado en paraformaldehido (PFA) 4% vy

posteriormente pasado a etanol 70% (para ser procesado e incluido en parafina).

111.3. DETERMINACION DE CONCENTRACIONES CIRCULANTES DE
IGF-1.

Para determinar las concentraciones plasmaticas 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 obtencion de la curva de calibrado y resultados, se utilizo el programa
Skanlt™ Software (Fisher Scientific, Espafia) adaptado al equipo.

111.4.EXTRACCION DE ARN Y TECNICAS DE EXPRESION GENICA.

[11.4.1. Extraccion de ARN de tejido hepatico y obtencién de ADNCc.
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Entre 30-50 mg de tejido hepatico conservado en RNAlater fueron
homogeneizados por un TISSUELYSER LT (Qiagen-lzasa, Espafa) utilizando
como buffer de extraccién QIAzol (Qiagen-lzasa, Espafia).

A continuacion, se utilizé el kit de extraccion de RNA de Qiagen-lzasa RNeasy
siguiendo las indicaciones del productor y empleando el robot QIACUBE (Qiagen-
Izasa, Espafia) para optimizar el procesado. 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, Espafia).

La sintesis de ADNCc se llevo a cabo mediante transcripcion inversa, utilizando el kit
comercial High Capacity ARN to ADNc Kit (Applied Biosystems, Espafia) y un
termociclador MASTERCYCLER (Eppendorf-Durviz, Espafia). EIl ADNc obtenido se
diluy6 en H20-DEPC hasta una concentracion final de 15-20 ng/uL.

[11.4.2. Andlisis del transcriptoma mediante microarrays.

Las técnicas para la realizacion y analisis de los microarrays, 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 sefales 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 33.
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Figura 33. Analisis del transcriptoma mediante microarray.

[11.4.3. PCR cuantitativa a tiempo real.

La PCR cuantitativa se realiz6 en el equipo MASTERCYCLER REALPLEX
(Eppendorf, Espafia), utilizando una polimerasa activada por calor TagDNA
(Amplitag Gold, Applied Biosystems, Espafia), 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 SONDA REFERENCIA
i110rb © MmO00434157 m1  tubb2a  MmO00809562 sl
saal MmO00656927_g1 vcl MmO00447745_m1

cat MmO00437992_m1 actb MmO00607939_s1
cclé Mm01963251_s1 mark?2 Mm01220150_g1
ccrs MmO01307326_m1 stk1l Mm00488470_m1
gadd45a Mm00432802_m1 spna2 Mm01326617_m1
tbp MmO01255158 m1 vim Mm01333430_m1
csflr MmO00655763_m1 jam2 Mm00470197_m1
lyz2 MmO00443045_m1 cdhl MmO01247357_m1
ly96 Mm00439211_ml cdh5 MmO00486938_m1
clga MmO00432142_m1 dsc2 MmO00516355_m1
clgb MmO01179619 m1l itgh2 MmO00434513 _m1l
hspa8 MmO01731394 gH nras MmO03053787_s1
nras MmO03053787_s1 hspalb Mm03038954 sl
aifl MmO00479862_g1 hspal3 MmO00712869 m1l
igfl MmO00439560_m1 cldnl MmO00516701_m1
igflr Mm00802831_m1 cldn14 MmO00517109_s1
igfbp3 MmO01187817_m1l cldn7 MmO00516817_m1l
igfbp5 Mm00516037_m1 g6pc MmO00839363_m1
ctgf (igfbp8) Mm01192933_g1 acly Mm01302282_m1
i lmooiserel e wmoszeross
grb2 MmO03023989 g1 pdk4 Mm01166879 _m1
myolb MmO01257265 m1

Tabla 6. Sondas TagMan empleadas para la PCR cuantitativa

Los resultados obtenidos representan los niveles de expresion de cada gen
estudiado, normalizados usando como control endégeno el gen de la actina.
Los datos fueron calculados como 2AC+, donde Ct representa el ciclo umbral
en el que se detectd por vez primera un incremento definido de la fluorescencia
por encima de la sefial basal; la fluorescencia es directamente proporcional a la
cantidad de producto amplificado. El dato obtenido de cada gen, comparado
contra el obtenido para el mismo gen en el grupo CO, considerado como
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referencia, se establece comparativamente como “namero de veces por debajo
o por encima del control”. Las determinaciones se realizaron por duplicado.

El proceso para la realizacion de esta etapa, en cada uno de sus pasos, desde
la homogeneizacion y lisado de las muestras hasta la gPCR en tiempo real se
esquematiza en la Figura 34.

% ﬁ
V —— Sea
1.- Homogeneizado y lisis de 3.- Cuantificacion ARN
Muestras. Tissue Lyser, Quiagen 2.- Purificaciéon ARN, QuiaCube, Quiagen Nanodrop2000, Thermo Scientific

6.- qPCR en tiempo real, 5.- Transcripcion inversa, 4 - Andlisis de integridad ARN
Master Cycler RealPlex, Eppendorf MasterCycler, Eppendorf Experion, BioRad

Figura 34. Esquema del proceso de las muestras y equipamientos empleados para la

realizacion de PCR tiempo real.

111.5. HISTOLOGIA CONVENCIONAL.

Inmediatamente después del sacrificio de los animales, el higado fue extraido
y, tras ser pesado, se secciond separando el I6bulo izquierdo y el Iébulo
derecho, éste se dividio en dos porciones, y una de ellas se utilizé para el
estudio histolégico, se preparé sumergiéndola en paraformaldehido al 4 % (24
horas a temperatura ambiente, en agitacion) para su fijacién. Posteriormente
las muestras fueron introducidas en etanol al 70% para completar su fijacion.
Posteriormente, los higados se incluyeron en parafina tras la deshidratacion en

una serie creciente de alcoholes realizada con un procesador automatico de
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tejidos (Leica TP 1020, Suiza). Los bloques de parafina 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 ym. 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 hepatico con hematoxilina-eosina
(Merck, Espafia) para evaluar la morfologia general e identificar los nacleos
celulares.

A continuacién, se realiz6 el escaneado de las imagenes en el dispositivo
LEICA SCN400 (Leica, Suiza). Estas fueron analizadas a distintos aumentos y
se llevd a cabo la identificacion de lobulillos en cada laminilla. En seguida se
identificaron los cordones hepdticos, las triadas hepaticas, y los espacios
sinusoidales. Se fotografiaron secciones representativas a diferentes

aumentos.

111.6. DETERMINACIONES EN TEJIDO HEPATICO.
[11.6.1. Malondialdehido (MDA).

La peroxidacion lipidica es un mecanismo de dafio celular y es utilizado como
indicador de estrés oxidativo celular y tisular. Los peréxidos lipidicos son
inestables y se descomponen formando diferentes compuestos complejos. Los
peréxidos de acidos grasos poliinsaturados generan en su descomposicion
Malondialdehido 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

cromoforo estable con un maximo de absorbancia a 586 nm.
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Procedimiento:

1. Los tejidos hepaticos fueron homogeneizados (150 g/L) en una solucion 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 2.000 g durante 10 minutos a 4 °C,
recogiendo al finalizar el sobrenadante.

2. Se afadieron 200 yL de muestra -0 de solucion estandar de MDA para la curva de
calibracién- a 650 uL de una solucién de reactivo (N-metil-2-fenilindol) diluido en una mezcla de
acetonitrilo/metanol (3:1).

3. Para iniciar la reaccion, se afiadieron 150 yL de HCI al 37 %.

4. Se incubaron y se agitaron a 45 °C durante 45 minutos en un bafio.

5. Se centrifugd para eliminar la turbidez de las muestras a 9.000 g durante 10 minutos.

6. Se midio la absorbancia del sobrenadante a 586 nm.

Se utilizaron cubetas de 0,1 cm y volumen de 1,5 mL para la lectura de las absorbancias. Para
la curva de calibracién se utilizé estandar de 1 yM a 100 yM. La concentracién de MDA en la
muestra se calculé como se expone a continuacion:

[MDA] (uM) = (A- Ao) x5/ ¢

A = Absorbancia de la muestra

Ao= Absorbancia del blanco

5 = Factor de dilucién de la muestra en la cubeta (200 uL muestra en un total de 1 mL)

€ = Coeficiente de extincion molar aparente (pendiente de la curva de calibracion)

111.7. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se expresan como media * error estandar de la media (X %
EEM). Se descarto la distribucion normal de la mayoria de las determinaciones
estudiadas con la prueba de Kolmogorof-Smirnov. Por eso se aplicd analisis
estadistico no paramétrico.

Para la comparacion entre los tres grupos experimentales se realiz6 con
Bonferroni, y para la comparacién entre dos grupos se aplicé la U de Mann—
Whitney—Wilcoxon. Se realizaron correlaciones de Spearman y analisis 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 significancia estadistica se consideré cuando la

probabilidad asociada era inferior al 5% (p<0,05).
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El andlisis se realiz6 con el programa SPSS v.20.0 para PC. Las figuras de la
seccion de Resultados se realizaron utilizando el programa Excell de Microsoft
Office 2007 para PC.
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V. RESULTADOS






IV.1. CARACTERISTICAS DEL MODELO EXPERIMENTAL, CONCEN-
TRACIONES DE IGF-1, PESO CORPORAL y PESO HEPATICO.

IV.1.1. Concentraciones circulantes de IGF-1.

El modelo experimental utilizado en este protocolo se establecié a partir de los
ratones deficientes en IGF-1 aportados por el Dr. Argiris Efstratiadis
(Universidad de Columbia, NY, EE.UU.) incluyendo tres grupos:

Controles (CO), heterocigotos deficientes en IGF-1 (Hz) y heterocigotos
deficientes en IGF-1 tratados con 2 ug/100 g peso/dia por 10 dias (Hz+IGF-1)
cfr: Apartado Ill.1.1., de Material y métodos.

La validacién del modelo de deficiencia parcial de IGF-1 (ratones heterocigotos
igf-1"), que reproduce el estado de deficiencia de esta hormona observada en
la patologia humana la hemos venido caracterizando en trabajos precedentes
(Guerra L., 2012; Gago A., 2012; lturrieta |, 2013, Puche E., 2013), a partir de
un modelo de ratones con una deficiencia sistémica de IGF-1 (Igfltm1Arge)
(Liu J.P. et al., 1993).

En este protocolo de ratones machos de 25 semanas de edad, se encontr6 --
como en series anteriores -- que los ratones Hz presentaban una reduccion
significativa de las concentraciones circulantes de IGF-1, con respecto al grupo
CO (Hz=534,14 + 52,41 vs CO= 696,07 + 59,20 ng/mL, p<0,01).

La administracion exdgena de IGF-1, como en series precedentes, normalizé
las concentraciones séricas, comportdndose como una verdadera terapia
sustitutiva (Hz+IGF-1= 681,29 = 75,71 ng/mL, p<0,01), alcanzando valores
similares a los del grupo control, p NS, Figura 35.
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Figura 35. Concentraciones de IGF-1 en suero.
** p<0,01 Hz vs CO; * p<0,01 Hz+IGF-1 vs Hz.
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IV.1.2. Peso corporal en los tres grupos experimentales y correlacién con las
concentraciones circulantes de IGF-1.

La deficiencia parcial de IGF-1 se encontré asociada con una disminucion del
peso corporal de los animales afectados cuando se compararon con los
controles (CO= 39,76 + 2,45 vz Hz= 33,59 + 1,06 g, p<0,01), el tratamiento
substitutivo con IGF-1 normalizé el peso (Hz+IGF-1= 39,52 + 1,48 vs CO, p
NS), como ocurrié en protocolos anteriores. Comparando estos ultimos con el
grupo Hz, que no recibid tratamiento substitutivo, también se encontrd
diferencia significativa en el peso (Hz+IGF-1vs Hz, p<0,01), Figura 36.
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Figura 36. Peso corporal. ** p<0,01 Hz vs CO; ** p<0,01 Hz+IGF-1 vs Hz.

Ademas, se encontré correlacion directa y significativa entre el peso corporal y
las concentraciones circulantes de IGF-1, con un coeficiente r de Pearson =
0,75, p<0,05.

IV.1.3. Peso hepatico absoluto y relativo.

El peso absoluto del higado se encontrd significativamente disminuido en los
animales heterocigotos (Hz) comparados con los controles (CO), siendo (Hz=
1,63 £ 0,09 vs CO= 1,92 + 0,16 g, p<0,05), el grupo que recibié terapia
sustitutiva logro corregir estas diferencias (Hz+IGF-1= 1,93 £ 0,19 vs CO= 1,92
+ 0,16 g, p NS), y de nuevo, fue significativamente diferente del grupo
heterocigoto, Figura 37.
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Figura 37. Peso hepatico absoluto. ** p<0,05 Hz vs CO; *p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.

Sin embargo, cuando se compararon los pesos hepaticos relativos al peso
corporal total, no se encontraron diferencias entre los grupos: CO= 0,0483 +
0,003; Hz= 0,0487 + 0,001; Hz+IGF-1= 0,0488 + 0,002, p NS).

IV.2. ESTUDIO HISTOLOGICO CONVENCIONAL.

El estudio anatomopatologico del higado tefiido con Hematoxilina y Eosina
(HyE) puso de manifiesto en los animales con deficiencia parcial de IGF-1 una
desorganizacion en la arquitectura hepatica.

Los hallazgos en este estudio preliminar, que no son el objeto especifico de
este trabajo, podrian resumirse en una disposicion anormal ¥ de los
hepatocitos en el grupo Hz, sin respetar el alineamiento normal =y de los
cordones hepatocitarios a partir de la vena centrolobulillar (cfr. grupo CO) como
se aprecia en las figuras 38 y 39.
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Figura 38. Aspecto histolégico del higado, Hematoxilina y Eosina (x10 y x15), en CO= controles
y Hz= Animales deficientes de IGF-1.
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Figura 39. Aspecto histolégico del higado, Hematoxilina y Eosina (x30 y x40), en CO= controles
y Hz= Animales deficientes de IGF-1.
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IV.3 ESTUDIO DEL DANO HEPATICO OXIDATIVO Y DE LA EXPRE-
SION HEPATICA DE GENES QUE CODIFICAN PARA PROTEINAS
IMPLICADAS EN LA INFLAMACION, EL DANO OXIDATIVO Y APO-
PTOSIS.

IV.3.1. Peroxidacién lipidica en homogenizados hepaticos.

Los animales con deficiencia de IGF-1 (Hz) presentaron concentraciones
significativamente elevadas de Malondialdehido (MDA), marcador de
peroxidacion lipidica (Hz 5,28 + 1,04; CO 1,75 + 0,54, U/L, p < 0,05), que la
terapia sustitutiva normalizé (Hz+IGF-1 0,96 £ 0,55 U/L; p < 0,05 vs Hz, p NS
vs CO), Figura 40.
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Figura 40. Malondialdehido en homogenizados hepéticos.
* p<0,05; Hz vs CO; & p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.

IV.3.2. Expresion relativa de genes relacionados con enzimas y factores
implicados en larespuesta inflamatoria y proteinas de fase aguda, en higado.

En este protocolo, en el que los animales no recibieron ningun tipo de agresiéon
oxidativa ni proinflamatoria, se observo que la sola deficiencia parcial de IGF-1
se asocio con una alterada expresion de numerosos genes que codifican para
proteinas implicadas en la respuesta inflamatoria y para proteinas de fase
aguda: Tabla 7.
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Nombre del gen Hz vs WT Hz+IGF vs Hz
(Fold (Fold change)
change) _

colonystimulating factor 1 (macrophage) Csfl 1,09 1,29

colonystimulating factor 1 receptor Csfilr 2,49 -2,41

colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte) Csf3r 1,04 1,08

colonystimulating factor 3 (granulocyte) Csf3 1,18 1,02

colonystimulating factor 2 Csf2 -1,03 1,16

colony stimulating factor 2 receptor, alpha Csf2ra 1,35 -1,30

colony stimulating factor 2 receptor, beta 2 Csf2rb2 2,38 -2,39

interferon gamma receptor 1 Ifngrl 1,62 -1,34

chemokine (C-C motif) ligand 11 Ccl11 1,12 -1,01

chemokine (C-C motif) receptor 6 Ccré -1,10 1,00

chemokine (C-C motif) ligand 6 Ccl6 4,34 -4,02

chemokine (C-C motif) receptor 5 Ccr5 4,38 -4,87

chemokine (C-C motif) ligand 12 Ccl12 1,10 -1,02

chemokine (C-C motif) ligand 5 Ccls 1,40 -1,06

chemokine (C-C motif) ligand 17 Ccl17 1,26 -1,20

chemokine (C-C motif) ligand 3 Ccl3 -1,28 -1,12

chemokine (C-C motif) ligand 4 Ccl4 1,06 1,07

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 Cxcll 1,66 -2,13

chemokine (C-X-C motif) ligand 14 Cxcl14 4,06 -1,11

chemokine (C-X-C motif) ligand 16 Cxcl16 1,43 -1,58

interferonalpha 2 Ifna2 1,06 -1,05

interleukin 122 l112a 1,16 1,02

interleukin 12b l112b 1,23 1,09

interleukin 13 1113 1,06 1,11

interleukin 13 receptor, alpha 1 I113ral 1,43 -1,61

leukemiainhibitory factor Lif 1,03 1,06

oncostatin M receptor Osmr 1,54 -1,56

oncostatin M Osm 1,15 1,00

secretedphosphoprotein 1 Sppl 2,44 -1,80

lysozyme 1 Lyzl 3,26 -2,79

lysozyme 2 Lyz2 2,99 -2,31

solutecarrierfamily 11 Slcllal 1,45 -1,50

toll-like receptor 1 Tirl 1,52 -1,40

signal transducer and activator of transcription 1 Statl 2,11 -1,65

lymphocyteantigen 96 Ly96 1,71 -1,38

complementcomponent 3 C3 1,89 -1,57

complement component 1, g subcomponent, ap Clga 5,40 -3,43

complementcomponent 1, g subcomponent, B p Clgb 6,61 -2,43

complement component 1, g subcomponent, C Clqgc 3,32 -2,69

macrophageactivation 2 like Mpa2l 3,11 -2,62

orosomucoid 1 Orm1l 3,51 -2,44

orosomucoid 2 Orm2 10,52 -6,49

S100 calcium binding protein A8 (calgranulin A) S100a8 2,89 1,16
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S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B)

serumamyloid A 1
serumamyloid A 2
serumamyloid A 3
serumamyloid A 4

histocompatibility 2, class Il antigen A, alpha
histocompatibility 2, class Il antigen A, beta 1
histocompatibility 2, class Il antigen E beta

arginase, liver

proteoglycan 2, bonemarrow
eosinophilperoxidase

lactoperoxidase

monoamine oxidase A

monoamine oxidase B
peroxidasinhomolog (Drosophila)
xanthinedehydrogenase

interferon gamma

interleukin 1 alpha

interleukin 1 beta

interleukin 6

interleukin 10

interleukin 10 receptor, alpha
interleukin 10 receptor, beta
interleukin 22

cytokine receptor-like factor 1
nervegrowth factor

nervegrowth factor receptor
neuroglobin

neutrophilcytosolic factor 2

nitric oxide synthase 1, neuronal

nitric oxide synthase 2, inducible
prostaglandin-endoperoxidesynthase 1
prostaglandin-endoperoxidesynthase 2
transforminggrowth factor alpha
Transforminggrowth factor, beta 1
Transforminggrowth factor, beta 2
tumor necrosis factor

TNF receptor superfamily, member 10b
TNF receptor superfamily, member la
vascular endothelial growth factor A
vascular endothelial growth factor B
vascular endothelial growth factor C

S100a9
Saal
Saaz
Saa3
Saad
H2-Aa
H2-Abl
H2-Eb1
Argl
Prg2
Epx
Lpo
Maoa
Maob
Pxdn
Xdh
Ifng
llla
l11b

116

1110
l110ra
1110rb
1122
Crlfl
Ngf
Ngfr
Ngb
Ncf2
Nos1
Nos2
Ptgsl
Ptgs2
Tgfa
Tgfbl
Tgfb2
Tnf
Tnfrsf10b
Tnfrsfla
Vegfa
Vegfb
Vegfc

2,00
3,74
4,52
1,72
1,29
6,56
2,40
3,17
1,33
1,14
-1,01
-1,17
1,06
1,11
1,03
1,42
-1,13
-1,01
1,35
1,27
-1,15
1,23
1,75
-1,01
1,06
1,04
1,02
-1,19
1,44
1,09
-1,09
2,10
1,08
-1,29
1,04
1,03
-1,21
1,05
1,29
-1,41
1,12
-1,31

1,20
-1,70
-2,62
-1,31
-1,24
-4,22
-4,22
-2,97
-1,37
-1,12
1,35
1,16
-1,20
-1,24
-1,05
-1,34
1,12
1,04
-1,22
-1,11
1,23
1,13
-1,80
1,06
1,03
1,11
-1,30
1,03
-1,54
1,06
1,15
-1,60
1,04
1,13
1,19
1,05
1,12
1,25
-1,41
-1,08
-1,07
1,19

Tabla 7. Expresion relativa de genes implicados en la respuesta inflamatoria, proteinas de fase

aguda y del sistema del complemento.
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El estudio de la expresion génica se centrd6 en algunos de aquellos que
alcanzaron en el microarray valores de divergencia 21,5 fold change, al
comparar los grupos Hz vs CO.

El estudio por gRT-PCR puso de manifiesto que en los animales deficientes de
IGF-1 existia una hiperexpresion significativa de los genes implicados en la
respuesta inflamatoria.

La terapia sustitutiva fue capaz de revertir esta sobreexpresion, al menos para:
ccrb, ccl6, 1110rb, csflr, saal y sppl, ccr5 y ccl6, lyz2 y ly96; si bien no se
observo reversion en los genes de proteinas de complemento clga ni clgb.
Ver figuras 41A, 41B y 41C.
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Figura 41A. Expresion hepatica de genes (gRT-PCR) relacionados con la respuesta
inflamatoria.
* p<0,05; Hz vs CO; & p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.
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Figura 41B. Expresion hepética, gRT-PCR, de genes de proteinas del complemento.
* p<0,05; ** p<0,01; Hz vs CO; * p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.

Ademas, se confirm6 por gRT-PCR la hipoexpresion en animales Hz de los
genes de la lisozima 2 y del antigeno linfocitico 96 (lyz2 y ly96) que la
administracion exégena de IGF-1 normaliz6: Figura 41C.
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Figura 41C. Expresion hepética, qRT-PCR, de los genes de lyz2 y ly96 en los tres grupos
experimentales.
* p<0,05; Hz vs CO; & p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.
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IV.3.3. Expresion relativa de genes relacionados con las defensas antioxidantes
enzimaticas, en higado.

La Tabla 8 nos resume los hallazgos en este protocolo — en el que los animales
no habian recibido dafio oxidativo exdgeno — en cuanto la expresion de genes
gue codifican para enzimas antioxidantes.

Nombre del gen ' Hzvs WT Hz+IGFvs Hz
(Fold change)  (Fold change)
glutathioneperoxidase 1 Gpx1 -1,02 1,04
glutathioneperoxidase 2 Gpx2 -1,35 1,48
glutathioneperoxidase 3 Gpx3 1,23 -1,02
glutathioneperoxidase 4 Gpx4 -1,45 1,22
glutathioneperoxidase 5 Gpx5 1,11 1,11
glutathioneperoxidase 6 Gpx6 -1,29 1,24
glutathioneperoxidase 7 Gpx7 1,12 -1,06
glutathioneperoxidase 8 (putative) Gpx8 1,09 -1,15
glutathionereductase Gsr 1,04 1,10
glutathione S-transferase kappa 1 Gstkl 1,00 1,02
glutathione S-transferase, pi 1 Gstpl 1,92 1,18
catalase Cat -1,25 1,26
peroxiredoxin 1 Prdx1  -1,23 1,05
peroxiredoxin 2 Prdx2 1,22 -1,03
peroxiredoxin 3 Prdx3 1,14 -1,11
peroxiredoxin 4 Prdx4 1,08 -1,15
peroxiredoxin 5 Prdx5 1,04 1,10
peroxiredoxin 6 Prdx6 1,07 -1,16
superoxidedismutase 1, soluble Sod1l -1,33 -1,33
superoxidedismutase 2, mitochondrial Sod2 -1,49 1,33
superoxidedismutase 3, extracellular Sod3 -1,10 1,03
thioredoxin 1 Txnl -1,17 -1,04
thioredoxininteractingprotein Txnip 1,58 -1,12
thioredoxinreductase 1 Txnrdl -1,05 1,04
thioredoxinreductase 2 Txnrd2 1,05 1,23
thioredoxinreductase 3 Txnrd3 1,12 -1,37

Tabla 8. Expresion relativa de genes que codifican enzimas antioxidantes en higado

Se encontrd que la deficiencia de IGF-1 se asociaba con una hipoexpresion de
los genes que codifican para Gpx4 y Sod2, mientras que se encontraron
hiperexpresados los genes de la Gstpl y Txnip: cfr. Tabla 5.

El estudio por gRT-PCR confirmd, ademas, una hipoexpresién significativa del
gen de la catalasa, que el tratamiento sustitutivo con IGF-1 revertia a valores
similares a los controles: cfr.Figura42.
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Figura 42. Expresion hepatica del gen de la catalasa en los tres grupos experimentales.
* p<0,05; Hz vs CO; & p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.

IV.3.4. Expresion hepética de genes que codifican para proteinas implicadas en
la apoptosis y heat shock proteins.

La Tabla 9 resume la expresion relativa de los genes relacionados con la
apoptosis y los que codifican para las HSP (heath shock proteins).

Nombre del gen Hz vs WT Hz+IGFvs Hz
_ ~(Fold change) (Fold change)
BH3 interacting domain death agonist Bid 1,18 -1,04
BCL2-associated X protein Bax 1,05 -1,05
BCL2-antagonist/killer 1 Bak1 -1,08 1,07
BH3 interacting domain death agonist Bid -1,20 1,09
apoptoticpeptidaseactivating factor 1 Apafl 1,44 -1,51
Fas (TNF receptor superfamily member 6) Fas 1,14 1,01
Fas (TNFRSF6)-associated via death domain Fadd 1,08 -1,18
endonuclease G Endog -1,04 1,47
allograftinflammatory factor 1 Aifl 1,95 -2,82
carbamoyl-phosphatesynthetase Cad 1,02 1,35
voltage-dependentanionchannel 1 Vdacl -1,15 -1,08
growth arrest and DNA-damage-inducible 45 a Gadd45a 1,44 -1,21
growth arrest and DNA-damage-inducible 45 g Gadd45g 1,02 -1,06
diablo homolog (Drosophila) Diablo 1,08 1,04
caspase 1 Caspl 1,12 -1,08
caspase 3 Casp3 1,01 -1,23
caspase 8 Casp8 1,04 -1,15
caspase 9 Casp9 -1,16 1,00
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heat shock protein 1B Hspalb -1,30 1,82
heat shock protein 8 Hspa8 -2,23 1,05
heat shock protein 70 family, member 13 Hspal3 -1,91 1,82

Tabla 9. Genes relacionados con apoptosis y genes que codifican para la HSP.

La confirmacion por gRT-PCR puso de manifiesto que la deficiencia de IGF-1
se asocio con hiperexpresion significativa de apafl y aifl, considerados ambos
moléculas pro-apoptéticas, y que el tratamiento sustitutivo con IGF-1 fue capaz
de revertirla hasta valores de expresion similares a los controles.
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Figura 43. Expresion hepatica por gRT-PCR de genes proapoptoticos.
* p<0,05 Hz vs CO; ® p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.

Por otra parte, se encontré6 que la sola deficiencia parcial de IGF-1 se
acompafaba de una reduccion significativa del gen gadd45a (growth arrest and
DNA damage inducible 45 alpha), con conocidas propiedades inhibitorias de la
apoptosis.

Asimismo, se hipoexpresd el gen de hspalb, que codifica para la proteina
Heath shock protein 70kD (HSP70). Del mismo modo se comportaron los
genes hspa8 y hspal3, también codificantes para proteinas de la familia de
HSP70, que también inhibe la apoptosis.

En ambos casos, el tratamiento sustitutivo normalizé la expresion de ambos
genes: Figura 44.
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Figura 44. Expresion hepatica de genes antiapoptéticos y HSP (heath shock proteins)
* p<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001 Hz vs CO; * p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.

IV.4 ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA HEPATICA DE GENES

RELACIONADOS CON IGF-1.

El estudio por microarrays de la expresion génica en higado puso de manifiesto
que la deficiencia parcial de IGF-1 se asocia con una hipoexpresion de la
mayoria de los genes relacionados con esta hormona; Tabla 10.

Nombre del gen

Hz vsCO
(Fold change)

Hz+IGF-1vs Hz
(Fold change)

insulin-likegrowth factor 1 Igfl -2,48 1,63
insulin-like growth factor binding protein-like 1 Igfbpll -1,4 -2,17
insulin-like growth factor binding protein 1 lgfbpl -4,53 -2,17
insulin-like growth factor binding protein 2 Igfbp2 -1,03 -1,02
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insulin-like growth factor binding protein 3 lgfbp3 -1,77 1,33

insulin-like growth factor binding protein 4 Igfbp4 -1,16 1,12
insulin-like growth factor binding protein 5 lgfbp5 -1,47 1,38
insulin-like growth factor binding protein 6 lgfbp6 1,00 1,19
insulin-like growth factor binding protein 7 Igfbp7 -1,20 1,14
connectivetissuegrowth factor Ctgf -1,60 -1,57
insulin-like growth factor | receptor lgflr -1,44 1,29
insulin-likegrowth factor 2 Igf2 -1,35 1,48
Insulin-like growth factor 2 receptor lgf2r -1,23 1,27
insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 1 lgf2bpl  -1,22 1,18
insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 2 Igf2bp2  -1,37 1,03
insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 3 lgf2bp3 1,01 1,25
insulin | Ins1 1,04 1,01
insulin Il Ins2 -1,15 -1,09
insulin-like 3 /// Januskinase 3 InsI3 -1,01 1,05
insulin-like 5 InsI5 1,05 1,12
insulin-like 6 Insl6 -1,01 1,10
growth hormone receptor Ghr -1,37 1,35

Tabla 10. Expresion relativa de genes relacionados con IGF-1 en higado.

Es destacable la hipoexpresién del gen que codifica para la IGFBP1, proteina
transportadora de bajo peso molecular que atraviesa los capilares y facilita la
biodisponiblidad de IGF-1 a los tejidos.

IV.4.1. Expresidn hepatica del gen de IGF-1y su receptor.

La gRT-PCR a tiempo real confirmd que este modelo de delecion sistémica del
gen Igfl presenta una reduccién significativa de su expresion en los animales
heterocigotos en comparacion con los controles (Figura 45, grafico A, a la
izquierda).

Al contrario que lo observado en otros érganos (Guerra L, 2012; Gago A, 2012;
lturrieta 1, 2013; Puche IE, 2013) el tratamiento con IGF-1 normalizé en el
higado la expresion del gen Igfl (Figura 45, grafico A, a la izquierda, grupo
Hz+IGF-1).

Razonablemente, la expresion hepética del receptor de IGF-1 se encontrd
aumentada en los animales heterocigotos, comparados contra los controles y
los heterocigotos tratados (Figura 45, grafico B, a la derecha).
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Figura 45. Expresion hepética del gen igf-1 (A) y su receptor en higado (B).
* p<0,05 Hz vs CO; ® p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.

Al contrario que lo observado en otros 6rganos (Guerra L, 2012; Gago A, 2012;
lturrieta |, 2013; Puche IE, 2013) el tratamiento con IGF-1 normaliz6 en el
higado la expresion del gen igfl (Figura 45, A, a la izquierda, grupo Hz+IGF-1).

Razonablemente, la expresion hepatica del receptor de IGF-1se encontrd
aumentada en los animales heterocigotos, comparados contra los controles y
los heterocigotos tratados (Figura 45, B, a la derecha).

IV.4.2. Expresion hepatica de los genes que codifican paralas proteinas
transportadoras de IGF-1 (IGFBPs).

Es destacable la hipoexpresion del gen que codifica para la IGFBP1, proteina
transportadora de bajo peso molecular que atraviesa los capilares y facilita la
biodisponibilidad de IGF-1 a los tejidos.

Ademas del gen de la IGFBP1, también se encontr6 hipoexpresion de los
genes de la IGFBP3 e IGFBP5.

El tratamiento substitutivo no incrementd la expresion de ninguna de las
proteinas transportadoras, segin se muestra en la figura 46.
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Figura 46. Expresion de los genes codificantes para las proteinas transportadoras IGFBP1, 3, 5
y 8 en higado.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 Hz vs CO; ** p<0,01 Hz+IGF-1 vs Hz

En cuanto a la IGFBP8, conocida también como CTGF (Connective Tissue
Growth Factor) la terapia exdgena con IGF-1 sorprendentemente acentud auin
mas la hipoexpresion de este gen, Figura 46.

En la tabla 11 se resumen los resultados de la expresion génica relativa, por
microarrays, de 37 genes que estan involucrados en las rutas de sefalizacion
intracelular del receptor de IGF-1.

Nombre del gen Hz vs WT Hz+IGFvs Hz
(Fold change) (Fold change)
insulin-like growth factor | receptor Igflr -1,44 1,29
insulin receptor Insr -1,07 1,31
insulin receptor substrate 1 Irs1 -1,17 1,17
insulin receptor substrate 2 Irs2 -1,22 1,12
insulin receptor substrate 3 Irs3 -1,12 1,12
insulin receptor substrate 4 Irs4 -1,01 1,13
phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, alpha polypeptide  Pik3ca -1,08 1,28
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phosphatidylinositol 3-kinase (p85 alpha) Pik3r1 -1,20 1,42

phosphoinositide-3-kinase, catalytic, gamma polypeptide  Pik3cg -1,35 1,42
phosphatidylinositol 3-kinase, (p85 beta) Pik3r2 -1,43 1,29
thymoma viral proto-oncogene 1 Aktl 1,08 -1,09
thymoma viral proto-oncogene 2 Akt2 -1,08 -1,11
thymoma viral proto-oncogene 3 Akt3 -1,36 1,21
growth factor receptor bound protein 2 Grb2 1,54 -1,17
son of sevenless homolog 1 (Drosophila) Sosl 1,08 -1,38
Harvey rat sarcoma virus oncogene 1 Hrasl 1,30 1,13
v-Ki-ras2 Kirstenrat sarcoma viral oncogenehomolog Kras 1,00 1,00
neuroblastoma ras oncogene Nras 1,53 -1,08
V-raf-leukemia viral oncogene 1 Rafl -1,26 1,09
mitogen-activated protein kinase kinase 1 Map2kl 1,21 -1,33
mitogen-activatedproteinkinase 3 Mapk3 1,01 -1,01
mitogen-activatedproteinkinase 1 Mapk1 1,41 -1,23
mitogen-activatedproteinkinase 8 Mapk8 1,09 -1,25
Jun oncogene Jun -2,03 1,05
FBJ osteosarcomaoncogene Fos -1,44 -1,16
cyclin D2 Ccnd2 -1,16 1,04
cyclin B1 Ccnbl 1,00 -1,18
cyclin D1 Ccndl -1,19 -1,12
cyclin E1 Ccnel 1,96 -1,57
cyclin-dependentkinase 2 Cdk2 1,31 -1,34
cyclin-dependentkinase 4 Cdk4 1,02 1,01
cyclin-dependentkinase 6 Cdk6 121 -1,39
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) Cdknla -1,52 1,22
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B Cdknlb 1,08 -1,05
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A Cdkn2a 1,22 -1,16
E2F transcription factor 1 E2f1 -1,04 1,14
retinoblastoma 1 Rb1l 1,17 -1,31
forkhead box O1 Foxol -1,23 1,18
mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase) Mtor 1,15 1,15
NFk light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 Nfkb1 1,09 -1,19
NFk light polypeptide gene enhancer in B-cells 2 Nfkb2 -1,19 1,31
proliferatingcell nuclear antigen Pcna 1,35 -1,35

Tabla 11, Expresion relativa de genes de rutas de sefializacién de IGF-1 en higado.

El estudio por qPCR a tiempo real confirm6 que los animales con deficiencia
parcial de IGF-1 presentaban una reduccion significativa de la expresion de los
genes involucrados con las rutas de sefializacion intracelular de IGF-1, de ellos,
cabe destacar que jun, fos y grb2 se recuperan con la terapia sustitutiva, y en el
caso del ultimo, alcanza los valores normales de expresion: Figura 47.
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Figura 47. Expresion hepética relativa de los genes jun, fos y grb2.
* p<0,05; ** p<0,01 Hz vs CO; & p<0,05; ** p<0,01 Hz+IGF-1 vs Hz.

Por otra parte, y sorprendentemente, la deficiencia de IGF-1 incrementé la
expresion de nras, aunque sin alcanzar significancia estadistica con respecto a
los controles; la terapia sustitutiva redujo sensiblemente la expresion de este
gen, por debajo incluso del rango de expresion en los controles: Figura 48.
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Figura 48. Expresion hepatica del gen nras, en los tres grupos experimentales.
** n<0,01 Hz vs CO; && p<0,01 Hz+IGF-1 vs Hz.

IV.5 EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON CITOESQUELE-
TO, UNIONES ESTRECHAS, UNIONES ADHERENTES Y DESMOSO-
MAS DE LOS HEPATOCITOS.

En la tabla 12 se resumen los hallazgos de la expresion de genes relacionados
con el citoesqueleto de los hepatocitos.
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Nombre del gen

Hz vs WT

(Fold change)

Hz+IGF vs Hz
(Fold change)

desmin Des -1,11 1,15
glial fibrillary acidic protein Gfap -1,29 1,06
lamin A Lmna -1,15 1,06
nestin Nes -1,02 1,28
pleckstrin 2 Plek2 1,01 1,08
keratin 7 Krt7 1,05 1,07
caveolin 2 Cav2 -1,29 1,22
vinculin Vel -1,49 1,31
filamin, alpha Flna 1,45 -1,33
Filamin, beta Flnb -1,61 1,10
transgelin Tagin -1,28 1,14
ras homolog gene family, member A Rhoa 1,41 -1,61
RAS-related C3 botulinum substrate 1 Racl 1,30 -1,21
spectrin alpha 1 Spnal -1,13 1,21
spectrin alpha 2 Spnha2 -1,98 1,42
spectrin beta 1 Spnbl 1,26 -1,46
talin 1 TInl 1,16 1,37
talin 2 TIn2 -1,06 1,32
cortactin Cttn 1,38 1,05
microtubule-associated protein 1B Mtaplb 1,05 1,10
microtubule-associated protein, RP/EB family, 1 Maprel 1,10 1,22
microtubule-associated protein, RP/EB family, Mapre2 1,33 -1,66
2

MAP/microtubule affinity-regulating kinase 2 Mark?2 -1,52 1,34
serine/threonine kinase 11 Stk11 -1,38 1,36
myosin |A Myola -1,04 1,44
myosin IB Myolb 1,43 -1,37
myosin IC Myolc 1,09 -1,00
myosin ID Myold -1,33 1,08
myosin |E Myole 1,00 -1,09
myosin IF Myo1lf 1,03 -1,41
myosin IG Myolg 1,18 -1,14
myosin Il1A Myo3a -1,20 1,18
myosin 11I1B Myo3b -1,03 -1,07
myosin VB Myo5b 1,58 -1,27
myosin VC Myo5¢ -1,15 1,15
myosin VI Myo6 1,14 -1,25
myosin VIIA Myo7a 1,13 -1,50
myosin VIIB Myo7b 1,21 -1,20
myosin IXa Myo9a -1,31 1,40
Myosin IXb Myo9b 1,05 1,02
myosin X Myo10 1,28 -1,23
myosin XV Myo15 -1,18 1,08
myosin XVB Myo15b 1,11 -1,16
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myosin XVI Myo16 1,03 1,09
myosin XVIIIA Myol18a -1,10 1,08
myosin XVIIIb Myo18b 1,22 -1,05
actin, alpha, cardiac muscle 1 Actcl 1,02 -1,09
actin, alpha 2, smooth muscle, aorta Acta2(a- 1,08 1,04
SMA)
actin, beta Actb 1,65 -1,58
actinin, alpha 1 Actnl 1,27 -1,09
actinin alpha 2 Actn2 -1,18 1,14
actinin alpha 3 Actn3 -1,09 1,03
actinin alpha 4 Actn4 -1,20 -1,03
tubulin, alpha 1A Tubala -1,20 1,02
tubulin, alpha 1B Tubalb 1,02 -1,24
tubulin, alpha 1C Tubalc -1,28 1,15
tubulin, alpha 3A Tuba3a -1,08 1,06
tubulin, alpha 4A Tubada -1,56 1,30
tubulin, alpha 8 Tuba8 -1,23 1,48
tubulin, beta 1 Tubbl -1,21 1,34
tubulin, beta 2A Tubb2a -2,49 1,56
tubulin, beta 2B Tubb2b -1,04 1,07
tubulin, beta 2C Tubb2c -1,36 1,24
tubulin, beta 3 Tubb3 -1,01 1,36
tubulin, beta 4 Tubb4 -1,25 1,09
tubulin, beta 5 Tubb5 -1,10 1,02
tubulin, beta 6 Tubb6 -1,09 -1,20
tubulin, delta 1 Tubdl 1,02 -1,05
epsilon-tubulin 1 Tubel 1,01 1,05
tubulin, gamma 1 Tubgl 1,23 1,26
vimentin Vim 1,25 -1,76
keratin 8 Krt8 -1,07 -1,10

Tabla 12, Genes relacionados con el citoesqueleto de los hepatocitos.

En las correspondientes gRT-PCR se observé que los animales con deficiencia
de IGF-1 presentaban una disminucién significativa de los genes de la tubulina
beta 2A, mark2 (conocida como PARL1), vinculina y actina, entre otros, que el
tratamiento fue capaz de normalizar, como se ilustra en la figura 49.
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Figura 49. Expresion hepatica de los genes de la tubulina, vinculina, mark2, y actina beta.
* p<0,05 Hz vs CO;  p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.

Asimismo, del gen de la serin/treonina quinasa 11, conocida como PARII, del
que también se hipoexpres6 en los animales heterocigotos, el tratamiento
sustitutivo permitio la recuperacion de su expresion normal, segun puede verse
en la figura 50.
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Figura 50. Expresion génica en higado del gen stk11.
* p<0,05 Hz vs CO.
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En la tabla 12 se puede observar que el gen de la espectrina a2, spna2, se
hipoexpresaba en los animales heterocigotos y presentaba normalizacién en
los tratados, sin embargo, en la gRT-PCR se aprecia que el tratamiento
substitutivo no ejercié efecto alguno: Figura 51.
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Figura 51.Expresion en higado del gen de la espectrina alpha 2.
** p<0,01 Hz vs CO.

Sin embargo, la deficiencia parcial de IGF-1 se asocid6 también con
hiperexpresion de los genes de la miosina y de la vimentina, relevantes
proteinas del citoesqueleto del hepatocito que el tratamiento sustitutivo con
IGF-1 logré normalizar en 10 dias: Figura 52.
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Figura 52. Hiperexpresion hepética de los genes myosinB y vimentin:
* p<0,05 Hz vs CO; * p<0,01 Hz+IGF-1 vs Hz.
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En la Tabla 13 se resume lo encontrado respecto a la expresion relativa en los
microarray, de los genes codificantes de proteinas en las uniones estrechas
entre hepatocitos.

Nombre del gen Hz vs WT Hz+IGF vs Hz
(Fold change) (Fold change)

claudin 1 Cldn1 -1,04 -1,23
claudin 10 Cldn10 1,06 -1,03
claudin 11 Cldn11 1,02 1,00
claudin 12 Cldn12 -1,13 1,29
claudin 14 Cldn14 2,37 -1,78
claudin 15 Cldn15 -1,10 1,14
claudin 16 Cldn16 -1,12 1,11
claudin 18 Cldn18 1,12 -1,01
claudin 19 Cldn19 -1,26 1,05
claudin 2 Cldn2 -1,17 -1,06
claudin 3 Cldn3 -1,22 1,11
claudin 4 Cldn4 -1,23 1,13
claudin 5 Cldn5 1,20 -1,02
claudin 6 Cldn6 -1,07 1,14
claudin 7 Cldn7 1,48 -1,15
claudin 8 Cldn8 -1,15 1,22
claudin 9 Cldn9 -1,14 1,00
occludin Ocln -1,07 1,01
endothelial cell-specific adhesion molecule Esam 1,08 -1,23
intercellular adhesion molecule 1 Icaml 1,29 -1,33
intercellular adhesion molecule 2 Icam2 1,01 -1,12
platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 Pecaml 1,15 -1,07
F11 receptor F11r -1,12 -1,12
immunoglobulin superfamily, member 5 Igsf5 1,32 -1,22
junction adhesion molecule 2 Jam?2 1,23 -1,60
junction adhesion molecule 3 Jam3 1,05 1,04

Tabla 13, Genes relacionados con uniones estrechas

En el estudio por gRT-PCR se confirmé la hiperexpresion de los genes de
claudina 7, 14 y jam2, asimismo, se encontré hiperexpresion de claudina 1, que
no fue detectada en el microarray; de nuevo, la terapia sustitutiva con IGF-1 fue
capaz de normalizarlos logrando llegar a valores de expresion préximos a los
controles (p NS Hz+IGF-1 vs CO): Figura 53.
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Figura 53. Hiperexpresion en higado de los genes claudina 1, 7y 14 y jam2.
* p<0,05 Hz vs CO;  p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz; ** p<0,01 Hz+IGF-1 vs Hz.

En la Tabla 14 se sintetiza la informacion obtenida acerca de la expresion
relativa de proteinas implicadas en las uniones adherentes y desmosomas.

Nombre del gen ' Hz vs WT " Hz+IGF vs Hz
(Fold change) (Fold change)

cadherin 1 Cdh1l -1,04 2,04
cadherin 2 Cdh2 -1,01 1,01
cadherin 3 Cdh3 1,02 -1,29
cadherin 4 Cdh4 -1,16 1,09
cadherin 5 Cdh5 1,70 -1,80
desmocollin 1 Dscl 1,01 1,09
desmocollin 2 Dsc?2 1,46 -1,46
desmocollin 3 Dsc3 1,17 1,01
desmoglein 1 alpha Dsgla -1,16 -1,00
desmoglein 1 beta Dsglb 1,01 -1,03
Desmoglein 2 Dsg2 -1,27 -1,28
poliovirus receptor-related 1 Pvrll 1,04 -1,20
poliovirus receptor-related 2 Pvrl2 -1,19 1,44

145



poliovirus receptor-related 4 Pvrl4 1,08 1,17
catenin (cadherin associated protein), alpha 1 Ctnnal -1,12 -1,16
catenin (cadherin associated protein), alpha 2 Ctnna2 -1,02 -1,02
catenin (cadherin associated protein), alpha 3 Ctnna3 -1,23 1,14
catenin (cadherin associated protein), betal Ctnnbl 1,25 -1,33
catenin (cadherin associated protein), deltal1 Ctnndl -1,20 1,07
desmoplakin Dsp 1,53 1,04
junction plakoglobin Jup 1,03 -1,05
plakophilin 1 Pkpl -1,24 1,21
plakophilin 2 Pkp2 -1,06 1,15
plakophilin 3 Pkp3 1,16 1,08
plakophilin 4 Pkp4 -1,31 1,10
pinin Pnn -1,09 -1,15
periplakin Ppl 1,20 -1,20

Tabla 14: Genes de proteinas implicadas en uniones adherentes y desmosomas

Cuando las muestras se procesaron por qRT-PCR se confirmé que los ratones
con deficiencia parcial de IGF-1 mostraban hiperexpresion de cadherina-1,
cadherina-5 y desmocolina-2, y que la terapia sustitutiva con IGF-1 sélo
normalizo la expresion génica en el caso de las cadherinas-1y 5: Figura 54.
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Figura 54. Expresion en higado de los genes que codifican para proteinas implicadas en
uniones adherentes y desmosomas.
* p<0,05 Hz vs CO; ** p <0,01 Hz vs CO; & p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz.
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Dentro de este apartado se estudié también la expresion génica de las
proteinas involucradas en las uniones de hendidura, y no se encontraron
hallazgos relevantes entre los tres grupos de experimentacion, como se deja
ver en la Tabla 15.

Nombre del gen

| gap junction protein, alphal ~ Gjal -1,23 1,17
gap junction protein, alpha 3 Gja3 1,04 1,15
gap junction protein, alpha 4 Gjad 1,11 -1,10
gap junction protein, alpha 5 Gjab 1,07 -1,05
gap junction protein, alpha 8 Gja8 -1,01 1,20
gap junction protein, beta 1 Gjbl 1,11 1,15
gap junction protein, beta 2 Gjb2 1,18 -1,37
gap junction protein, beta 3 Gjb3 1,07 -1,02
gap junction protein, beta 4 Gjb4 1,11 -1,03
gap junction protein, beta 5 Gjb5 1,02 1,14
gap junction protein, beta 6 Gjb6 -1,11 1,00
gap junction protein, gamma 2 Gjc2 -1,24 1,20
gap junction protein, gamma 3 Gjc3 -1,04 -1,11
gap junction protein, delta 2 Gjd2 1,19 -1,00
gap junction protein, epsilon 1 Gjel 1,09 -1,04
pannexin 1 Panx1 -1,12 -1,09
pannexin 2 Panx2 1,19 1,12
pannexin 3 Panx3 -1,15 1,12

Tabla 15, Genes relacionados con uniones en hendidura

Dado que encontramos alteraciones significativas en la organizacion del
parénquima hepético, se estudidé también la expresion de genes que codifican
para proteina de la matriz extracelular: cfr. Tabla 16.

Nombre del gen Hz vs WT Hz+IGF vs Hz

(Fold change) (Fold change)
proteoglycan 2 Prg2 1,14 -1,12
perlecan Hspg2 1,14 1,14
proteoglycan 3 Prg3 1,11 -1,10
proteoglycan 4 Prg4 2,21 -2,24
chondroitin sulfate proteoglycan 4 Cspg4 -1,01 1,07
chondroitin sulfate proteoglycan 5 Cspg5 1,11 1,04
hyaluronan 1 Hapinl 1,18 -1,15
hyaluronan 2 Hapln2 1,55 -1,12
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elastin

collagen, type |, alpha 1
collagen, type |, alpha 2
collagen, type lll, alpha 1
collagen, type 1V, alpha 1
collagen, type 1V, alpha 2
collagen, type 1V, alpha 3
collagen, type IV, alpha 4
collagen, type V, alpha 2
fibronectin 1

matrix metallopeptidase 2
matrix metallopeptidase 3

matrix metallopeptidase 9

integrin alpha 5 (fibronectin receptor alpha)

integrin alpha V

integrin beta 2

Eln
Collal
Colla2
Col3al
Col4al
Col4a2
Col4a3
Colda4d
Col5a2
Fnl
Mmp2
Mmp3
Mmp9
Itga5
Itgav
Itgbh2

-1,22
-1,10
-1,58
-1,71
1,28
1,17
-1,34
-1,21
1,66
1,50
-1,06
1,34
1,10
-1,03
-1,19
2,46

Tabla 16. Genes que codifican para proteinas de la matriz extracelular

1,14
-1,07
1,13
1,08
-1,13
-1,05
1,10
-1,01
-3,99
-1,45
1,05
-1,15
1,15
1,02
1,02
-2,03

Se observé que los animales con deficiencia parcial de IGF-1 presentaban una
hipoexpresion de los genes que codifican para el Colageno a2 tipo | 'y al tipo
[ll, mientras que hiperexpresaban el gen del proteoglicano 4, del colageno o2-
tipo V, de la fibronectina 1 y de la integrina B2. Aunque por razones
presupuestales no fue posible confirmar o descartar estos ultimos resultados,
pudo establecerse por gqRT-PCR la significativa hipoexpresion del gen itgh2
(contrario a lo sugerido por el microarray) en los animales Hz y su
normalizacion tras el tratamiento sustitutivo con IGF-1.
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Figura 55. Expresion del gen (QRT-PCR) de la integrina B2 en los tres grupos experimentales.

* p<0,05 Hz vs CO; & p<0,05 Hz+IGF-1 vs Hz; p = NS Hz+IGF1 vs CO.
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V. DISCUSION






Los resultados presentados en este trabajo demuestran que la mera deficiencia
parcial de IGF-1 se asocia con claras alteraciones en la arquitectura hepatica,
que se acompafan de una expresion alterada de genes que codifican para
proteinas del citoesqueleto, implicadas en la polaridad de los hepatocitos y en
las uniones intercelulares, asi como en las principales proteinas de la matriz
extracelular (Colagenas tipo | y Ill), proteoglicanos, fibronectina, integrina-p2 y
el CTGF (IGFBP-8).

Ademas, los animales deficientes hiperexpresaban el gen del receptor de IGF-1
en higado, que no se expresa en condiciones normales, sugiriendo que la sola
deficiencia de IGF-1 convierte al higado en un 6rgano “mas vulnerable” al dafio

oxidativo.

En este sentido, se encontré que los animales deficientes mostraban también
una hiperexpresion de genes que codifican para proteinas de fase aguda, del
complemento y proapoptéticas, y que la administracion exoégena de IGF-1

lograba disminuir a valores de expresion similares a los controles.

V.1. EL MODELO EXPERIMENTAL DE ANIMALES HZ (IGF")
REPRODUCE CON APROXIMACION LA DEFICIENCIA “PARCIAL”
DE IGF-1, Y RESULTA IDONEO PARA ESTUDIAR LOS MECANISMOS
FISIOPATOLOGICOS QUE ACOMPANAN A LA SOLA DEFICIENCIA
DE IGF-1.

El presente trabajo se enmarca en una extensa serie de estudios centrados en
la caracterizacidén de “condiciones de deficiencia de IGF-1”, y en el estudio de
los efectos de la administracion exdégena de dosis bajas de esta hormona. Las
condiciones de deficiencia de IGF-1 mejor conocidas en la patologia humana
son: La cirrosis hepatica, el envejecimiento y el Sindrome de Laron.
Recientemente otras enfermedades, como las neurodegenerativas, el
crecimiento intrauterino retardado y el sindrome de ovario poliquistico, parecen
relacionarse con la deficiencia local o sistémica de IGF-1 (Picardi et al., 1996;
Castilla-Cortazar 1997; Castilla-Cortazar 2000; Wang et al., 2003; Le Roith et
al., 2008; Torres-Aleman, 2008; D’Ercole, 2008; Koutsaki et al., 2011), por lo
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que la deficiencia de IGF-1 y sus implicaciones patoldgicas adquieren un

creciente interés.

En nuestra linea de investigacion, después de estudiar los efectos de la
administracion exodgena de IGF-1 en la cirrosis experimental y en el
envejecimiento, sobre mdultiples drganos y tejidos (higado, SNC, hueso,
testiculo, tubo digestivo, musculo entre otros), se nos planted la necesidad de
descubrir los mecanismos fisiopatolégicos que respondian, exclusivamente, a

la deficiencia de IGF-1.

Por este motivo, nos planteamos como prioridad disponer de un modelo
experimental de “deficiencia parcial de IGF-1" que pudiera ser idoneo para
investigar los mecanismos de accion especificos de esta hormona, es decir,
gue constituyeran un factor causal en la fisiopatologia del sindrome estudiado,
y que pudieran ser revertidos por la terapia sustitutiva con este factor de

crecimiento.

Aunque inicialmente pretendimos utilizar para esta fin los animales Knockout
cedidos por el Prof. Efstratiadis (Liu et al., 1993), en seguida comprendimos
(Guerra et al., 2012; Gago, 2012; lturriate 1., 2013; Puche I.E., 2013) que eran
mas bien los animales heterocigotos los que reproducian una condicion de
“deficiencia parcial” compatible con la vida y con el desarrollo, y que reproducia

las descritas en la patologia humana.

En este estudio, como en los cuatro precedentes con este modelo, se pone de
manifiesto que estos animales heterocigotos, ademas de presentar disminuidas
las concentraciones circulantes de IGF-1, expresaban niveles reducidos del
gen de IGF-1 en higado (ademas de en hueso, cerebro y testiculo) por lo que
entendemos que este modelo experimental se acomoda adecuadamente a los

objetivos del trabajo.
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V.2. ELECCION DE DOSIS BAJAS (2uG-100G™"-DIA™) DE IGF-1 COMO
TERAPIA SUSTITUTIVA.

Con respecto a la eleccidon de la dosis de IGF-I a utilizar nos fundamentamos
en estudios previos en los que se comprobd que dosis bajas de IGF-1

(2ng-100g™-dia™) mostraban efectos beneficiosos sin efecto adverso alguno.

La eleccion de esta dosis, inicialmente, respondioé al intento de aportar una
terapia sustitutiva, evitando posibles efectos secundarios como la

hipoglucemia.

La eficacia de dosis tan bajas de IGF-1 esta ampliamente demostrada por
nuestro grupo, en estudios realizados en cirrosis hepatica experimental, en
estadios avanzados o en estadios incipientes de la enfermedad hepatica
cronica y en envejecimiento, demostrando que estas dosis son capaces de
elevar las concentraciones circulantes de la hormona hasta valores similares a
los del grupo control (Castilla-Cortazar 1, et al., 2000 y 2004; Jaraiz et al.,
2008).

Por otra parte, encontramos que en estadios incipientes de la cirrosis hepatica,
la administracién de dosis bajas de IGF-1 tenia efectos beneficiosos, a pesar
de que no se detectaron concentraciones bajas de IGF-1 (Castilla de Cortazar
I, et al., 1997, 1999, 2000 y 2001; Picardi et al., 1997; Muguerza et al., 2001,
Mirpuri et al., 2002), sugiriendo que en estadios incipientes de la enfermedad
hepatica, a pesar de no estar comprometidas las concentraciones circulantes
de esta hormona, parece estar disminuida su biodisponibilidad, probablemente
por estar incrementadas las concentraciones circulantes de IGFBP-3 (Picardi et
al., 1997), proteina transportadora que "secuestra" el IGF-1 en suero

disminuyendo su biodisponibilidad e incrementando su vida media.

En nuestra experiencia en la cirrosis hepatica, se verifico la eficacia de estas
dosis de IGF-1 sobre el estado nutricional, la absorcion intestinal de azUcares y
aminodcidos, la osteopenia, el hipogonadismo y la fibrosis hepética a dosis de
2 ug-100gtdia? (Picardi et al., 1996; Castilla-Cortazar I, et al., 1997, 1999,
2000, 2004; Cemborain et al., 1997; Pascual et al., 2000; Muguerza et al.,

2001). En estos trabajos, el tratamiento indujo efectos anabolizantes y
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antioxidantes, y en ningun caso estas pautas de tratamiento provocaron
hipoglucemia, al contrario, se revirtio ésta, probablemente por mejoria en la

absorcion intestinal de azucares (Castilla-Cortazar 1., et al., 1997).

Sin embargo, en el ensayo clinico realizado con pacientes cirréticos, como
consecuencia directa de los estudios basicos de nuestro grupo, dosis de 20
ug/kg pc/dia (con escalada de dosis hasta 50 — 1000 pg/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 acerca del envejecimiento, otra condicion de
deficiencia de IGF-1, se eligieron dosis similares (2,25pug-100g*-dia™?) que
igualmente elevaron las concentraciones de IGF-1, induciendo acciones
anabolizantes y antioxidantes a la vez que se evitaba cualquier efecto

hipoglucemiante (Garcia-Fernandez M., et al., 2008).

Dosis superiores (60-80ug/kg pc/dia) fueron eficaces en el tratamiento de la
osteopenia en mujeres postmenopausicas, aunque produjeron efectos
secundarios. Dosis mas bajas (30 ug/kg pc/dia) estimularon la renovacion ésea
sin provocar efectos adversos (Ebeling P.R., et al., 1993). En otros estudios
con dosis de 24 a 32 ug/kg pc/dia se han observado efectos secundarios como
artralgias, mialgias, astenia, dolor mandibular y edema en cara y manos
(Bondy, et al., 1994). Otros trabajos demostraron que dosis mayores de 2600

ug/kg pc/dia son letales por su efecto hipoglucemiante (Bagi et al, 1994).

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

En nuestro actual estudio, la administracion exdégena de dosis bajas de IGF-1
semejantes a la de anteriores trabajos, logr6 normalizar las concentraciones

circulantes de esta hormona en animales deficientes en IGF-1, de modo que
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estos resultados son congruentes con todos los anteriores, y nos confirman una
vez mas la eficacia de esta hormona a dosis bajas, que se comporta como una

verdadera “terapia sustitutiva”, sin inducir efecto adverso alguno.

V.3. LA TERAPIA SUSTITUTIVA CON IGF-1 NORMALIZO LAS
CONCENTRACIONES CIRCULANTES DE IGF-1 A LA VEZ QUE
INCREMENTABA LA EXPRESION HEPATICA DEL GEN DE IGF-1 Y
DEL GEN DE IGFBP1.

El higado es la principal fuente de IGF-1 (~75%), tras la estimulacién de los
hepatocitos por la hormona de crecimiento (Cohick W.S., Clemmons D.R. 1993;
Ohlson C. et al., 2009; Froesch E.R. et al., 1985; Sjogren K. et al., 1999). A
pesar de ello, poco se conoce acerca del papel del IGF-1 sobre el propio tejido
hepéatico en condiciones normales (Skrtic S. et al., 1997), probablemente
debido al reducido numero 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.,
1997), que constituyen alrededor del 80% del tejido hepético (Malarkey D.E., et
al., 2005); es decir, en condiciones normales, el higado no es un 6rgano “diana”
para IGF-1.

Hasta el momento, en los érganos estudiados previamente (encéfalo, hueso,
testiculo) igual que ha sucedido para el higado en este trabajo, encontramos
una reduccién significativa de la expresién de IGF-1, como era esperable por
tratarse de un modelo con una delecion sistémica del gen igf-1. Uno de los
datos mas relevantes del presente estudio centrado en el higado, es que la
terapia sustitutiva incrementé significativamente la expresion del gen de IGF-1,
cambio en la expresidn génica que no ocurrid en el resto de los tejidos
estudiados (Guerra L., 2012; Gago A., 2012; Iturrieta I., 2013 y Puche I. E,,
2013).

Por tanto, podriamos decir, a partir de estos resultados, que la normalizacion
de las concentraciones circulantes de IGF-1 se debe no solo a la
administracion exdgena, sino a la mejoria de la produccién enddgena de esta

hormona, de sintesis fundamentalmente hepatica. La comprobacion de esta
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sugerencia requeriria que se demostrase la sintesis de la proteina especifica,
por ensayos como el Western blot, y serd motivo de trabajos posteriores,

actualmente en curso.

Por otra parte, la IGFBP1 es una proteina fundamentalmente de sintesis
hepética, de bajo peso molecular, capaz de transportar el IGF-1 y facilitar su
acceso a los tejidos, al atravesar los capilares (Cohick W.S., Clemmons D.R.
1993). En este modelo, se encontr6 que la expresion de IGFBP1l estuvo
significativamente reducida, y el tratamiento sustitutivo, en solo 10 dias, la

normalizé.

Sin embargo, no se observo reversion de la hipoexpresion génica de otras BPs
como la IGFBP3, IGFBP5 e IGFBP8, cuya expresidbn se encontrd
comprometida en los animales deficientes de IGF-1. Como ya se ha
comentado, de éstas, IGFBP-3 es la proteina de unibn mas importante, la que
muestra mayor afinidad, y la que tiene mayor concentracidbn plasmética
(Langford K.S. et al., 1993; Baxter R.C., 1994). Unida a la glicoproteina ALS
(Acid-labile subunit) forma un complejo ternario que le da estabilidad, y de este
modo actia como reservorio de IGF-1, siendo el principal mecanismo
fisiolégico para prolongar la vida media de éste en la circulacion (Clemmons
D.R. et al., 1992; Thissen J. P. et al., 1994; Smith W.J. et al., 1995). De este
modo, modula la accién de IGF-1 a nivel tisular, al impedir su acceso a los
tejidos, con lo que se inhibiria el crecimiento y sus efectos anabdlicos
relacionados, o facilitar el crecimiento a través de aumentar la interaccion de
IGF-1 con sus receptores (Clemmons D.R. et al.,, 1992). En cuanto a los

resultados relativos a IGFBP-8, se discutiran en el apartado siguiente.

V.4. NOVEDOSOS MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS EN HIGADO,
SECUNDARIOS A LA DEFICIENCIA PARCIAL DE IGF-1: POLARIDAD
DE LOS HEPATOCITOS Y ARQUITECTURA HEPATICA.

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-17, en el que la administracion exdgena pudiera recuperar
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las concentraciones circulantes de esta hormona y contribuir a revertir el
proceso fisiopatoldégico desencadenado 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 progresién de la deficiencia. En este
contexto, fuimos capaces de relacionar la deficiencia de IGF-1con la
desnutricion progresiva que sufre el paciente cirrético, con pérdida de peso,
hipoproteinemia, reduccion de masa muscular, malabsorcién intestinal,
osteopenia, hipogonadismo, etc.). Nuestros trabajos precedentes en cirrosis
experimental inducida por CCl,; nos han permitido aclarar en parteel papel
fisiopatoldgico de IGF-1 en la progresion de la enfermedad hepatica cronica. En
concreto, nuestro grupo demostré que el tratamiento con rhiGF-1 en cirrosis
experimental inducia: un aumento de la eficacia de la dieta, con mayor
absorcion de nitrégeno y mejor balance nitrogenado (Picardi A. et al., 1997); la
normalizacion de la absorcién intestinal de aminoacidos y azucares (Castilla-
Cortazar I. et al., 1997; Castilla-Cortazar I. et al., 1999; Pascual M. et al., 2000)
incluyendo animales con cirrosis descompensada y ascitis (Castilla-Cortazar I.
et al., 2004), mejorando el metabolismo de la glucosa (Castilla-Cortazar I. et al.,
1997), disminuyendo la hipertension portal, la endotoxemia y la translocacion
bacteriana (Lorenzo-Zufiga V. et al., 2006), mejorando la osteopenia tanto en
la cirrosis compensada como en la ascitica (Cemborain A. et al., 2000;
Cemborain A. et al., 1998) y la morfologia y funcion testicular (Castilla-Cortazar
I. et al., 2000; Castilla-Cortazar I. et al., 2000 a; Castilla-Cortazar I. et al., 2004),
recuperando el tono somatostatinérgico (Castilla-Cortazar I. et al., 2001) con
mejoria de la funcién hepatica (aumento de la albuminemia y factores de la
coagulacion) y disminuyendo el dafio oxidativo y la fibrosis hepética (Castilla-
Cortézar |. et al., 1997; Muguerza B. et al., 2001).

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

Sin embargo, la coexistencia o preexistencia de otros factores fisiopatoldgicos

(como es el caso de la cirrosis hepéatica, hepatectomia parcial, etc.) hacen que

159



los efectos de la sola deficiencia de IGF-1 sean menos evidentes, o incluso,
costosamente reconocibles o discutibles. En este contexto, entendemos que el
establecimiento de un modelo experimental en el que sélo se reproduzca la
deficiencia parcial de IGF-1, es un instrumento imprescindible para poder
discernir todas aquellas disfunciones de las que es responsable el déficit de
IGF-1, en las que seria esperable que la terapia sustitutiva ejerciera efectos

beneficiosos.

En primer lugar, en el presente estudio se encontré que la sola deficiencia de
IGF-1 se asociaba con una disminucion del peso hepatico absoluto, y con
evidente alteracion de la arquitectura hepatica, utilizando elementales técnicas
de histologia convencional, en cortes tefiidos con H&E. Como ya se ha
mencionado, la incorrecta formacion de los cordones de hepatocitos —cfr.
figuras 38 y 39), se asocidé con hipoexpresion de genes que codifican para
proteinas del citoesqueleto y de las uniones intercelulares, tales como: tubb2a
(Tubulina B 2-A), vcl (Vinculina), mark2 (MAP/microtubule affinity-regulating
kinase 2) y actb (Actin B), que la terapia sustitutiva con IGF-1 mejor6 o
normalizd, aproximando los valores de expresion a los de los controles, salvo

en el caso de la espectrina a2 .

MARK?2, también conocido como EMK1, es el homdlogo de PAR-1 en
mamiferos, PAR-1, de la familia de proteinas PAR, juega un importante papel
en el desarrollo de o bien un epitelio columnar (tipico de 6rganos como rifion e
intestino) o bien un epitelio hepatico. En funcién de sus diferentes niveles de
expresion, puede modular la formacion de distintos tipos de limenes. Si sus
niveles de expresion son bajos, se formara un lumen tipico de un epitelio
columnar con una orientacion vertical de los microtubulos. Por el contrario, si
sus niveles de expresion son altos, se produce la formacion de un lumen en
puntos de contacto célula-célula (canaliculo biliar) tipico de los hepatocitos, con
una disposicion horizontal de los microtubulos (Cohen et al, 2004a). Ademas,
produce la reorganizacion del trafico proteico, tal y como se ha observado en
células de rinidn MDCK (Madin-Darby canine kidney), en las cuales cambia el
modo directo de transporte de proteinas de nueva sintesis (desde el aparato de

Golgi hacia el lumen) por la ruta de transocitosis (en donde las proteinas pasan
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primero por los endosomas basolaterales antes de llegar al lumen apical) tipica
de los hepatocitos, cuando sus niveles de expresion son altos (Cohen et al,
2004b; Pombo et al, 2012).

En sentido contrario, la deficiencia de IGF-1 y la pérdida de alineacion de los
hepatocitos se acompafiaron con la hiperexpresion de genes que codifican
para otras proteinas del citoesqueleto o de las uniones intercelulares, como
son: myolb (Myosin 1B), vim (Vimentin), cldnl (Claudina 1), cldn7 (Claudina 7),
cldn14 (Claudina 14), jam2 (JAM, Junction adhesion molecule 2), cdhl
(Cadherina 1), cdh5 (Cadherina 5) y dsc2 (Desmocollin 2). En estos casos, la
terapia sustitutiva fue capaz de revertir lo observado en todas estas proteinas,

excepto Desmocollin 2, cfr. figuras 52, 53 y 54.

Las Claudinas son responsables de la permeabilidad a solutos y electrolitos en
las uniones estrechas, la delecion de cldn7 en ratones se ha asociado a
pérdida grave de sal, mutaciones en cldnl4 se asocian a dafio coclear
profundo y sordera (Niessen et al, 2007; Soini, 2012; Ichikawa-Tomikawa et al,
2011).

JAMSs, glicocproteinas transmembrana emparentadas con las inmunoglobulinas
funcionan como componentes de las uniones estrechas que impide mezcla de
proteinas entre los dominios apical y basolateral de la membrana de los
hepatocitos, JAMs de células vecinas se unen para formar dobletes (Ichikawa-
Tomikawa et al, 2011; Lee y Luk, 2010; Niessen et al, 2007).

Las Cadherinas son parte de la gran familia de proteinas adhesivas
dependientes de Ca*" (Harstock y Nelson, 2008). E-cadherina (cdh-1, caderina-
1 6 uvomorulina) es una glicoproteina de membrana de un solo paso
perteneciente a esta familia, que es requerida para la unién y localizacién de un
gran numero de proteinas citoplasmicas que conectan el complejo cadherina
con el citoesqueleto de actina y diversas vias de sefalizacion. Estas proteinas
son las cateninas, entre las que destacan catenina-p120 (subfamilia en la que
se encuentra la catenina-d (Carrnham et al, 2010) y las placofilinas,
encontradas fundamentalmente en desmosomas (Niessen, 2007)), catenina-B y

catenina-a de las células endoteliales, proceso dependiente de la correcta
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formacion de contactos célula-célula (Caveda et al, 1996; Lampugnani et al,
1992). En la figura 57 se ilustra como E-cadherina/Cdh-1 interviene en diversas

vias de sefalizacion.
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Figura 57. Representacion esquemética de la funcién de las Cadherinas y su unioén con las
Cateninas, entre las que la catenina-¢, la catenina-f# y la catenina P120 juegan un papel
preponderante, siendo responsable de la activaciébn o inactivacion de diferentes vias de
sefializacion intracelulares
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La cadherina-5 o VE-cadherina (vascular-endotelial cadherin) es expresada en
hendiduras intercelulares en el endotelio y, ademés de unirse a cateninas para formar
las uniones adherentes entre células, es necesaria para la proliferacion de las células
endoteliales, proceso dependiente de la correcta formacion de contactos célula-

célula (Caveda et al, 1996; Lampugnani et al, 1992).

La Desmocolina 2 es una proteina desmosomal perteneciente a la familia de
las Cadherinas, también participa en la formacion de uniones adherentes
intercelulares dependientes de Ca** (Collins et al, 1991), la disminucién en su
expresion promueve la proliferacion celular permitiendo el desarrollo de
tumores colorrectales, debido a que activa la via de sefializacion Akt/p-catenina
(Kollegratt et al., 2010).

Estos resultados parecen sugerir que la deficiencia de IGF-1 compromete la
correcta polarizacion de los hepatocitos y el consiguiente alineamiento de los
mismos, alterando la formacion de los cordones hepatocitarios tipicos de la

peculiar arquitectura de este érgano.

Otro dato que merece especial mencion es que los animales deficientes de
IGF-1 presentaron una hipoexpresién de las principales proteinas de la matriz
extracelular hepatica (Colageno | y Colageno lll), asi como del CTGF, que es la
IGFBP8, implicadas en el proceso de formacion de la matriz extracelular,

aunqgue proteoglicanos y fibronectina se hiperexpresaron.

El CTGF, inicialmente conocido como IGFBR-rP2, equivalente a IGFBP-8 (Kim
H.S. et al., 1997) tiene funcion en la formacién de la matriz extracelular. Por
ello, es de gran importancia tanto en condiciones fisiol6gicas (homeostasis
tisular) como patolégicas (fibrosis) (Nguyen T.Q. et al., 2008). Asi, cuando esta
proteina se hiperexpresa, se aprecian acumulos de matriz extracelular, que en
los diferentes organos pueden manifestarse como fibrosis hepéatica, renal 0
pulmonar (Oemar B.S. y Luscher T.F., 1997), mientras que cuando esta
proteina es deficiente o ausente, se observan desestructuracién tisular e
incapacidad para cicatrizacion (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 TGF[, angiotensina |l, aldosterona, glucocorticoides y VEGF,
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entre otros. Un esquema de estas interacciones se ha representado en la figura
21.

Asimismo, esta proteina tiene interaccion con una gran variedad de moléculas
implicadas en el remodelado de matriz extracelular (TGF-B1, TGF-p2 y
fibronectina), permeabilidad vascular y angiogénesis (VEGF), adhesion celular
y migracion (integrinas), entre otras (Oliver N. et al, 2010).

Los resultados en el presente trabajo no son suficientes para concluir acerca

del alcance que la hipoexpresion de CTGF puede tener en el higado.

Aungue haran falta ulteriores estudios, todos estos resultados parecen indicar
que la deficiencia de IGF-1 se asocia con una mayor vulnerabilidad hepética a
la agresion, incluido el dafio oxidativo que acompafa a las diferentes funciones

fisiol6égicas, como se comentara en el apartado siguiente.

Para dilucidar el alcance terapéutico de estos datos se ha iniciado un protocolo
en que los animales deficientes de IGF-1 reciben dafo agudo con tetracloruro

de carbono.

V.5. LA MERA DEFICIENCIA DE IGF-1 SE ASOCIO CON UN
INCREMENTO DEL DANO OXIDATIVO HEPATICO, Y DE LA
EXPRESION DE GENES QUE CODIFICAN PARA PROTEINAS DE
FASE AGUDA, FACTORES DEL COMPLEMENTO, CITOQUINAS
PROINFLAMATORIAS Y FACTORES PREAPOPTOTICOS, ASi COMO
LA REDUCCION EN LA EXPRESION DE GENES DE FACTORES
ANTIAPOPTOTICOS.

Uno de los resultados mas relevantes del presente trabajo es que la sola
deficiencia de IGF-1 se asoci6 con un incremento significativo de la
peroxidacion lipidica, que la terapia sustitutiva fue capaz de revertir (Figura 40).
Puesto que en este protocolo los animales no han recibido ningan dafo
oxidativo, la peroxidacién lipidica en higado sélo puede ser el resultado de la
peroxidacién secundaria a procesos fisiolégicos (respiracion mitocondrial,
estallido respiratorio de la fagocitosis, metabolismo de toxicos, etc.), sugiriendo

gue los animales deficientes de IGF-1 son mas vulnerables al estrés oxidativo.
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En este sentido, se encontré6 que los animales Hz (Igf+/-) mostraron una
hiperexpresion de genes relacionados con las proteinas de fase aguda,
factores del complemento, citoquinas proinflamatorias (cfr. figuras 41-A 'y 41-B)
y factores proapoptoticos (cfr. figura 42); asimismo, se hipoexpresaron genes
relacionados con proteinas inhibidoras de la apoptosis, como con gadd45a y

las proteinas de choque térmico (HSP; cfr. figura 43).

La administracion exdégena de IGF-1 a dosis bajas, en solo 10 dias de
tratamiento, normalizé estos genes, sugiriendo una respuesta antiinflamatoria y
antiapoptotica, en higado de animales que, de nuevo, no habian recibido

agresion oxidativa alguna.

Estos resultados son congruentes con el efecto hepatoprotector descrito en la
cirrosis experimental (Castilla-Cortazar 1., et al, 1997; Muguerza B. et al., 2001;
Mirpuri E., et al., 2002; Garcia-Fernandez M. et al., 2005; Pérez R., et al., 2008
y Tutau F. et al., 2009) con recuperacién de la funcién mitocondrial. Estudios en
marcha en este mismo modelo experimental pretenden dilucidar si la sola

deficiencia de IGF-1 se asocia con disfuncion mitocondrial.

V.6. EXPRESION HEPATICA DEL RECEPTOR DE IGF-1 EN
CONDICIONES NORMALES Y FISIOPATOLOGICAS.

Como ya se ha mencionado, el higado no es un 6rgano diana para el IGF-1. De
hecho, los hepatocitos no expresan el receptor de IGF-1 en condiciones
normales (Froesch E.R. et al., 1985; Caro J.F. et al., 1988; Skrtic S. et al.,
1997; Cohick W. S., Clemmons D.R. 1993). Sin embargo, las células hepaticas
no parenquimatosas (Células de Kupffer, células estrelladas, etc.) expresan
IGFR (Skrtic S. et al.,, 1997; Malarkey D.E. et al.,, 2005) donde promueve la
sintesis de ADN (Pinzanni M., et al, 1990; Gressner A.M., et al, 1993) asi como
la produccion del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) en las células
estrelladas hepaticas (Skrtic S. et al., 1997).
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En condiciones de regeneracion hepatica (por ejemplo, tras una hepatectomia
parcial) donde se requieren altas tasas de replicacion de hepatocitos, se ha
demostrado el papel de apoyo de IGF-1, al estimular la proliferacion de
hepatocitos y acelerar la sintesis de ADN (Pennisi P.A. et al, 2004; Desbois-
Mouthon C. et al, 2006) junto con IL-6, TNF-a, HGF, y TGF-o/EGF (Fausto N.
et al, 1995; Cressman D.E. et al, 1996).

Esta notable diferencia podria deberse al incremento de receptores de IGF-1

gue parece acontecer durante el dafio hepatico (Stefano J.T. et al., 1996).

En nuestra experiencia, el higado sano, no agredido, no expresa IGFR, al
menos en la edad adulta, sin embargo, lo expresa el higado cirrético, y también
cuando ha recibido dafio oxidativo agudo (Castilla-Cortazar ., datos no
publicados). En el presente estudio, los animales con deficiencia de IGF-1
sobreexpresaron el gen igfR, esto inicialmente podria ser entendido como una
respuesta compensatoria al déficit de IGF-1. En las coordenadas conceptuales
que propiciaron los resultados de este trabajo, la hiperexpresién del gen del
receptor de IGF-1 también podria ser interpretada como un signo “defensivo”
de un higado “per se” mas vulnerable al dafio. En condiciones fisiopatoldgicas,
la expresion del receptor de IGF-1 tiene ese significado, por las acciones
antiinflamatorias, anabolizantes y citoprotectoras de esta hormona.
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VI. CONCLUSIONES






Los resultados expuestos en el presente trabajo con ratones de 25 semanas de

edad nos permiten inferir las siguientes conclusiones:

1. Este estudio confirmd, como trabajos precedentes, que los animales
heterocigotos (Hz Igf-1"") presentan concentraciones circulantes de IGF-1
significativamente bajas, que son reversibles a la administracién exdgena
de rhiIGF-1 por via subcutanea, a dosis de 2 ug/100 g peso corporal/dia

durante 10 dias.

2. En este modelo experimental que hipoexpresa sistémicamente IGF-1, en el
higado - principal fuente de sintesis de esta hormona - el tratamiento
sustitutivo promovié la normal expresion del gen igf-1, que podria estar

contribuyendo a la normalizacién de sus concentraciones circulantes.

3. Por otra parte, los animales deficientes mostraron un incremento en la
peroxidacion lipidica en higado, con hiperexpresion de genes relacionados
con proteinas del complemento, proinflamatorias, asi como hipoexpresion
génica de enzimas antioxidantes y factores inhibidores de apoptosis. El
tratamiento sustitutivo normalizé la peroxidacion lipidica y mejoré la

expresion de la mayoria de estos genes.

4. La mera deficiencia parcial de IGF-1 se asoci6 con una alteracion
significativa de genes que codifican para las proteinas del citoesqueleto y
uniones estrechas entre los hepatocitos, que parecen provocar una
incorrecta organizacion de la arquitectura hepatica, como pudo observarse
en los estudios histolégicos, que muestran desalineacion de los cordones

hepatocitarios.
5. Ademas, la sola deficiencia parcial de IGF-1 se acompafié de una reduccién

en la expresion de genes que codifican para proteinas esenciales de la

matriz extracelular hepatica (Coldgeno a-2 tipo | y Colageno a-1 tipo Ill), asi
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como con incremento en la expresion de otros como proteoglicanos,

fibronectina-1 e integrina B-2.

Los animales con deficiencia parcial de IGF-1 hiperexpresan el gen del
receptor de esta hormona en higado, que no se expresa en el higado sano,

y el tratamiento sustitutivo promovié la normal expresion de este gen.

Tomados todos estos datos en conjunto, sugieren que la sola deficiencia de
IGF-1 imposibilita la correcta estructura celular y tisular del higado, y parece
convertirlo en méas vulnerable al dafio oxidativo, incluso al dafio producido

como resultado de funciones fisioldgicas.
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