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Antonio Ldpez Guerra

El higado es un érgano sometido a una gran variedad de influjos hormonales. Ello
es posible porgue las células hepaticas expresan receptores para una amplia
gama de hormonas y factores de crecimiento, los cuales median las respuestas

especificas de las células hepéticas a cada una de estas hormonas y factores.

Uno de los multiples papeles que el higado desempeiia dentro de la fisiologia es su
participacién como 6rgano endocrino. En este sentido, es bien sabido que el higado
es capaz de producir y verter a la sangre diversos factores de crecimiento. Quiza
los mas investigados sean los Insulin-Like Growth Factors (IGFs), de los cuales se
han descrito dos tipos. Aunque estos factores son producidos por muchos tejidos,
en donde actuarifan por via paracrina, los niveles plasmaticos de IGF-l proceden
mayoritariamente de su sintesis hepdtica, y esta sintesis esta sometida a una
regulacién multihormonal. De todas ellas, es la hormona de crecimiento la que
parece jugar un papel preponderante en la sintesis de IGF-I. A su vez, los niveles
plasmaticos de IGF-I regulan a la baja la secrecién de hormona del crecimiento. Ello
ha dado pie a la hipétesis de que el hipotalamo, la hip6fisis y el higado forman un

eje neuroendocrino.

Ademas del IGF-I, otras muchas proteinas hepaticas estén sujetas a regulacion
multihormonal. Hace ahora seis afios que nuestro grupo ha venido trabajando en
la caracterizacién bioquimica y en la regulacién endocrina de una proteina
microsomal hepética, capaz de captar diversos esteroides pertenecientes a

diferentes familias, con una menor afinidad que la exhibida por los respectivos

-1-
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Introduccion

receptores, pero con una mayor capacidad de fijacién. Esta proteina esta regulada
por los glucocorticoides, las hormonas tiroideas y la hormona del crecimiento. En
esta memoria se pretende profundizar, tanto en el papel aislado que estas
hormonas desempefian en su regulacion, como en el dimorfismo sexual al que esta
sometida, intentando desentrafiar el modo en que el estradiol, en circunstancias

fisiolégicas, interfiere en dicha regulacion.

1.1. HORMONA DE CRECIMIENTO E HIGADO.

La Hormona de Crecimiento (GH) es un polipéptido de 22 kDa que, en el
hombre posee 191 aminoacidos dispuestos en una sola cadena, en la que
existen dos puentes disulfuro. La GH de rata presenta un 66% de homologia
con la humana y es tan sélo un aminodcido més corta. La GH es sintetizada
y secretada por la hipéfisis y esta secreciéon es, en principio, controlada por
dos péptidos hipotaldamicos de efectos opuestos: la Somatostatina que inhibe
la secrecién de GH (Brazeau et al., 1973) y el Factor Liberador de Hormona
del Crecimiento (GRF), el cual estimula la liberacién de GH (Szabo et al.,
1982). Tanto en el humano como en la rata, pero especialmente en esta
Gltima, la sintesis y secrecion de GH ademads esté fuertemente influenciada por las
hormonas tiroideas y por los glucocorticoides, las cuales actlan sinérgica y
directamente a nivel de la expresién génica de la GH (Wegnez et al., 1.982;

Martinoli y Pelletier, 1989).
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A su vez, la GH es capaz de regular su propia secrecién mediante la estimulacion
de la secrecion de Somatostatina (Berelowitz et al., 1.981a; Tannenbaum, 1.980)
y también a través de la estimulacion de la secrecién hepética del IGF-I, el cual es
capaz de actuar sobre las células somatotrépicas inhibiendo la accién estimuladora

del GRF (Berelowitz et al., 1.981b).

La secrecion de GH no es continua a lo largo del dia, sino que tiene lugar de forma
episédica y siguiendo un patrén definido y diferente segin el sexo y la edad. Asi,
en la rata, hasta los 22 dias de edad, tanto los niveles plasmaticos como el patrén
de secrecion de GH es similar en ambos sexos. A partir de los 30 dias de edad el
patrén de secrecién comienza a cambiar, de forma que en la rata macho aduilta, la
secrecion de GH esta gobernada por un ritmo circadiano en el cual se producen
picos de secrecién de GH aproximadamente cada 3.3 horas (Tannenbaumy Martin,
1976; Edén, 1979). Por su parte, las hembras presentan un ritmo con picos de
mayor frecuencia -de uno a dos picos cada dos horas- pero de menor amplitud. Los

niveles de GH entre picos son mas altos en la hembra que en el macho.

Este dimorfismo sexual que caracteriza a la secrecion de GH también se ha
relacionado con la sintesis y liberacién hipotaldmica de los dos neuropéptidos
anteriormente mencionados: el GRF y la Somatostatina (Frohmany Jansson, 1985).
Se han usado diversos métodos para clarificar la verdadera importancia que estos
neuropéptidos pueden tener sobre el patrén de secreciéon de GH. Asi, Wherenberg

(1.986) demostré que la amplitud de los picos de secrecion de GH, pero no su

-3 -
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frecuencia, se veian incrementados durante la infusién continua de GRF. Otros
autores, generaron un perfil masculino de secrecién de GH en hembras intactas
mediante la infusién intermitente de Somatostatina (Clark et al.,, 1988a),
demostrando ademés, que la liberacién de GH después de detener la infusion de

Somatostastina dependia de la presencia de GRF (Clark et al., 1988b).

Tomando estos trabajos en conjunto, parece claro que en ambos sexos, la GH
regula su propia secrecién a través de un mecanismo de reatroalimentacion en el
que el aumento de la secrecion de Somatostatina y la disminucién de la secrecion
de GRF que acontecen durante los periodos de baja secrecién de GH, estan

inducidos por el pico precedente de ésta (Carlsson et al., 1990).

Se ha demostrado la presencia de ARNm de Somatostatina en las ratas macho
desde los 10 dias de vida y, a diferencia de la hembras, persiste durante el
desarrollo, incrementandose antes de la pubertad para disminuir a partir de ésta
(Argente et al., 1991). Los niveles de ARNm de GRF son también mayores en el
macho que en la hembra, aunque las diferencias en cuanto al sexo comienzan a
hacerse evidentes a partir de los 30 dias de edad (Gabriel et al., 1989). Por ello, no
es extrafno que la secrecién de GH tras un estimulo con GRF u otros productos sea
mayor en el macho que en la hembra (Krieg et al., 1986). Sin embargo, la
administracion de Glutamato monosddico inmediatamente después del nacimiento,
con el fin de producir un deterioro especifico de la produccién de GRF sin afeccion

de la produccion de Somatostatina, consigue reducir a tan sélo un 10% la

-4 -
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secrecién de GH en ambos sexos, pero con reduccion de la frecuencia de los picos
sélo en las hembras (Maiter et al., 1991a). Todos estos datos sugieren que la
secrecion de GRF es méas continua en las hembras, lo cual explicaria los elevados

niveles de GH que presentan la hembras en los periodos entre picos.

Como queda patente por lo hasta ahora mencionado, el modelo de secrecién de GH
debe estar fuertemente condicionado por las hormonas sexuales. Esta afirmacion
estd corroborada por los numerosos trabajos que hasta el presente se han
publicado en este sentido, relacionando las hormonas sexuales con la GH y con sus

efectos sobre proteinas hepéticas especificas.

Se sabe que la administracién de estrégenos a una rata macho y de andrégenos a
una rata hembra, tiende a feminizar y masculinizar respectivamente el patrén de
secrecion de GH (Mode et al., 1982). También la orquidectomia neonatal produce
feminizacién de la secrecién de GH, aunque si a estos machos se les trata
neonatalmente con andrégenos se vuelve a tener picos con la amplitud de los
machos normales (Jansson et al., 1987). A pesar de ello, en otros trabajos se ha
demostrado que la orquidectomia séla o seguida de la administracién de
testosterona no tiene influencia sobre el contenido hipotaldmico de GRF (Maiter et
al., 1991b). Otras investigaciones han demostrado que el tratamiento con
testosterona en machos orquidectomizados en la edad adulta es capaz de prevenir
la importante caida del nivel de ARNm de GRF que de manera natural acontece en

los pocos dias siguientes a la orquidectomia, lo cual no ocurre cuando se usa

-5
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estrogenos en lugar de testosterona. De ello se puede concluir que los estrégenos
no tienen efectos sobre el hipotdlamo de la rata macho (Zeitler et al., 1990). Por
orta parte, cuando se administra estradiol radiactivo a hembras ovariectomizadas,
una hora después éste se localiza en el 90% de las células secretoras de GH y en

el 35% de las secretoras de GRF (Shirasu et al., 1990).

Estos experimentos se complementan con el realizado por Hertz y colaboradores
en 1989, en el que usando célula de hipéfisis en cultivo que provenian de ratas
gonadectomizadas antes de la pubertad, demuestra cémo la secrecién de GH en
respuesta al GRF y a la Somatostatina ante las hormonas sexuales es diferente
segun sea el sexo de las células hipofisarias, de forma que la testosterona es capaz
de incrementar la secrecién de GH sdélo cuando las células hipofisarias son de
macho, mientras que los estrégenos son capaces de disminuir la secreciéon de GH
s6lo cuando las células hipofisarias provienen de una hembra. Todos estos
hallazgos en conjunto, apuntan a la idea actual de que las hormonas sexuales
contribuyen a crear patrones de secreciéon de GH diferentes, tanto mediante efectos
sobre la sintesis y secreciéon de GRF y Somatostatina como mediante influencia

directa sobre la hipé6fisis (Legraverend et al., 1992).

1.1.1 EL RECEPTOR DE GH.

Los lugares de union para la GH se expresan mayoritariamente en el higado, aunque
su presencia ha sido descrita en otros tejidos como péncreas, cerebro o testiculo
pero siempre en mucha menor concentracion (Kelly et al., 1991). El Receptor de

-6 -
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GH ha sido clonado en numerosas especies incluida el hombre y la rata. Se trata
de una proteina de unos 120 kDa que muestra alta homologia con el receptor de
prolactina, lo cual no reviste ninguna sorpresa dado que desde hace tiempo se
conoce que la GH humana (hGH) es capaz de unirse con alta afinidad tanto al

receptor de prolactina como al receptor de GH de la rata (Boutin et al., 1988).

En la rata, al igual que en el hombre, el receptor de GH (GH-R) se halla localizado
en la membrana plasmatica y estructuras membranosas del interior celular. Esto,
probablemente, se debe a la corta vida media y a la rapida sintesis de este receptor
(Picard et al., 1984, Baxter, 1985). El papel de la GH en la regulacién de su propio
receptor es variable, asi, una marcada elevaciéon de la GH se asocia con una baja
expresion del receptor de GH, como ocurre en el ayuno, en la insuficiencia renal o
en la diabetes inducida por streptozotocina, en la cual el tratamiento con Insulina
restaura parcialmente los niveles (Baxter et al., 1980), sin embargo, un efecto
paraddjico aparece en la rata hipofisectomizada, y por tanto carente de GH, en la
que aparece un aumento de los lugares de union de GH en las membranas de

hepatocitos (Picard y Postel-Vinay, 1984).

Los estrégenos también intervienen en la regulacién del GH-R, pues en las hembras,
después de la pubertad, la capacidad de unién de la GH a su receptor hepético se
incrementa con respecto a los machos, vy la prefiez incluso llega a aumentaria en

diez veces (Maes et al., 1983).
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1.1.2 MECANISMOS DE SENALIZACION DE LA GH EN HEPATOCITOS.

La fosforilacion sobre un residuo de tirosina del receptor de GH parece ser el
primer evento que acontece tras la unién de la GH a su receptor (Foster et al,
1988). Esta asociacidon de actividad tirosina quinasa con el receptor de GH ha sido
demostrada en diversos modelos celulares, como células de hepatoma, linfocitos
y adipocitos (Stred et al, 1990), lo cual sugiere que la actividad tirosina quinasa

juega un importante papel en el mecanismo de sefalizacién de la GH.

Por otra parte, la administracién de GH a cultivos primarios de hepatocitos es capaz
de incrementar la formacién de Diacilglicerol {(Johnson et al, 1990), y el hecho de
que el diacilglicerol sea un potente estimulador de la actividad de la proteina
quinasa C junto con las observaciones de que los inhibidores de esta proteina
bloguean los efectos de la GH en adipocitos (Smal et al, 1989), ha hecho pensar
en un posible papel mediador de la proteina quinasa C de la actividad inductora de
la GH sobre algunos isocenzimas hepaticos del citocromo P-450. Todo ello indica
que en los hepatocitos la GH puede tener mas de un mecanismo de sefializacién

para dar lugar a la transcripcion génica (Tollet et al, 1991).

1.1.3 ACCIONES DE LA GH SOBRE EL HIGADO.

Mudiltiples y variadas son las funciones que la GH desarrolla sobre este érgano.
Quiza, una de las més importantes consista en la induccién de la sintesis hepatica

de IGF-1. Este péptido, lamado también somatomedina C, es quien se encarga de

- 8-
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llevar a cabo muchas de las acciones que en su dia fueron atribuidas a la GH,
como, por ejemplo, la promocién del crecimiento. A su vez el IGF-l actuaria sobre
la hip6fisis, frenando la secrecién de GH. Esto ha dado pie a la hipdtesis de un eje
neuroendocrino, formado por el hipotdlamo, la hipdfisis y el higado. La mayor parte
del IGF-I circulante se origina en el higado (Moller et al., 1991), pero su accién
puede también realizarla sin llegar a la sangre mediante un mecanismo paracrino
(Daughaday y Rothwein, 1989). Por orta parte, existe una proteina sérica capaz de
fijar IGF-I (Carlsson et al., 1990), lo cual complica el conocimiento de los niveles

verdaderamente activos de hormona libre.

La importancia del patrén de secrecidn sexo-especifico de la GH sobre los niveles
séricos de IGF-l y el crecimiento corporal no es del todo conocido. Se sabe que los
niveles séricos de IGF-I y el crecimiento corporal estdn mas incrementados en las
ratas macho hipofisectomizadas que se tratan con cuatro dosis diarias de GH que
en aquellas que la reciben en infusion continua {Maiter et al., 1988)}. Este efecto
estimulador de la GH sobre la produccién hepéatica de IGF-I, puede, no obstante,
ser blogueado por un tratamiento con dexametasona en la rata hipofisectomizada,
al mismo tiempo que es capaz de reducir la abundancia de ARNm de IGF-i. (Luo y

Murphy, 1989).

Ademdés de esta accidn, la GH participa en la regulaciéon de algunas isoformas del
citocromo P-450, especialmente de aquellas que presentan un dimorfismo sexual

en su regulacion. Es el distinto patrén de secrecién de la GH, previamente

-9-
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comentado, quien gobierna la expresién de estas proteinas (Mode et al., 1989).
Otra proteina sexualmente diferenciada es el Factor de Crecimiento Epidermal
(EGF), el cual es expresado a una alta cocentracién en la rata macho, y de manera
similar a algunas isoenzimas del citocromo P-450 su expresién depende del patrén

masculino de secrecién de GH (Ekberg et al., 1989).

El receptor de LDL es una proteina hepatica que posee al menos una doble
regulacién hormonal. Esto es porque en ratas normales, la administracion de dosis
elevadas de Etinilestradiol es capaz de elevar entre cinco y diez veces la
concentracién de este receptor y de su ARNm. Sin embargo, cuando a ratas
hipofisectomizadas se las trata con estrégenos, el incremento del receptor de LDL
no es significativo, y para que lo sea, es necesario administrar al mismo tiempo GH

(Rudling et al., 1992).

Por tltimo, la GH también participa en la expresion de otras proteinas hepéticas de
entre las que cabe destacar la a,globulina. La a,.globulina es una proteina
secretada por el higado de la rata macho que comienza a expresarse a partir de los
40 dias de edad alcanzando su maximo nivel a los 75-80 dias. A partir de los cinco
meses comienza a declinar su producciéon y aproximadamente a los dos afios ya
casi no existe sintesis hepatica (Roy et al., 1983). Esta proteina es dependiente de
andrégenos, hormonas tiroideas, glucocorticoides, GH e insulina (Roy etal., 1973,
Mira y Castafio, 1989). Los glucocorticoides son el grupo con mayor poder

inductor, seguido de las hormonas tiroideas, y usadas en combinacién ambas se
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potencian. La GH por su parte posee un potente efecto inductor que es manifiesto
en situaciones de hipotiroidismo, lo cual sugiere que la accién de las hormonas
tiroideas como inductoras de la a,,globulina estd mediada por la GH (Shapiro y
Sachchidananda, 1982; Shapiro, 1983). Esta hipdtesis estd ademaés apoyada en un
trabajo contemporaneo a estos, en el que usando el mismo modelo de rata
hipotiroidea los autores comprueban cémo la administracién de GH es por si misma
capaz de elevar los niveles hepéaticos de ARNm de la a,.globulina (Chatterjee et al.,

1983).

1.2. HORMONAS TIROIDEAS E HiGADO.

Es ya un concepto clasico que las hormonas tiroideas actdan estimulando la
sintesis de proteinas especificas en una gran variedad de tejidos, tanto durante el

desarrollo, como en la edad adulta.

La accién de las hormonas tiroideas se lleva a cabo mediante la interaccion de la
forma activa de estas hormonas, que es la T,, con un receptor nuclear especifico
presente en las células diana. El complejo hormona receptor luego acttia sobre
determinados genes con la correspondiente induccién de ARNm. Dependiendo del
tipo de célula y del estado de desarrollo, se inducen o se reprimen determinadas
proteinas, es decir, que la respuesta a las hormonas tiroideas es especifica de cada

tipo de célula. Esto puede explicar el porqué la hormonas tiroideas generan efectos
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tan amplios y diferentes sobre metabolismo intermediario, musculo, hueso,
corazon, sistema nervioso, etc. Es una caracteristica importante de la accion de
las hormonas tiroideas, que algunas de las proteinas que inducen son, o bien
hormonas o factores de crecimiento, o bien receptores, o bien enzimas que
intervienen en procesos de produccién, degradacién o liberaciéon de segundos

mensajeros intracelulares.

La biosintesis de las hormonas tiroideas ocurre en el epitelio especializado de la
glandula tiroides, mediante un proceso en el que interviene una peroxidasa que
cataliza la iodinacion de algunos residuos de tirosina de una glicoproteina llamada
Tiroglobulina, generdndose asf las monoiodotirosinas (MIT) y las diiodotirosinas
(DIT). Posteriores acoplamientos entre dos DIT generan la T, y entre un DIT y un

MIT producen la T

1.2.1 RECEPTOR NUCLEAR DE HORMONAS TIROIDEAS.

El mecanismo de accién de las hormonas tiroideas incluye una primera etapa de
conversion intracelular de la hormona T,, dominante en cuanto a secrecién, hacia
la T,, biolégicamente mas activa. La conversién ocurre con participacion de
deiodinasas intracelulares, que son de dos tipos con diferente afinidad por T,, y que
tienen cierta especificidad tisular: el tipo | es localizado principalmente en tiriodes,
higado vy rifién, es inhibido por el PTU, y tiene menos afinidad por T, que el tipo
Il, presente en cerebro, hipéfisis y grasa parda (Oppenheimer et al.,1987). Se

supone que la funcién de las desiodinasas es regular la concentracion local de T,
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a través de la velocidad de conversién de T, en T,. Las diferencias en el contenido
y propiedades de las desiodinasas puede ser importante para determinar la

velocidad de respuesta a la T, en distintos tejidos.

La accién de las hormonas tiroideas es predominantemente nuclear. No obstante,
existen numerosas evidencias que apuntan hacia acciones extragendmicas de las
mismas. Entre ellas cabe citar la descripcidon de mecanismos de transporte
mitocondrial y nuclear para hormonas tiroideas, asi como la existencia de lugares
de unién para las mismas en la membrana plasmética, o incluso en las lipoproteinas

de baja densidad, cuyo significado es aun incierto (Ashizawa et al.,1992).

Las acciones nucleares de las hormonas tiroideas estdn mediadas por receptores
nucleares (RT). En 1972 se demostro la existencia de lugares de unidén nuclear para
hormonas tiroideas (Shadlow et al., 1972}, y posteriormente se llevé a cabo su
caracterizacion exhaustiva (Bernal et al., 1978). La Kd de los RT estéd entornoa 10
' M para T,, y presenta una afinidad por distintos compuestos relacionados con
las hormonas tiroideas que es sensiblemente semejante a su actividad biolégica (
TRIAC>L-T,> L-T,>rT,. El contenido de RT de los diversos tejidos es bajo, incluso
en aquellos que responden muy activamente a las hormonas tiroideas, calculandose
en torno a 10.000 moléculas de RT por célula de higado o adenohip6fisis. Al
contrario que los receptores de glucocorticoides, con el que comparte numerosas
semejanzas, la concentracion de RT en citosol es muy baja, halldndosele
preferentemente asociado estrechamente a la cromatina (Pascual et al., 1982;

Casanova et al., 1984).
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E! RT existe en las células en dos formas predominantes, de 57 y 47 kDa, que
reflejan a su vez la expresion de dos genes distinitos. La secuencia de aminidacidos
de ambas formas es conocida, y ha permitido clasificar alos RT en la denominada
superfamilia de receptores nucleares, que agrupa los de hormonas esteroideas,
vitamina D,, retinol, y algunas otras proteinas cuyos ligandos son por ahora
desconocidos (receptores huérfanos). Esta familia incluye tambien el oncogén erb-
A, relacionado estructuralmente con el RT, y tGnico oncogén conocido de la familia

de receptores nucleares.

La estructura de los RT es semejante a la del resto de los componentes de la
superfamilia. Incluye varias regiones importantes, cuyas fuciones han podido ser
conocidas por analisis mutacional del ADN complementario que codifica el RT. Las
mas importantes regiones conocidas son: la zona de union a la hormona, que
abarca una amplia zona del extremo C-terminal de la molécula; la zona de unién al
ADN, que esta formada por dos dedos de zinc, en los que cada 4tomo de zinc
agrupa tetraédricamente cuatro residuos cisteina en la parte central de la molécula;
una zona de localizacidn nuclear, importante porque en su asencia el receptor
aparece en el citoplasma, y que es vecino a la zona de unién al ADN; un dominio
de dimerizacién, que es reponsable de la formaciéon de dimeros y heterodimeros,
formas activas de interacciéon RT-ADN. Finalmente, el RT tiene una regién
trasnsactivadora, responsable de llevar a cabo la interaccién proteica que se

resuelve Ultimamente en la activacion de la expresion génica (Evans , 1988).
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En la interaccion entre ADN vy el receptor parece determinante una zona
denominada "P-box" gue es una secuencia de cinco aminodcidos, comudn para un
nimero amplio de miembros de la familia. Otra zona "D-box™ en el dominio de
union al ADN esté localizada entre las dos primeras cisteinas del segundo dedo de
zinc, y se supone que participa definiendo el espacio que debe quedar entre las "P-
box" de los dos receptores que forman el dimero de RT activo, 0, en su caso, del
heterodimero. Esto es importante, porque las secuencias de aminoacidos de las "P-
box" y de nucledtidos de los elementos de respuesta hormonal son muy similares
entre receptores de la misma familia, por lo que resulta dificil explicar la
especificidad en el reconocimiento de los respectivos genes. En cambio, la
combinacion de ligeras diferencias de secuencias entre "P-box" y "D-box" dan lugar
a posibilidades muy restringidas de acceder al ADN de dimeros o heterodimeros
distintos de los que corresponden a cada elemento de respuesta hormonal de cada
gen regulado por hormonas de la familia de receptores nucleares (Umesono et al.,

1991).

Ademas de la existencia de dos formas predominantes de RT (alfa y beta),
codificadas por dos genes distintos, existe una notable diversidad entre ambos
subtipos debida al procesamiento alternativo del ARNm que codifica estas proteinas
principales. La abundancia de RT de diferentes tipos varia de tejido a tejido v,
también, durante el desarrollo y la edad adulta. Las hormonas tiroideas causan una
disminucién notable del contenido tisular de receptores, aungue existen diferencias

entre los diferentes subtipos de RT. Sin embargo, en adenohip6fisis existe una
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regulacién positiva de los RT 81, por las hormonas tiroideas, en tanto que los otros
subtipos disminuyen. Se ha querido ver en esta regulacién Unica para la hip6fisis
una correlacién con la disminucién que causan en la secrecion de TSH (Jameson

y De Groot, 1994).

Las hormonas tiroideas, especialmente la T;, se unirian a sus receptores en el
nucleo de la célula, y a continuacidén el complejo reconoceria unas secuencias
especificas de bases que conforman los elementos de respuesta tiroideos. Estas
secuencias se encuentran en la vecindad de las regiones promotoras de los genes
regulados por las hormonas tiroideas, tanto si éstas activan como si desactivan la
expresion de dichos genes. Los RT se unen a los elementos de respuesta tiroideos
como dimeros de RT o como heterodimeros con los receptores de retinol. La
accidon inductora de la expresién génica incluye la participacion de otros elementos
nucleares para llevar a cabo la fijacion del complejo iniciador de la transcripciéon

(Jameson y De Groot, 1994). .

Los eventos transcripcionales causan un rapido cambio en los niveles de ARN
mensajero que codifica para la proteina dependiente de hormonas tiroideas. Existe
una larga lista de proteinas cuya sintesis es inducida por parte de las hormonas
tiroideas, que abarca un amplisimo espectro de acciones celulares. También existe
un grupo numeroso de proteinas cuya sintesis es especificamente reprimida por las
hormonas tiroideas. Entre las primeras, destaca la produccién de hormonas por la

hipéfisis, como la GH, oxitocina o péptido natriurético atrial; numerosos enzimas
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(mélico, glucoquinasa, etc.), proteinas plasmaticas como el angiotensindgeno,
transportadores iénicos y receptores adrenérgicos. Entre las segundas, la TSH,
el receptor de hormona tiroidea, y el receptor de EGF (Jameson y De Groot,

1994). .

Las hormonas tiroideas también causan importantes efectos fisiolégicos indirectos,
como la estimulacién de la produccién hepética de IGF-1, debida al efecto que
éstas tienen sobre la secrecién de GH. Muchos de los efectos de las hormonas
tiroideas son sinérgicos con otras hormonas, especialmente con glucocorticoides
(sinteis de GH), y también con la GH, como se verd mas adelante en el desarrollo

de esta memoria.

1.2.2 EFECTOS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS SOBRE LA SECRECION DE GH.
Las hormonas tiroideas ejercen un control sobre la hipdfisis al actuar sobre la
secrecion no sélo de TSH, sino también de GH. Uno de los primeros trabajos en los
que aparece este control, se debe a Tsai y Samuels (1 974), en el que demostraron
en cultivos celulares de hipéfisis que las células productoras de GH sintetizaban
hasta diez veces mas cantidad de esta hormona cuando eran estimuladas con
concentraciones fisiolégicas de T,. Este incremento se vio que era paralelo al
incremento de ARNm de la GH y que era potenciado por los glucocorticoides

(Samuels et al., 1977; Spindler et al., 1982).
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1.2.2 EFECTOS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS SOBRE EL HIGADO.
Las hormonas tiroideas ejercen una amplia variedad de funciones sobre el higado,
de entre las que destacan la estimulacién de la expresion de proteinas especificas

tales como la Spot,, o la enzima malica.

La enzima malica es una enzima clave en la biosintesis de lipidos ya que convierte
el malato en piruvato. La sintesis de la enzima malica es regulada por la T, y por
factores metabdlicos. Esta actividad enzimatica estd muy deprimida en situaciones
de hipotiroidismo y se incrementa de 10 a 12 veces tras la administracion de T,.
El efecto de esta hormona se lleva a cabo directamente a nivel génico estimulando
la sintesis de ARNm de esta enzima. Asimismo, la induccién de la enzima malica
estd sujeta a factores dietéticos. Una dieta lipogénica, rica en carbohidratos,
incrementa el efecto méximo de la T; Este efecto ha sido denominado
amplificacion de la induccién de la enzima por hormonas tiroideas. La diabetes o
el glucagén provocan la represién de la enzima. En este sentido, es conveniente
resefiar que en experimentos desarrollados in vitro lainsulina y los glucocorticoides

ejercen un efecto permisivo sobre la accién de la T,.

La Spot,, es una proteina citosélica de 18 kDa, inicialmente identificada en

autorradiografias de proteinas separadas de higado, de ahi su nombre. Aunque su
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funcion es desconocida, su rapida y dramatica respuesta a la T, ha causado intenso
estudio de su regulacién. La administracion de T, causa un importante incremento
en el ARNm de esta proteina al cabo de tan s6lo 20 minutos, aumentando hasta 15
veces su concentracién de 4 a 24 horas méas tarde de la administracion de la
hormona. Esta respuesta es amplificada si la rata recibe una dieta lipogénica, rica
en carbohidratos, lo que induce a pensar que de alguna manera podria estar

relacionada con el metabolismo lipidico.

Ademas de estos efectos mas o menos especificos, las hormonas tiroideas
participan conjuntamente con otras hormonas, fundamentalmente la GH vy los
glucocorticoides, en la regulaciéon de la expresion de una amplia variedad de
proteinas hepéticas. Asi, estas tres hormonas actuarian regulando la expresion del
receptor hepético de estrégenos, del receptor de la LDL, del propio IGF-I, o de la
.a,globulina. En general, ha sido bien estudiada la participaciéon de estas tres
hormonas en la expresién de estas proteinas, y los datos de que se disponen en la
actualidad tienden a dar a la GH un papel preponderante, aunque para su accion se

requiere el concierto de las hormonas tiroideas.

Por dltimo, la participacién de los glucocorticoides parece ser mas bien permisiva,

creando el ambiente adecuado para que las otras dos hormonas puedan actuar

adecuadamente.
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1.3. HORMONAS SEXUALES E HIGADO.

1.3.1 EFECTO DE LOS ESTROGENOS SOBRE PROTEINAS HEPATICAS.

Los estrégenos ejercen sus funciones a través del Receptor de Estrégenos (RE). El
higado no estd cldsicamente considerado como un 6rgano diana para los
estrégenos, aunque contiene RE en baja concentracién. Los estrégenos afectan
de manera importante la sintesis de varias proteinas hepaticas, algunas veces de
manera parcialmente directa, como en el caso del receptor de la Lipoproteina de
Baja Densidad (LDL) y del angioensindgeno; y otras veces sélo regulan de forma

indirecta esas proteinas por cuanto actia sobre otros factores, tales como la GH.

El receptor de LDL es importante para la regulacién del nivel sérico de colesterol,
mediante la extraccién de la mayor parte del colesterol circulante. De hecho, tras
la administracion de altas dosis de estradiol o de etinilestradiol se consigue una
induccion de 5 a 10 veces del receptor hepéatico de LDL gue se acompana de una
drastica reduccién de los niveles séricos de colesterol. Este efecto no se observa
en las ratas hipofisectomizadas o en las inmaduras, pues en estos modelos los
niveles hepéticos de RE son bajos, sin embargo, si a estas ratas se las trata con GH
(que incrementa los niveles de RE) al mismo tiempo que se las trata con
etinilestradiol, se consigue el mismo efecto que en las ratas maduras y no
hipofisectomizadas, con la consiguiente elevacion del nivel de receptor de LDL
(Rudling et al, 1992). En conejos de ambos sexos, también es posible inducir un
aumento de hasta 8 veces del ARNm de las LDL, usando Etinilestradiol a dosis

farmacoldgicas (5 y 10 mg por Kg de peso) (Ma et al., 1986).
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Se conoce desde hace tiempo que el tratamiento con estrégenos incrementa la
sintesis y secrecién de angiotensinégeno por el higado, tanto en la rata adulta
como en el hombre, tanto in vivo como en higados perfundidos. Sin embargo, en
las ratas hipofisectomizadas o inmaduras -donde hay un bajo nivel de RE- no hay
induccién de angiotensinégeno en respuesta a los estrégenos. En ratas macho
adultas, se ha demostrado que los niveles plasmaticos de angiotensinégeno estan
sujetos a un control multihormonal en el que intervienen los glucocorticoides, los
andrégenos vy el propio estradiol. En un trabajo de Klett et al. (1992), se demostro
la implicacién de los glucocorticoides, pues el tratamiento con 7 mg/Kg de peso de
Dexametasona, produjo un incremento a las 24 horas de hasta tres veces. Los
estrégenos, aplicados en forma de Estradiol Valerato (7 mg/Kg de peso), también

originan induccién, aunque en menor grado que los glucocorticoides.

En lo que se refiere a las proteinas mencionadas, probablemente los efectos de ios
estrégenos son en parte directos, mientras que otras proteinas puede estar sélo
reguladas mediante efectos indirectos de los estrégenos, por cuanto existe factores
que se ven afectados por la secrecion de estrégenos, como por ejemplo la
secrecién de GH (Norstedt et al., 1981). Asi, la falta de respuesta a los estrégenos
que se aprecia en las ratas hipofisectomizadas puede deberse a la baja expesion de
RE y también a la poca secrecién de GH. Ello hace dificil discriminar los efectos
directos del estradiol y los que se deben a la baja secrecion de GH que acontece
durante el tratamiento con estrégenos. De hecho, muchos efectos de los
estrégenos sobre porteinas hepaticas pueden ser reproducidos dando GH en

infusién continua (Mode et al., 1981; Mode y Norstedt, 1982).
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Otra entidad hepética que esté regulada por estrégenos es una proteina urinaria
conocida como a,globulina. Esta estd presente sé6lo en los machos y es
fuertemente inhibida por los estrégenos incluso en presenciade potentes inductores
como la Dihidrotestosterona, que es capaz de inducirla en las hembras. Este efecto
represor fue descrito inicialmente como independiente del receptor de andrégenos
(Roy et al., 1975). Por otra parte, la castraciéon reduce de forma importante la
expresion de a,,globulina y los niveles vuelven a recuperarse tras a administracion
de Dihidrotestosterona, la cual origina una aumento de los niveles de ARNm de
a,,globulina. En un trabajo posterior publicado por Kurtz et al. (1976), se demuestra
que efectivamente el estradiol es capaz de competir con el receptor de andrégenos

y mediante este mecanismo ejercer su efecto represor.

Sobre el Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) y su receptor los estrégenos
también ejercen efectos reguladores. Esto ha sido estudiado tanto a nivel de Utero
como en células en cultivo de cédncer de mama. En dtero, la administraciéon de
estradiol a ratas hembras inmaduras produce un incremento de hasta tres veces del
receptor de EGF de manera especifica y sin que se vea afectado por la
administracion de otras hormonas como la dexametasona, la progesterona o la
dihidrotestosterona (Mukku y Stancel, 1984). En cultivo de células MCF 7 se ha

demostrado una relacién inversa entre le RE y el receptor de EGF (Lee et al., 1989).

La sintesis de IGF-| esta también influenciada por los estrégenos. Murphy et al.

(1988), demostraron que en la rata hembra ovariectomizada e hipofisectomizada
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los niveles séricos de IGF-1 eran menores si se las trataba con GH y dosis bajas de

estradiol que con GH sola.

1.3.2 REGULACION ENDOCRINA DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS.

El Receptor de Estrégenos (RE) esta ubicado dentro de la superfamilia de receptores
esteroideos/tiroideos. El RE humano esta compuesto de 595 aminoécidos mientras
que el de rata posee cinco aminodcidos més. Entre ambos existe un 88% de
homologfa. El RE hepético tiene una particular ontogenia, pues en la rata inmadura
es expresado en muy baja concentracion, y ésta se incrementa de 5 a 10 veces al
llegar a la pubertad, en cambio en tejido uterino esté presente a alta concentracién
en la rata inmadura. Es interesante resaltar que el incremento del nivel de RE

ocurra al mismo tiempo que comienza a madurar el patron de secrecién de GH.

En la regulacién endocrina del RE intervienen diversas hormonas, como los
Glucocorticoides, las Hormonas Tiroideas y la GH. La regulacion por
glucocorticoides se puso de manifiesto tras un trabajo publicado por Norstedtel al.,
en 1981, en el que se demostraba que la adrenalectomia en ratas hembras
ovariectomizadas disminuia los niveles del RE hepéticos. En un trabajo posterior de
Freyschuss et al., en 1991, se demostré que la adrenalectomia no acompafiada de
ovariectomia carecia de efecto sobre los niveles de RE, de lo que se podia pensar
que los glucocorticoides no debian tener un papel principal en la regulacion del RE.

Por otra parte, si la adrenalectomia se combina con la tiroidectomfa el resultado es
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una disminucién de los niveles de RE similar a la descrita por Chamness et al. en
1975, en las ratas hipofisectomizadas. La restaruracién de los niveles de RE en el
modelo adrenalectomizado y tiroidectomizado se consigue mediante un tratamiento
combinado de betametasona y T, pero no asi cuando estas hormonas se
administran por separado, sugiriéndose, por tanto, que el efecto directo de los
glucocorticoides es limitado sobre la expresion de RE, actuando probablemente

como sinérgicos de la secrecidon de GH (Norstedt el al., 1981).

En cuanto a la regulacion del RE por las Hormonas Tiroideas, se sabe que tras la
tiroidectomia se manifiesta una disminucién tiempo-dependiente del RE tanto en
higado como en rifidn, pero no en Utero. En este mismo modelo, el tratamiento con
T, (1ug/dia) es capaz de restaurar completamente el nivel de RE, sin embargo, la
dosis de T, parece ser critica sobre la mayor o menor expresion de RE, pues dosis
claramente suprafisiolégicas (de 50ug/dia) se muestran incapaces de restaurar
completamente el nivel de RE en los animales tiroidectomizados, e incluso es capaz
de disminuirlo en las ratas intactas y en las ovariectomizadas (Eriksson y

Freyschuss, 1988).

Por otra parte, la ovariectomia consigue duplicar la expresién de RE hepético, sin
embargo, cuando se combina con la tiroidectomia, el efecto que se obtiene es
similar al de la tiroidectomia sola, de lo que se puede deducir que se necesita una

normal funcién tiroidea para que la ovariectomia induzca una regulacién al alza del
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RE. Nuevamente, aparece la duda de si el efecto de las hormonas tiroideas es
directo o estd mediado por la GH: la respuesta fue aportada por Freyschuss y
Eriksson en 1988 quienes observaron un incremento de RE tras el tratamiento con
hormonas tiroideas de ratas hembras hipofisectomizadas, sin que se apreciaran

efectos adicionales al tratar a estas mismas ratas con estradiol.

Las situaciones de hipertiroidismo también manifiestan efectos sobre el RE que nos
sirven para aclarar si la accion de las hormonas tiroideas sobre el RE es directa,
indirecta o de ambos tipos. En el modelo de rata adrenalectomizada vy
tiroidectomizada, la administracién conjunta de glucocorticoides y T, produce
efectos similares dosis-dependiente; asi, dosis altas de T, (20 wg/dia), en
combinacién con betametasona, es capaz de incrementar el RE al mismo nivel que
lo hace la dosis baja de T, (1ug/dia), también en combinacién con betametasona.
Sin embargo, entre ambos tipos de dosis existe una importante diferencia, y es que
la dosis baja de T, no produce disminucién del nivel plasmatico de GH, mientras
que el hipertiroidismo originado por las dosis altas sf lo origina (Miki et al., 1992).
Esto apoya la hip6tesis de que las dosis altas de T, pueden tener un efecto directo
sobre la sintesis del RE, mientras que las dosis bajas pueden parcialmente
incrementarlo a través de la estimulacion de la secreciéon de GH (Freyschuss et al.,

1991).

Esta idea se corroboré posteriormente al comprobar Freyschuss et al., en 1994,

que en las ratas hipofisectomizadas, las altas dosis de T, producian la duplicacién
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tanto del RE como de su ARNm, mientras que en este modelo la dosis baja no
generaba ningln incremento. Se puede, por tanto, creer que la regulacién del RE
por las hormonas tiroideas es doble, por una parte directa y por orta parte mediada

por la GH.

El mejor modelo para conocer la implicacion de la GH en la regulacién del RE es la
rata hipofisectomizada, carente de GH y con unos niveles muy bajos de RE. La
administracién continua de GH mediante bomba de infusion a ratas hembras
hipofisectomizadas logra restaurar parcialmente los niveles de RE, sin embargo,
cuando esta misma dosis se administra en dos inyecciones diarias no se aprecia
este efecto {Norstedt, 1982). Parece claro pues, que no sélo es importante la
hormona, sino también el modo de administracién, lo cual lleva consigo la imitacion

de un patrén sexual determinado de secrecion de GH.

1.4. LUGAR DE UNION DE BAJA AFINIDAD PARA GLUCOCORTICOIDES (LAGS):

PERSPECTIVA HISTORICA.

La existencia en el higado de dos lugares de uni6n para glucocorticoides es
conocida desde finales de los afios sesenta. Uno de ellos seria el receptor de
glucocorticoides (RG), de localizacién citopldsmica y nuclear, cuyo estudio excede
el propésito de la presente Introduccién. El otro lugar fue demostrado por primera

vez por Mayewsky y Litwack (1969) en el que detallan la existencia de un lugar de
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unién para [*H]Cortisol en membranas hepéaticas, siendo su abundancia mayor en
el reticulo endoplasmico liso. Este lugar de unién presentaba una afinidad para el
[®H]Cortisol menor que la exhibida por el RG, pero posefa una mayor capacidad de
fijacién. Estas dos propiedades unidas a su localizacién eminentemente membranal,
hicieron considerar a estos autores que este sitio de unién y el RG eran dos

entidades independientes.

Tras esta primera descripcién, se produjo un vacio de investigacion al respecto, tal
vez motivado por el hecho de que los investigadores consideraron de mayor interés
centrarse en el estudio del RG. Asi, hay que remontarse hasta el afo 1978, para
encontrar en la literatura un nuevo trabajo sobre esta entidad microsomal. En dicho
trabajo, Parchman et al. hacen un estudio de la fijacién nuclear de glucocorticoides
y demuestran que las membranas nucleares son capaces de captar este tipo de
esteroides. Este lugar de captacion nuclear poseia una ontogenia distinta de la
exhibida por el RG (Giannopoulos, 1975; Feldman, 1974), de manera que era muy
escasa o nula durante las primeras cuatro semanas de vida del animal, para a
continuacién comenzar a aumentar de concentracién, hasta hacerse méxima a los

tres meses de edad.

Siguiendo con el hilo argumental de este lugar de fijacion nuclear de
glucocorticoides, en 1984, Kauffman y Shaper publicaron un elegante trabajo en
el que demostraban que el mismo no guardaba relacién con el Receptor nuclear de

glucocorticoides. Esto lo hicieron mediante el uso de dos ligandos radiactivos del
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RG, la [*H]Dexametasona ([®*HIDEX) y la [*HITriancinololna acetdnido ([PHITA).
Mediante el uso de ambos, pudieron demostrar que la fijacién nuclear de [P*HIDEX
era mucho mayor que la de [®HITA, vy que esta fijacion de [*HIDEX estaba confinada
basicamente a la envuelta nuclear. Por ello, estos autores pudieron demostrar la
existencia de dos lugares de unién de glucocorticoides al nicleo celular. Uno de
ellos seria el propio RG, que capta tanto [BHIDEX como [*HITA, y el otro seria el
lugar de unién de la envuelta nuclear, que sélo capta [*HIDEX. Asimismo, estos
autores demostraron que la adrenalectomia disminufa de forma significativa la

captacion de [*HIDEX por envueltas nucleares aisladas.

De forma paralela a los estudios de fijacién de glucocorticoides por las envueltas
nucleares, se siguieron produciendo trabajos sobre este lugar en nﬁicrosomas de
higado. En 1981, Ambellan et al. ahondaron en su caracterizaciéon bioquimica y
perfil farmacolégico, y ya en 1983, Omrani et al. demostraron el importante efecto

depresor de la adrenalectomia sobre este lugar microsomal de union.

Puesto que la envuelta nuclear se continda sin solucion de continuidad con el
reticulo endoplasmico, la coincidencia en los datos anteriormente expuestos hablan
en favor de la hipdtesis de que el lugar de unién microsomal para glucocorticoides

es en realidad el mismo que se encuentra también presente en la envuelta nuclear.

Desde finales de los afios ochenta y hasta nuestros dias, nuestro conocimiento del

LAGS se ha visto enormemente ampliado, merced al esfuerzo de diversos grupos
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de investigacion, entre ellos el nuestro. Asi, se han estudiado exhaustivamente sus
propiedades bioquimicas, su perfil farmacolégico, su ontogenia, su localizacion
intracelular, y su regulacién endocrina. A continuacién, se detallan los hallazgos

mas significativos en cada uno de estos campos.

1.4.1 PERFIL FARMACOLOGICO DEL LAGS.

El LAGS tiene un amplio perfil farmacoldgico. En este sentido, es capaz de captar:

- Glucocorticoides, mostrando afinidad en orden descendente por
Prednisolona, Cortisol, Dexametasona, Corticosterona. Esta afinidad varia
entre 20 y 100 nM. Curiosamente, el LAGS carece de afinidad por el potente
glucocorticoide Aceténido de Triancinolona, cominmente usado en el
estudio del RG (Ambellan, 1981, Omrani et al. 1983, Kauffman y Shaper
1984 , Chirino et al. 1989).

- Progestagenos, especialmente por la progesterona y ya con mucha menor
afinidad por el R6020, lo que diferencia a esta entidad del Receptor de
Progesterona {(Chirino et al. 1990, Yamada et al. 1990).

- Estrégenos. EI LAGS carece de afinidad por estrogenos naturales tales como
el estradiol, el estriol o la estrona, y por estrégenos no esteroidales tales

como el dietilestilbestrol, o incluso por antiestrégenos como el Tamoxifeno.

it

Sin embargo, si es capaz de ligar con relativa afinidad (Kd 200 nM)
estrogenos 17 a-alquil derivados, tales como el etinilestradiol o el mestranol
(Fernadndez et. al 1994b). El hecho de que el LAGS reconozca a estos

derivados y no el estradiol, sugiere que este grupo alquilico juega un papel
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clave en este proceso de reconocimiento.

Andrégenos. El LAGS carece de afinidad por andrégenos naturales tales
como la testosterona, la dihidrotestosterona, la androsterona, o la
dehidroepiandrosterona, y por andrégenos sintéticos tales como el R1881.
Esta propieded descarta que el LAGS pudiera ser una forma del receptor de
andrégenos. Sin embargo, el LAGS manifiesta afinidad por algunos
andrégenos 17 a-alquil derivados, tales como el estanozolol y el danazol vy,
ya en menor medida, por la fluoximesterona o el mestaline, cominmente
utilizados en el tratamiento de ciertas enfermedades como el edema
angioneurdtico familiar y como drogas de abuso por parte de ciertos atletas.
Tal y como se coment6 en el apartado anterior, es este radical alquilico quien
posiblemente juegue un papel clave en la interaccion de estos esteroides con
el LAGS. Curiosamente, el modo de accién del estanozolol y danazol sobre
el LAGS parece distinto al que desarrollan otros esteroides (inhibicién
competitiva), puesto que ellos son capaces de desarrollar una inactivacion
irreversible del LAGS a través de un patrén alostérico negativo (Fernandez

et al. 1994a).

1.4.2 PROPIEDADES BIOQUIMICAS DEL LAGS.

La fijacién especifica de [*HIDEX a microsomas hepéticos es un proceso saturable,
en el rango de concentracién apropiado (de 10 a 500 nM). La fijacién inespecifica,
medida en presencia de un exceso de 200 veces de DEX no marcada, da una linea

recta, lo que indica que es un proceso no saturable y proporcional a la
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concentracion de [*HIDEX usada. La representacién de Scatchard de esta fijacion
especifica es una linea recta, lo que indica que la [*H]DEX se une a un UGnico lugar
de unién (p<0.001), con una constante de disociacion (Kd) de 100 = 6 nM y una
maxima capacidad de fijaciéon (Bmax) de 13 + 2 pmol/mg proteina. Curiosamente,
la afinidad para la [*H]DEX exhibida por este lugar es cincuenta veces menor que
la del RG, pero su capacidad, normalizada en cuanto a concentracion protéica, es

unas cincuenta veces mayor.

El LAGS esté localizado en la fraccion microsomal del fraccionado celular hepatico.
Cuando los microsomas se someten a separacidén, se observa que la mayor
concentracion de LAGS aparece en los microsomas lisos, que se corresponden,
aproximadamente, con el reticulo endopldsmico liso (Chirino et al. 1989,
Mayewsky vy Litwack 1969). Asimismo, los nucleos purificados mediante
centrifugacién en alta concentracién de sacarosa poseen actividad LAGS que esta

confinada a la envuelta nuclear (Kauffman y Shaper 1984).

Mediante el uso de tampones de alta fuerza i6nica, se ha podido demostrar que el
LAGS es una entidad constitutiva de membrana, y que no representa una
contaminacion debida a la manipulacién del tejido. Laincubacion de los microsomas
con proteasas tales como tripsina o proteinasa K abate la fijacion de [*H]DEX a los
microsomas, lo que indica que el LAGS es una proteina con su lugar de unién al
esteroide situado en la superficie externa ("citosdlica”) de la membrana (L.

Ferndndez, comunicacidon personal) .
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El uso de detergentes ha permitido lograr la solubilizacién del LAGS. Diversos
detergentes se han mostrado muy eficaces; de entre ellos, el triton X-100, el
nonidet P-40 y el CHAPS se han mostrado como los mejores. EI LAGS puede ser,
asimismo, solubilizado sin perder actividad mediante el deoxicolato sddico, un

detergente capaz de inactivar al citocromo P-450.

Mediante estudios de particién de fases mediante el detergente tritén X-114, se ha
podido demostrar que el LAGS queda retenido en su mayor parte en la fase
organica, lo que indica que esta proteina es de naturaleza hidrofébica, caracteristica
ésta que comparten muchas proteinas constitutivas de membrana (L. Fernandez,

comunicacioén personal).

Un aspecto que se consideré interesante abordar fue el de estudiar la vida media
del LAGS. La administracion de cicloheximida, un potente inhibidor de la sintesis
proteica, a ratas pudo demostrar que el LAGS tiene una vida media corta, menor
de 24 horas. Esto lo diferencia de otros receptores para hormonas esteroides, cuya
vida media es mucho mas larga, situdndose en torno a los cinco dias (Chirino et al.

1990).

Por Ultimo, en lo que se refiere a la distribucion tisular del LAGS, esta proteina es
expresada mayoritariamente por el higado, en donde alcanza una concentracion de

aproximadamente 12-14 picomoles por miligramo de proteina microsomal. El rifién
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y la placenta también lo expresan, pero en mucha menor concentracioén. Por ultimo,
su actividad es muy baja o indetectable en otros érganos o tejidos tales como bazo,

musculo, cerebro, corazén, pulmdn, intestino o cerebro.

1.4.3 ONTOGENIA DEL LAGS.

Desde los inicios de los afios setenta se conocia la ontogenia del RG {Giannopoulos,
1975; Feldman, 1974). Por ello, y en un intento por diferenciar atin mas al LAGS
del RG se considerdé de interés estudiar la expresién del LAGS a lo largo de la vida

del animal.

Mientras que el RG ya es expresado desde la vida fetal y mantiene unos niveles
relativamente constantes a lo largo de la vida extrauteria, el LAGS no es expresado
antes de las cuatro semanas de vida. A partir de aqui comienza a aumentar de
concentracién, hasta hacerse méaxima en torno a los tres meses de edad. Luego,
su concentracion declina paulatinamente, de manera que a los seis meses de edad,

ésta es aproximadamente la mitad de la observada a los tres meses.

A partir de los seis meses de edad, la concentracion de LAGS se mantiene
relativamente constante, para luego volver a disminuir en la etapa final de vida del
animal, esto es, a los 24 meses de edad (Chirino et al. 1989, Parchman et al.

1978).
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Esta ontogenia del LAGS no es ni mucho menos novedosa. Una gran variedad de
proteinas hepéticas, entre las que cabe citar algunas isoenzimas del citocromo P-
450, la a,,globulina, el receptor de estrégenos hepatico, o el Insulin-Like Growth
Factor |, muestran una ontogenia similar. Todas estas proteinas presentan una
caracteristica comun: estén sujetas a regulacién multihormonal, y es precisamente
esta regulacién la responsable de que su expresion fluctie de una forma tan

llamativa a lo largo de la vida.

La ontogenia del LAGS claramente apuntaba hacia una regulacion multihormonal

del mismo, vy ello nos hizo estudiarla de una forma exhaustiva.

1.4.4 REGULACION ENDOCRINA DEL LAGS.

Tal y como se comentd antes, la ontogenia del LAGS sugeria que estaba sujeto a
una compleja regulacién endocrina. En una primera aproximacion, se decidié
investigar el papel que jugaba la gldndula adrenal en dicha regulacion, debido a la
capacidad exhibida por el LAGS para captar glucocorticoides. La adrenalectomia
provocé una reduccion del contenido de LAGS de un 50%, lo que claramente

indicaba que la adrenal estaba implicada en su regulacion.

La adrenal es un érgano relativamente complejo, con un origen embriolégico doble.
La médula adrenal deriva del tejido nervioso y se encarga de producir y verter a la

sangre catecolaminas. La corteza adrenal deriva del tejido mesodérmico y se
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encarga de sintetizar diversas hormonas entre las que se cuentan los
glucocorticoides, los mineralocorticoides y los andrégenos adrenales. Sila adrenal
participaba en la regulacién del LAGS, la siguiente pregunta a responder seria: ja
través de qué hormona ejerce tal influencia? Larespuesta a tal pregunta surgi6 del
hecho de que la inyeccién de un glucocorticoide -el acetato de corticosterona- a
dosis fisiolégicas a ratas adrenalectomizadas fue capaz de revertir completamente
el efecto depresor que la adrenalectomia tenia sobre el nivel de LAGS. Por todo
ello, pudo concluirse que los glucocorticoides estaban implicados en la regulacion

endocrina del LAGS (Chirino et al. 1991).

La deprivacién de glucocorticoide disminufa en un 50% los niveles de LAGS. Ello
daba pie a la posibilidad de que otras hormonas también participaran en su
regulacién. Por ello, se decidié investigar el papel que otros 6rganos endocrinos

podian ejercer sobre dicha expresion.

La castracién del animal carecié de efectos apreciables sobre la expresién de LAGS,
descartandose asi el posible papel que las hormonas sexuales masculinas pudieran
ejercer sobre él. Por contra, el hipotiroidismo inducido por propiltiouracilo (PTU)
tuvo un poderoso efecto depresor sobre la expresion de LAGS. Asi, a las cuatro
semanas de tratamiento con PTU, la concentracién de LAGS era de

aproximadamente un 10% de la exhibida por los animales intactos.
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El efecto depresor del PTU sobre la concentracion de LAGS podia ser debido, bien
aun efecto directo de esta droga sobre el higado, o bien a la intensa inhibicién de
la produccién de hormonas tiroideas que provoca. Larespuesta a este dilema vino
tras la observacién de que la administracién de T, a ratas en tratamiento con PTU

fue capaz de restablecer plenamente el nivel de LAGS (Chirino et al. 1991).

Tomando en consideracién todos los resultados anteriormente comentados, puede
concluirse que las hormonas tiroideas y los glucocorticoides participan en la
regulacion del LAGS, siendo la influencia de las primeras de mayor magnitud que

la de las segundas.

En un intento por conocer en mayor profundidad la regulacién endocrina del LAGS,
se decidié usar la rata hipofisectomizada como modelo experimental mas idoneo.
Este animal presenta un importante déficit de secrecion de hormonas periféricas
tales como los glucocorticoides, las hormonas tiroideas, y las hormonas sexuales,
amén de un déficit de secrecién de hormonas hipofisarias que no participan en la
regulacién de esas gldndulas endocrinas, tales como la hormona de crecimiento o

la prolactina.

En los animales hipofisectomizados, la expresiéon de LAGS era nula, lo cual indicaba
claramente que esta expresion estaba completamente bajo control hipofisario. La

administracién separada de acetato de corticosterona o de T, tuvo sélo un ligero
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efecto positivo sobre la expresion de LAGS. Sin embargo, cuando ambas hormonas
se administraron en combinacidn, se asistié a una recuperacion completa del nivel
de LAGS. Estos resultados concuerdan con aquellos comentados previamente y
refuerzan la hip6tesis de que las hormonas tiroideas y los glucocorticoides actdan

sinérgicamente regulando la expresién hepética de LAGS (Chirino et al. 1991).

En una serie de experimentos realizados admnistrando hormonas hipofisarias y
gonadotropinas en animales hipofisectomizados, se observé que ninguna de ellas
provocaba respuesta alguna, salvo la hormona de crecimiento (GH), que tenia un
ligero efecto estimulador. Por ello, decidimos estudiar el efecto que la GH podia
tener en la regulacion del LAGS, pero ademés, habfan otros dos motivos adicionales

que no se debian pasar por alto:

- Muchas proteinas hepéaticas son reguladas por la GH, actuando en
combinacién con los glucocorticoides y las hormonas tiroideas. A modo de
ejemplo, baste citar al receptor de estrégenos, o al IGF-I.

- Las hormonas tiroideas y los glucocorticoides son esenciales para una
adecuada secrecién de GH en la rata. Asi, el hipotiroidismo o la

adrenalectomia deprimen considerablemente su secrecion.

En una primera aproximacion, se decidié estudiar el efecto de la administracion de

GH a animales hipotiroideos. Este modelo se seleccion6 debido a su bajo contenido

-37 -

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Introduccion

en LAGS. La administracién de GH a estos animales elevo significativamente el
contenido de LAGS, de manera que estos llegaron a alcanzar un valor en torno al
60% de los animales control. Los resultados de este experimento fueron
considerados como altamente promisorios, ya que demostraban a las claras el papel

de la GH en la regulacién endocrina del LAGS (Chirino et al. 1994).

La siguiente etapa consisti6 en investigar el papel de la GH en animales
hipofisectomizados. Los hallazgos mas significativos obtenidos en ellos pueden
sumarizarse en los siguientes:

- La administracion aislada de hormonas tiroideas, glucocorticoides o GH a
ratas hipofisectomizadas, sélo tuvo un tenue efecto sobre el nivel de LAGS

- La administraciéon conjunta de glucocorticoide y de hormonas tiroideas fue
capaz de restaurar por completo el nivel de LAGS.

- La administracién conjunta de GH vy de glucocorticoide elevd
significativamente el nivel de LAGS. Por ello, podia concluirse que ambas
hormonas actuaban sinérgicamente regulando la expresiéon de LAGS.

- La administracion de GH, hormonas tiroideas y glucocorticoide abatia la

expresion de LAGS, de manera que su nivel volvia a ser muy bajo.

El efecto comentado en dltimo lugar, no dejaba de ser paradéjico. Por una parte,
se sabia que los glucocorticoides participaban coordinadamente en la regulacion del

LAGS. Por otra parte, se sabia que la administracién de GH a ratas hipotiroideas
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también elevaba esta concentracion. Por Ultimo, la GH y los glucocorticoides
ejercian un efecto sinérgico en la expresién de LAGS en ratas hipofisectomizadas.
Asi pues, silas tres hormonas parecian tener un efecto estimulador de la expresion
de LAGS, entonces ;por qué las hormonas tiroideas y la GH se comportaban como

antagonistas cuando se administraban conjuntamente?

Un caso similar de antagonismo entre las hormonas tiroideas y la GH habia sido
publicado recientemente, y hacia referencia a la regulacion de la expresion del IGF-
I. A dosis fisiolégicas de T,, éstay la GH se comportaban como agonistas. Cuando
se les administaba a las ratas una dosis suprafisiolégica de T,, se producia una

importante inhibicién de la expresion (Wolf et al.; 1989).

Puesto que la dosis de hormonas tiroideas usadas por nosotros (2,5 ¢g/100 g)

podia ser la responsable de este efecto antagdnico, se decidié realizar el siguiente

experimento que, dada su complejidad, se comentard de una forma detallada:

- Se utilizaron 50 ratas hipofisectomizadas. Todas ellas fueron tratadas con
una dosis diaria de acetato de corticosterona (1 mg/100 g.) durante 7 dias.

- De estas cincuenta ratas, 25 se trataron con GH (100 ug/dia, repartidos en
tres dosis), y las otras 25 recibieron vehiculo.

- Tanto las 25 ratas tratadas con GH como las tratadas con vehiculo, se
subdividieron en grupos de 5, que fueron tratadas con un rango de
concentracién de T,, desde O hasta 2,5 4g/100 g. de peso.

- Los animales fueron tratados en estas condiciones durante una semana, Yy
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fueron sacrificados en la mafana del octavo dia, unas ocho horas despueés

de la dltima inyeccién de GH.

Los resultados de este experimento pueden sumarizarse en los siguientes:

- En ausencia de GH, las dosis bajas de T, carecieron de efecto inductor
alguno. Este sélo pudo ser observado con dosis de T, iguales a superiores
a 2,5 ug/100 g. de peso.

- En presencia de GH, las dosis bajas de T, demostraron poseer efecto
estimulante de la induccién, mientras que las dosis iguales o superiores a 0,5
£9/100 g. demostraron capacidad para antagonizar el efecto estimulante de

la GH.

Estos resultados inducen a pensar que los glucocorticoides, las hormonas tiroideas
v la GH, en condiciones fisiolégicas, actian sinérgicamente, regulando la expresion
de LAGS. Por el contrario, un exceso de T, en presencia de GH, tendria un efecto
frenador (Chirino et al. 1994). Un caso similar ocurre con la expresion hepatica del

- IGF-I, tal y como fue comentado anteriormente.

1.4.5 PARTICIPACION DE OTRAS HORMONAS EN LA REGULACION ENDOCRINA
DEL LAGS.

Ademas de la regulacion endocrina anteriormente comentada, se han llevado a

cabo por nuestro Laboratorio otras investigaciones conducentes a desentraar el

papel que otras hormonas puedan tener en la expresiéon de LAGS.
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Un candidato que se consideré de interés estudiar fue el IGF-1. Este factor es
producido por el higado bajo la influencia de la GH, de las hormonas tiroideas y los
glucocorticoides. Puesto que, tanto su ontogenia como su regulacién endocrina es
similar a la exhibida por el LAGS, nos planteamos estudiar si no seria el IGF-1 la via
final comun en la regulacién del LAGS. Para ello, decidimos estudiar la expresion
de LAGS en dos situaciones en las que la expresién de IGF-1 estd muy disminuida,
sin menoscabo de la secrecién de GH, glucocorticoides u hormonas tiroideas. Las
situaciones elegidas fueron el ayuno y la diabetes.

- El ayuno de 24 horas acarrea un importante déficit de secrecion de IGF-l. No
obstante, el nivel de LAGS en los animales que se mantuvieron en ayunas
por 48 horas sélo descendié ligeramente con respecto al grupo alimentado.

- La diabetes inducida por estreptozotocina causa una importante disminucion
de la secrecion hepatica de IGF-1. En nuestra experimentacion, los animales

diabéticos presentaban unos niveles normales de LAGS.

Estos dos hallazgos aqui comentados, nos inducen a creer que el IGF-1 carece de
participacién en la expresion de LAGS; por ello, parece plausible suponer que el
efecto de la GH, glucocorticoides y hormonas tiroideas es un efecto directo, en el

que no parece intervenir ningdn mediador.

Otro aspecto que también se investigd fue el posible efecto inductor de diversos
esteroides en la expresion de LAGS. El modelo inicial utilizado fue la rata recién

destetada. Estos animales fueron tratados con altas dosis de diversos esteroides
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pertenecientes a todas las categorias hormonales. Ninguno de ellos, a excepcion

del estradiol, demostré capacidad inductora.

Este efecto inductor de!l estradiol a dosis altas (1 mg/100 g. de peso), pudo
ponerse de manifiesto, no sélo en ratas inmaduras, sino también en ratas
hipotiroideas e hipofisectomizadas, lo que induce a pensar en un efecto directo de
este esteroide sobre el higado, e independiente del status endocrino del animal
(Chirino et al. 1992). Mas recientemente, ha podido demostrarse que el efecto
estimulante del estradiol es una caracteristica comuin a todos los estrégenos
ensayados, y requiere altas dosis del esteroide y al menos tres dias de tratamiento

para poderse poner de manifiesto (Fernandez et al. 1994b).
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Los experimentos sobre regulacion endocrina del LAGS se habian desarrollado en
ratas Sprague-Dawley. Mediante el uso de diversas manipulaciones endocrinas, y
de distintos tratamientos hormonales, pudo llegarse a demostrar qué hormonas
participaban en su regulacién. Sin embargo, tanto la rata hipotiroidea como la
hipofisectomizada presentaban mas de un déficit hormonal; asi la rata hipotiroidea
era no soélo deficiente en hormonas tiroideas, sino también en GH, y la rata
hipofisectomizada presentaba ademds déficit de glucocorticoides, amén de otras

hormonas.

De lo anteriormente comentado, resulta evidente que estos modelos utilizados, si
bien permitieron desentranar la regulaciéon endocrina, no permitian evaluar el efecto
que tenian estas hormonas por separado, o su influencia en otros aspectos de la
regulacién de los LAGS tales como su ontogenia. Por tales motivos, se plantearon
los objetivos del presente trabajo, y que pueden esquematizarse en los

siguientes:

1.- Delimitar el papel aislado que desarrollan la GH y las hormonas tiroideas en
la regulaciéon de la expresién de los LAGS. Para ello, debian realizarse
estudios en otros modelos animales, distintos a los anteriores comentados,

tales como la rata enana, que presenta un déficit aislado de GH.

2.- Estudiar la expresion de LAGS en ratas hembra de otras razas, al objeto de

estudiar si también exhibfan una expresién tan variable de LAGS o, por el
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contrario, presentaban unos niveles mas homogéneos.

Investigar la posible existencia de un dimorfismo sexual en el control de la

expresion de LAGS vy, caso de haberlo, investigar las causas del mismo.

Investigar la expresién de LAGS en diversos modelos experimentales

conjuntamente con otros parametros de interés que pudieran influir en dicha

expresion.
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3.1. REACTIVOS.

Los radioligandos empleados fueron:

- [3H] Dexametasona (Actividad especifica = 35-50 Ci/mmol) (New England
Nuclear, Boston,MA).

- [®H] Estradiol (Actividad especifica = 96 Ci/mmol) (New England Nuclear,
Boston,MA).

- 125|_Estradiol, para radioinmunoensayo. (Coat-A-Count, Los Angeles,CA).

El liquido de centelleo usado fue:

- Férmula 989 (NEN, Boston, MA) para la [*H] Dexametasona.

- Hisafe Il (LKB, Pharmacia) para el [*H] Estradiol.

La hormona de crecimiento humana fue gentilmente donada por los laboratorios

Serono (Miléan, ltalia).

El resto de los reactivos mencionados en esta memoria eran de grado analitico y

aligual que el resto de las hormonas, fueron suministrados por Sigma Chemical Co.

(St. Louis, Missouri}.

3.2. ANIMALES.

3.2.1 CONDICONES GENERALES.
Para el desarrollo de los experimentos incluidos en esta memoria, se utilizaron ratas

de ambos sexos de la especie Rattus Norvegicus, variedad albina, razas Sprague-
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Dawley, Wistar, Lewis y mutante enana derivada de Lewis, criadas en el Animalario
del Centro de Ciencias de la Salud de la Universidad de Las Palmas de G.C. Los
animales fueron criados con sus respectivas madres hasta los 22 dias de edad. A
partir de esta fecha fueron separados por sexos y se alimentaron con dieta especial
pararatas {Letica) y agua "ad libitum™. Se mantuvieron en condiciones controladas,

tanto de temperatura (22° C) como de luz (ciclos de 12 horas luz-oscuridad).

Las ratas fueron usadas en diferentes estadios de su vida, clasificandose en grupos
segun la edad en el momento de comenzar los diferentes experimentos. El sacrificio

de los animales se realizd por decapitacién.

3.2.2 ANESTESIA.

Cuando se realizé alguna intervencion quirtrgica en animales de 10 6 més dias de
edad, fueron anestesiados bajo una atmdsfera saturada de éter etilico. En animales
de menos de 10 dias de edad la anestesia se llevé a cabo mediante hipotermia

sobre una superficie de hielo.

3.1.3 MANIPULACION DE ANIMALES.
El estado hipotiroideo fue logrado mediante la administracién en el agua de bebida

de propiltiouracilo (PTU) al 0.05% durante al menos 21 dias.

La ovariectomia se realizé por la ruta dorsal, mediante una incisién lateral

longitudinal de piel y musculos sobre la fosa renal, tras los cual se aborda la
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cavidad retroperitoneal y de ella se extrae a través del corte en musculo y piel el
ovario y parte de la trompa, que se liga y posteriormente se corta su extremo
ovérico extranyéndose el ovario, grasa periovéarica y una pequeiia parte de la
trompa. Por Gltimo, se suturan por planos musculo (con sutura reabsorbible) y piel
{con agrafes metélicos los animales de méas de 20 dias y con sutura reabsorvible

los de menor edad).

La orquidectomia en animales de 10 6 méas dias, fue realizada por la via escrotal.
En primer lugar se corta el escroto y a continuacién el peritoneo, y mediante una
ligera presion sobre el abdomen los testiculos salen al exterior por el lugar del corte;
a continuacién, la arteria y vena espermaticas y el conducto deferente son ligados
y cortados por su extremo testicular, con lo que el testiculo y el epididimo quedan
separados y se retiran. El cierre se realiza por planos, primero se cierra el peritoneo
con catgut y a continuacién la piel del escroto con agrafes metalicos o sutura

reabsorvible en los animales de menor edad.

En el caso de los animales de menos de 10 dias, la orquidectomia se realizé por la
via abdominal, usando la técnica descrita por Pfeiffer, mediante un corte transversal
infraumbilical para acceder a la cavidad abdominal, de donde se extraen los
testiculos y se separan mediante un corte de sus anclajes anatémicos. El cierre se

realiza en un solo plano con sutura reabsorbible.

A determinados grupos experimentales se les implanté una cépsula de silastic

(marca Dow Corning, modelo Medical Grade Tubing), de 2.5 cm de longitud y
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0.062 pulgadas de didmetro interno y 0.125 pulgadas de diametro externo. El

cierre de las capsulas se consiguié con adhesivo de silicona Tipo A de la misma

marca.

3.2.4 ADMINISTRACION DE HORMONAS.

Todas las hormonas fueron administradas por via subcutdnea. Su pauta de
administracién y la duracién de los tratamientos se especifican en la secci6n de
Resultados. Los esteroides fueron disueltos en aceite vegetal (Corn Qil, Sigma). La

T, fue disuelta en 0.1 N de NaOH a una concentracién de 2 mg/mly en el momento

de la inyeccién se diluyé en solucién salina. La Hormona de Crecimiento fue

disuelta en solucién salina. Los animales control recibieron aceite vegetal o solucion
salina, segun los casos. Los implantes de las cépsulas se realizaron por via

subcutanea en el tercio superior del dorso de las ratas.

3.3. TAMPONES.

Los tampones usados para el procesamiento de las muestras fueron:
- Tamp6én TMMDS: 50 mM de Tris-CIH, 10 mM de Molibdato s6dico, 5 mM
de Cloruro magnésico, 2 mM de Ditiotreitol y 0.25 M de Sacarosa, pH: 7.5.

- Tampén TE: 10 mM de Tris-CIH y 1.5 mM de EDTA, pH: 7.5.
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3.4. EXTRACCION DEL TEJIDO.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion. Sus higados fueron rapidamente
extraidos, lavados en solucién salina helada, congelados en nitrégeno liquido y
almacenados a -70 °C hasta el dia de la experimentacién. El tiempo de
almacenamiento nunca excedid de las dos semanas, aunque tiempos de
almacenamiento superiores no provocaron ninguna modificacion de los parametros
aquf estudiados. Por tal motivo, y dada la comodidad de su uso, se utilizé este
sistema de forma rutinaria, especialmente cuando el nimero de ratas a procesar era

elevado.

3.5. FRACCIONAMIENTO CELULAR: OBTENCION DE CITOSOL Y MICROSOMAS.

Todo el proceso se llevé a cabo a 0-4 °C. Las muestras de higado fueron
descongeladas y homogeneizadas en cinco volimenes de tampoén TMMDS
utilizando un homogenizador del tipo Potter-Elvehjem teflén-vidrio (B. Braum,
Melsungen, Alemania). Los homogeneizados asf obtenidos fueron centrifugados a
13.000 x g durante 15 minutos en una centrffuga refrigerada Sorvall RC-5,
utilizando para ello un rotor de angulo fijo modelo SE-12, con el fin de precipitar los
nidcleos y las mitocondrias. Los sobrenadantes obtenidos tras esta centrifugacion
fueron nuevamente centrifugados, ahora a 105.000 x g durante 60 minutos en una

ultracentrifuga Beckman L-7 y utilizando para ello un rotor de &ngulo fijo modelo 70
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Ti. Los sobrenadantes de esta centrifugacién (citosoles) fueron cuidadosamente
aspirados de cada tubo con la ayuda de una pipeta Pasteur para asi eliminar la capa
de lipopropteinas sobrenadantes. Una vez tomado un volumen adecuado de citosol,
los tubos se invertian con el fin de eliminar el citosol remanente. El precipitado se
reconstituia en cinco volimenes de tampén TMMDS frio y nuevamente se
centrifugaba a 105.000 x g durante 60 minutos. El sedimento de esta udltima
centrifugacién se resuspendia en TMMDS frio, y en un volumen tal que la
concentracion final de proteinas fuera de 2-4 mg/mL. Esta suspensién microsomal
fue la utilizada para ensayos de intercambio con hormona radiactiva y la

consecuente cuantificacion de LAGS.

3.6. ENSAYO DE RG CITOSOLICO Y DE LAGS MICROSOMALES.

Se incubaron alicuotas de citosol o microsomas (100 yL en ambos casos) con
[*H]Dexametasona disuelta en tampén TMMDS durante 18 horas a 0-4 °C. La
concentracion final de la Dexametasona radiactiva fue de 10 a 150 nM para las
muestras de microsomas y de 0.5 a 50 nM para las muestras de citosol. En estos
tubos se media la unién total del ligando a los LAGS y al RG. De forma paralela, se
realizaban series conteniendo, ademas del esteroide tritiado, un exceso de 200
veces de esteroide frio (no radiactivo), al objeto de determinar la fijacion no
especifica. Al final de la incubacién, cada tubo recibié 200 yL de una suspension
de Carbén activo con Dextran-T70 (DCC) en tampén TMMDS, de manera que la

concentracién final de ambos fue de 0.8 y 0.08% respectivamente. Rédpidamente
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los tubos se agitaban y permanecian incubdndose en frio durante 10 minutos,
posteriormente se centrifugaban a 3.000 x g durante 10 minutos en la centrifuga
Sorvall RC-5 utilizando un rotor horizontal modelo HS-4 con el fin de sedimentar el
DCC. Del sobrenadante se tomaban alicuotas que se mezclaban en un vial con el
liquido de centelleo (Férmula 989), se agitaban, se dejaban estabilizar durante dos
horas y por Ultimo se contaban en un Contador de Centelleo {Liquid Scintillation

Analysis, Packard 2500 TR).

En el caso de muestras procedentes de ratas que habian sido tratadas con algun
esteroide, tanto los citosoles como los microsomas, fueron pretratadas con DCC
antes de la incubacién con [®H] Dexametasona, con el fin de disminuir al maximo
la concentracidon de hormona en la muestra, ya que, evidentemente, su presencia

podia dar lugar a interferencias con el ensayo de intercambio.

3.7. ENSAYO DE RE.

Todo el método se realiza a una temperatura de 0-4 °C. A cada muestra de citosol
se le afnade, en agitacién constante, la mitad de su volumen de una solucion
saturada de Sulfato Amdnico en tampén TE helado, lo cual da una saturacion final
de sulfato amoénico del 33%. Esta solucién de citosol con sulfato aménico se
mantiene en agitacién constante y a 0-4 °C durante 45 minutos. Luego se

centrifuga a 14.000 x g durante 15 minutos, usando para ello una centrifuga
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refrigerada marca Beckman modelo GS-15R y un rotor de angulo fijo modelo F
2402. A continuacion, se desechan los sobrenadantes de la centrifugacién anterior
y el precipitado se resuspende en tampén TE y en un volumen tres veces menor
que el volumen de citosol original. Estas muestras ya se usan para el ensayo de

intercambio.

Para este ensayo de intercambio, se incubaron alicuotas de estos citosoles (100 uL)
con [®H] Estradiol disuelto en tampo6n TE y en presencia de 0.1% de albumina,
durante 18 horas a 0-4 °C. La concentracion final del Estradiol radiactivo fue de 0.5
a 10 nM. En estos tubos se media la unién total del RE al [°H] Estradiol. De forma
paralela, se realizaron series conteniendo, ademas del esteroide tritiado, un exceso
de 200 veces de esteroide frio (no radiactivo), al objeto de determinar la fijacion no
especifica. Al final de la incubacién, cada tubo recibié 200 uL de una suspension
de Carbén activo con Dextran-T70 (DCC) en tampdén TE, de manera que la
concentracion final de ambos fue 0.5 y 0.05% respectivamente. Rapidamente, los
tubos se agitaron y permanecieron incubdndose en frio durante 10 minutos.
Posteriormente, se centrifugaron a 3.000 x g durante 10 minutos en la centrifuga
Sorvall RC-5 utilizando un rotor horizontal modelo HS-4 con el fin de sedimentar el
DCC. Del sobrenadante se tomaban alicuotas que se mezclaban en un vial con el
liquido de centelleo (Hisafe ll). Se agitaban, se dejaban estabilizar durante dos horas

y por altimo se contaban en el Contador de Centelleo.

Cuando las muestras procedian de ratas que habian sido tratadas con alguin
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esteroide, fueron pretratadas con DCC (0.8 y 0.08 % final) antes de la
precipitacién con sulfato aménico, con el fin de reducir lo mas posible la

concentraciéon de hormona de la muestra.

3.8. DETERMINACION DE ESTRADIOL SERICO POR RIA.

Los niveles plasméticos de Estradiol se midieron usando un kit comercial (Coat-A-
Count Estradiol, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA) de alta
especificidad para estradiol en suero de rata. Las muestras se obtuvieron por
centrifugacién de sangre venosa coagulada, para asi obtener el suero. El limite
inferior de deteccién de este sistema era de 8 pg/mL y se basaba en la competicion
del estradio! de las muestras con el estradiol radiactivo por un anticuerpo unido a
la fase sélida. La realizacién practica se hizo siguiendo las indicaciones del

fabricante.

3.8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS.

La determinacién de protefnas se realiz6 siguiendo el método de Lowry et al.

(1951).
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3.9. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MAXIMA DE SITIOS DE UNION

(Bmax) Y DE LA CONSTANTE DE DISOCIACION (Kd).

Ambos parametros se calcularon segun el Anélisis de Scatchard (1949), que adn
sigue siendo el método méas usado para el estudio de la interaccion hormona-

receptor.

3.10. ESTUDIO ESTADISTICO.

Los resultados son expresados como la media + error estandar de la media. El
analisis estadistico se realizé mediante el programa de ordenador Instat (GraphPad
Software). El estudio comparativo de los resultados obtenidos entre més de dos
grupos de experimentacion, se llevé a cabo mediante anélisis de la varianza (test
ANOVA). Las comparaciones entre dos muestras, a partir de los resultados
obtenidos con el test ANOVA, se realizaron mediante el test de Student-Newman-
Keuls. Cuando se compararon tan sélo dos grupos, se usé el test t de Student. La
significacién estadistica sélo se consideré como positiva cuando fue obtenida una

p <0.05 o inferior.
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4.1. ONTOGENIA DEL LAGS.

De lo expuesto en la Introduccidn de esta memoria, resulta evidente que la GH
participa, junto con los glucocorticoides y las hormonas tiroideas en la regulacién
endocrina del LAGS. Esta regulacién pudo ponerse de manifiesto utilizando
fundamentalmente ratas hipotiroideas (que presentan un importante déficit de
secrecion, tanto de hormonas tiroideas como de GH) y ratas hipofisectomizadas
(que presentan déficit de secrecion de las dos hormonas anteriormente
comentadas, ademds de hormonas sexuales y prolactina). Estos modelos
experimentales, aunque valiosos, presentaban un grave inconveniente: en ninguno
de ellos existia un déficit aislado de secrecién, tanto de GH como de hormonas
tiroideas, por lo cual era sumamente dificil aventurar, el papel que jugaban cada

una de estas hormonas por separado.

Una posible solucién a este inconveniente surgié de la introduccién en nuestra
investigaciéon de un modelo animal recientemente descrito, caracterizado por una
mutaciéon en ratas de la cepa Lewis, que manifiesta un déficit aislado de GH,
mientras que el resto de locs pardmetros endocrinos se hallan dentro del rango de
la normalidad (Charlton et al, 1.988). Estas ratas, denominadas Lewis Dwarf
(enanas), presentan un tamafo y un peso que equivale aproximadamente a la mitad

de los exhibidos por sus congéneres normales.

Puesto que las ratas Lewis enanas sélo presentan un déficit aislado de secrecidn

de GH, consideramos de interés estudiar la expresién de LAGS en esta cepa, y
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comparar esos valores con los mostrados por ratas Lewis intactas, ya que ello nos
permitiria ahondar en el papel especifico de la GH en la regulacién del LAGS. A tal
efecto, se disefio el siguiente experimento, en el que se midié la concentracién de
LAGS en ratas Lewis y Lewis enanas a lo largo de la vida del animal, desde el
nacimiento hasta los seis meses de edad. A efectos comparativos, también se

incluyeron en este experimento ratas Sprague-Dawley.

Los resultados estan sumarizados en la Figura 1. En ella se puede apreciar que en
las tres cepas estudiadas (Sprague-Dawley, Lewis y Lewis enanas), la expresion
de LAGS presenta una ontogenia similar, siendo su nivel préacticamente
indetectable antes de las cuatro semanas de vida, paraluego comenzar a ascender
y alcanzar un pico entre los 2 y 3 meses. Tras esto, los niveles comienzan a
decaer lentamente. Estos resultados permiten concluir que la GH no parece ser la

responsable de las fluctuaciones en la concentracién de LAGS a lo largo de la vida.

Sin embargo, los resultados de este experimento ponen de manifiesto las grandes
diferencias de concentracion de LAGS entre las ratas Lewis y las ratas Lewis
enanas. Asi, a los tres meses de edad, la concentracién de LAGS en las ratas
Lewis es casi tres veces superior a la exhibida por las ratas enanas (p<0.01).
Puesto que los pardmetros endocrinos, a excepcién de la secrecién de GH, son
normales en la rata enana, resulta facil concluir que la GH, si bien no parece influir
en la ontogenia del LAGS, si que resulta indispensable para que éstos alcancen la

concentracién expresada en la cepa Lewis.
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Un daltimo hallazgo obtenido en este experimento y que resulta interesante
comentar, es la diferencia de concentraciéon de LAGS existente entre las ratas
Lewis y Sprague-Dawley. Asi, a los tres meses de edad, la concentracion de LAGS
en la cepa Lewis es casi el doble que la exhibida por las ratas Sprague-Dawley

(p<0.0b). La razén de esta diferencia es, por ahora, desconocida.

Paralelamente a la determinacién de LAGS, se hizo la cuantificacion de RG en los
mismos grupos de animales. Tal y como cabia esperar, no se objetivaron
diferencias en la concentraciéon de RG, ni a lo largo del intervalo de edad estudiado,

ni en relacién con la cepa estudiada (datos no mostrados).
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Figura 1. Ontogenia de LAGS en ratas macho de las cepas Lewis, Lewis enana

y Sprague-Dawley. Cada punto representa la media + E.S. de al

menos cinco experimentos realizados por separado.
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4.2. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE hGH SOBRE LA CONCENTRACION

DE LAGS EN LA RATA LEWIS ENANA.

Al estudiar la ontogenia del LAGS en las cepas Lewis y Lewis enana, habiamos
observado que los machos enanos expresaban unos niveles de LAGS que eran
aproximadamente un 40% de aquellos mostrados por los machos Lewis normales.
La dnica diferencia que parece exisitir entre ambas cepas radica en los niveles de
produccion y secrecion de la GH, pues en las ratas enanas el nivel plasmatico de

esta hormona es tan so6lo un 5% del exhibido por las rats Lewis no enanas.

Por ello, podia suponerse a priori que era este déficit de GH el causante de la baja
expresion de LAGS. Para demostrar tal posibilidad, se realizé el siguiente
experimento, en el cual grupos de ratas macho Lewis enanas fueron tratados
durante una semana con diferentes dosis de hGH, desde 0 (grupo control) hasta
150 pg/dia, repartidos en tres dosis diarias, lo cual estad descrito por diversos
autores como "patrén masculino” de administracion de GH, en contraposicién al
suministro continuado de GH mediante implante de bombas osmdticas o "patrén
femenino” (Mode et al.,, 1.982; Jansson et al., 1.985). Las ratas fueron

sacrificadas ocho horas después de la dltima adiministracién de hGH.

Los resultados de este experimento se recogen en la Figura 2. Tal y como puede
observarse, la administraciéon de hGH elevé significativamente la concentracién de

LAGS de una forma lineal en funcién de la dosis administrada. Atinque con la dosis
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mas alta de hGH usada nunca se lleg6 a obtener los niveles de LAGS expresados
por los machos Lewis no enanos, el trazado ascendente de la curva induce a
pensar que si se aumenta la dosis de hGH o el tiempo de su administracién, los

niveles entre ambas cepas tenderian a igualarse.

Tomados los resultados de este experimento en conjunto con los del anterior,
parece razonable concluir que la GH, si bien no parece influir en la ontogenia del
LAGS, si que resulta imprescindible para que éste alcance una concentracion

similar en las cepas Lewis y Lewis enana.
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Curva dosis respuesta de la expresion de LAGS por hGH en ratas
macho Lewis enanas de 2-3 meses de edad. Cada punto representa
la media + E.S. de al menos cinco experimentos realizados por

separado.
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4.3. EFECTO DE DIVERSOS TRATAMIENTOS ENDOCRINOS SOBRE LA
EXPRESION DE LAGS EN RATAS LEWIS Y LEWIS ENANAS

HIPOTIROIDEAS.

De los resultados del experimento anterior, y merced al uso de una cepa de ratas
deficiente en GH, pudo vislumbrarse el efecto aislado que esta hormona ejercia
sobre la expresién de LAGS. Sin embargo, la investigaciéon con estas ratas ain
podia ser de utilidad para esclarecer el papel de otras hormonas, concretamente,
las hormonas tiroideas. Conocido ya el papel de la GH, el desarrollo de
hipotiroidismo en estos animales podria hacernos profundizar en el papel aislado

de las hormonas tiroideas.

Por ello nos planteamos el siguiente experimento, en el que ratas macho adultas
de la cepa Lewis enana se hicieron hipotiroideas mediante la administraciéon de
Propiltiouracilo (PTU) en el agua de bebida, a una concentracién de 0.5 g/ litro. El
PTU, es un potente inhibidor, tanto de la sintesis de hormonas tiroideas como de
la conversion periférica de T, en T, (Nunez, 1.988; Visser, 1.988), de manera que
con el uso de este fa&rmaco se origina un estado hipotiroideo similar al que se

obtiene por medio de la ablacién quirlrgica del tiroides.

El PTU, fue administrado durante cuatro semanas, salvo en el caso de un grupo
que fue sacrificado a las tres semanas para comprobar que el efecto del PTU era

el esperado. De los grupos restantes, excepto un grupo control, todos los demés
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recibieron algun tratamiento hormonal sustitutorio durante la Ultima semana de

tratamiento con PTU.

Los tratamientos hormonales consistieron en: hGH (100 pg/rata/dia, repartidos en
tres dosis), T, a dos dosis diferentes (0,1 o 2,5 xg/100 g peso/dia), y la
combinacion de hGH mas las dosis ya especificadas de T,. Cada grupo de
experimentacién conté con los adecuados controles, que sélo recibieron el vehiculo

apropiado.

Los resultados de este experimento se pueden apreciar en la Figura 3. Destaca, en
primer lugar, el intenso efecto que provoca el PTU sobre el nivel de LAGS en estas
ratas Fig. 3a). Asi, tras tres semanas de tratamiento su valor desciende a tan sélo
un 10% del control {(p<0.001)}, y a las cuatro semanas de tratamiento con PTU,

estos valores son ya indetectables.

En este modelo animal, el tratamiento con hGH (Fig. 3b) fue capaz de elevar los
niveles de LAGS de forma siginificativa (p <0.01). Esto ocurrié tanto en ausencia
de T, como en su presencia y con ambas dosis ensayadas. Por otra parte, el
tratamiento aislado con T,, a la dosis de 0,1 xg/100 g./dia, carecié de efecto sobre
la induccion de LAGS, pero la dosis de 2.5 ug/100 g./dia, logr6é no sélo restituir
los niveles de LAGS, sino que incluso los duplicé con respecto al control, sin
tratamiento con PTU (P < 0.05). Sin embargo, cuando se administr6 la T, a esta
dosis conjuntamente con la hGH, el nivel de LAGS descendié y se hizo similar al

de las ratas intactas, no tratadas con PTU.
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Todo esto parece indicar que los niveles de LAGS se mantienen gracias a una
complicada interrelacion entre las hormonas tiroideas y la GH, de manera que la
dosis baja de T, por sf misma no es capaz de elevar los niveles de LAGS y esto
s6lo ocurre si ademads se administra hGH, obteniéndose en este caso unos valores
similares a los obtenidos al administrar sélo hGH. En cambio, cuando se administra
dosis altas de T, conjuntamente con hGH, ésta parece tener un cierto papel
inhibidor sobre el efecto originado por la T;, pues se aprecia entre ambos grupos
una diferencia significativa (p <0.05). El antagonismo observado entre la hGH y la
T,, cuando ésta Ultima es ensayada a una alta dosis, confirma hallazgos
precedentes realizados por nuestro laboratorio en ratas hipofisectomizadas (Chirino

et al., 1994).

Paralelamente, se realizd un experimento similar usando como modelo animal la
cepa Lewis. Los resultados estan representados en las Figuras 3c y 3d. En ellas
se aprecia en primer lugar cémo el efecto del PTU, aunque importante, no es tan
dramatico como el observado en las ratas enanas. Asi, a las tres semanas de
tratamiento con PTU, las ratas Lewis sélo exhibieron una reduccién del 50% en los
niveles de LAGS (p<0.05), y a las cuatro semanas, este descenso fue sélo del
70% (p<0.01), mientras que, como se recordard del experimento anterior, las
ratas enanas en este tiempo presentaban unos niveles casi indetectables. La razén
de esto tal vez debemos buscarla en el déficit tan acusado de secreciéon de GH que
muestran las ratas enanas, lo cual hace que el efecto del PTU sobre la expresién

de LAGS sea mas intenso que en el caso de las ratas Lewis.
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En estas ratas, la administracion de T, a dosis bajas, fue capaz de elevar
significativamente la concentracién de LAGS (p<0.05). La combinacién de esta
dosis de T; conla hGH tuvo un efecto sinérgico, ya que la concentracién de LAGS
se incremento significativamente con respecto al grupo tratado sélo con T, Por
otra parte, destaca como el efecto de la T, a dosis alta no origina una duplicacién
de los niveles de LAGS, lo que si ocurria con la rata enana. Esto probablemente se
deba a que esta dosis de T, provoca a su vez induccién de la secrecién de GH
(Martinolli y Pelletier, 1.989), la cual a su vez manifiesta asf su efecto antagénico

con las hormonas tiroideas sobre la expresiéon de LAGS.

En dltimo lugar, es de destacar el diferente efecto que las dosis bajas de T,
provocaron en la rata Lewis, en donde se observd un incremento significativo del
nivel de LAGS, con respecto alas ratas Lewis enanas, en donde no provocé ningtn
efecto. Ello podria ser debido a la presencia de GH en las primeras, que

potenciaria el efecto de las hormonas tiroideas.
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Figura 3a. Efecto del Hipotiroidismo sobre la expresion de LAGS en ratas macho

Lewis enana. Cada barra representa la media = E.S. de al menos
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cinco experimentos individuales.
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Efecto de diversos tratamientos hormonales sobre el nivel de LAGS
en ratas Lewis enanas hipotiroideas. Grupos de ratas Lewis enanas
fueron tratadas durante la dltima semana en tratamiento con PTU con
Hormona de Crecimiento (GH) y con Triiodotironina (T;) a las dosis
especificadas. Cada barra representa la media + E.S. de al menos

cinco experimentos individuales.
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Efecto del Hipotiroidismo sobre la expresién de LAGS en ratas macho
Lewis. Grupos de ratas Lewis fueron tratadas con PTU durante los
tiempos especificados. Cada barra representa la media + E.S. de al

menos cinco experimentos individuales.
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Efecto de diversos tratamientos hormonales sobre la reposicion de el
LAGS en ratas Lewis hipotiroideas. Grupos de ratas Lewis fueron
tratadas durante la UGltima semana en tratamiento con PTU con
Hormona de Crecimiento (GH) y con Triiodotironina (T5), a las dosis
especificadas. Cada barra representa la media + E.S. de al menos

cinco experimentos individuales.
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4.4, EXPRESION DE LAGS EN MACHOS Y HEMBRAS DE DIFERENTES CEPAS.

Conociendo los resultados de la ontogenia en los machos de las cepas Lewis y
Sprague-Dawley, y habida cuenta de las importantes diferencias en relacién a la
concentracion de LAGS entre estas dos cepas, decidimos investigar la expresién
de LAGS en otra cepa también de amplia distribuciéon en muchos laboratorios como
es la cepa Wistar. Los resultados comparativos de la expresion de LAGS en ratas
de tres meses de edad pertenecientes a las tres cepas, se muestran en la Figura
4. En ella puede observarse que, tanto la cepa Wistar como la Lewis presentan una
concentracion similar de LAGS, significativamente superior a la mostrada por la

cepa Sprague-Dawley (P <0.05).

De experimentos anteriores desarrollados en nuestro laboratorio, sabiamos que las
ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley, presentaban un comportamiento erréatico
en cuanto a la expresiéon de LAGS, hasta tal punto que, mientras en un alto
porcentaje de ellas la concentracion de LAGS era muy baja o incluso nula, otras
exhibian unos niveles que casi llegaban a alcanzar el valor normal exhibido por los
machos adultos. Esta enorme variabilidad no podia ser explicada por cambios en
alglin estado fisioldgico tal como el ciclo estral. No obstante, se considerd de
interés estudiar si en las hembras de las otras cepas en estudio ocurria lo mismo.
Por ello, se decidié hacer el siguiente experimento, en el que se estudié la
concentracién de LAGS en ratas hembra Sprague-Dawley, Wistar, Lewis y Lewis

Dwarf de tres meses de edad.
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Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 4. En ella puede
observarse que en ninguna de las tres cepas estudiadas aparecen unos niveles de
LAGS que puedan compararse con los de los machos. Las hembras Sprague-
Dawley presentaron una expresiéon muy variable de LAGS, tal y como se comenté
previamente. Sin embargo, las restantes cepas presentaron una concentraciéon de
LAGS bastante homogénea y que fue, en todos los animales estudiados, minima

o incluso indetectable.

Como cabia esperar, el estudio estadistico comparativo de machos y hembras de
la misma cepa y de la misma edad arrojo siempre una alta significaciéon estadistica

(P< 0.001).

Los resultados tan dispares obtenidos con la expresion de LAGS entre ratas
machos y hembras Lewis y Wistar, demuestran claramente la existencia de un
dimorfismo sexual en la expresién de LAGS. Sin embargo, lo que ocurre con las
hembras Sprague-Dawley no ha podido ser explicado satisfactoriamente, a pesar
del considerable esfuerzo que se ha realizado. Tanto la menor concentracién de
LAGS en los machos Sprague-Dawley como la presencia erratica en hembras

continda siendo una incégnita por resolver.
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Figura 4. Expresion de LAGS en machos y hembras adultos de las cepas

Wistar, Lewis, Lewis enana y Sprague-Dawiley. Cada barra representa

la media + E.S. de al menos seis experimentos individuales.
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4.5. ESTUDIO DEL DIMORFISMO SEXUAL EN LA EXPRESION DE LAGS

Tras los resultados del experimento anterior, parecia evidente que la expresién de
LAGS estaba fuertemente influenciada por el sexo, al menos en las cepas Lewis
y Wistar. Este patrén dimérfico de expresién no es en absoluto novedoso, ya que
ha sido descrita la existencia de una cierta variedad de proteinas hepéaticas que
s6lo son expresadas por uno de los dos sexos, por ejemplo, la a,,-globulina, que
es especifica del macho (Sippel et al., 1.975), o ciertas isoenzimas del citocromo
P-450, que son expresadas por uno u otro sexo.{McClellan-Green et al., 1.989;

Zaphiropoulos et al., 1.990), pero no por ambos a la vez.

El origen de este patrén dimérfico de expresién hay que buscarlo en el hipotalamo.
Justo tras el nacimiento del animal, la impregnacién hipotaldmica por hormonas
sexuales provoca profundos cambios en el patrén ulterior de secrecién de algunas
hormonas hipofisarias. En este sentido, baste recordar la marcada diferencia
existente entre el patrén de secrecién de las gonadotropinas hipofisarias entre el
macho y la hembra. Otro patrén de secrecién que también se altera es el de la GH.
Esta hormona se segrega en el macho de una forma pulsétil, con picos de
secrecion cada 3-3.3 horas, lo que provoca enormes variaciones en la
concentracion plasmatica de esta hormona. En la hembra por el contrario, la
secrecion de GH se realiza de una forma més continua, lo que hace que sus
concentraciones plasmaticas no estén sujetas a tanta fluctuacién y mantengan

siempre unos niveles superiores a los del macho. Justamente, este dimorfirmo
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sexual en la secrecién de GH ha sido involucrado en la expresiéon dependiente del

sexo de ciertas proteinas hepéticas, tales como algunos citocromos P-450.

Desde hace tiempo se sabe que este dimorfismo sexual fisiolégico puede alterarse
artificialmente si se somete al animal a una gonadectomia en el momento del
nacimiento y se le administra una solucién "depot"” de la hormona sexual del otro
sexo (estradiol para machos, testosterona para hembras). En estas circunstancias,
las hembras presentarian un patrén "masculino” de secrecién de gonadotropinas
y de GH, mientras que los machos exhibirfan un patrén de secrecidn tipicamente

"femenino”.

Por todo ello, decidimos realizar un experimento encaminado a generar un cambio
del sexo hipotaldmico, al objeto de tratar de modificar este patrén dimérfico de
expresién de LAGS. Para este experimento se usaron ratas Lewis recién nacidas
de ambos sexos que fueron operadas durante las primeras 24 horas de vida. Se
establecieron tres grupos de animales por cada sexo, de manera que el primer
grupo fue pseudogonadectomizado, y sirvid como grupo control. El segundo
grupo fue gonadectomizado y al mismo tiempo fue tratado con una dosis alta de
la hormona sexual contraria a su sexo (0.5 mg de Propionato de Testosterona/rata
hembra; 0.15 mg de Propionato de Estradiol/rata macho, disueltos en
propilenglicol). Al tercer grupo se le realizé también una gonadectomia bilateral y
se le inyectd tan sélo el vehiculo, a la misma dosis que el grupo anterior. Tras ésto,

los animales fueron devueltos con sus madres para continuar su desarrollo.
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El sacrificio y posterior cuantificacion de los niveles de LAGS se realiz6 a los 67
dias de vida. Sdélo fueron aceptadas en el experimento aquellos animales que
presentaban atrofia de prdstata y vesiculas seminales (caso de los machos), o

ausencia de apertura vaginal y atrofia uterina severa (caso de las hembras).

Los resultados de este experimento se aprecian en la Figura 5 y de ella cabe

destacar dos aspectos interesantes:

- En lo que respecta a las hembras, la gonadectomia fue capaz de producir un
aumento de la expresién de LAGS en relacién al grupo control (P<0.001),
haciéndose su concentraciéon similar a la observada en los machos
gonadectomizados a la misma edad. Este tipo de respuesta no se vio
adicionalmente influida por la inyeccién de Propionato de Testosterona,
puesto que las ratas hembras gonadectomizadas y tratadas con esta
hormona o con vehiculo, presentaron unos niveles similares de LAGS.

- Con respecto a los resultados obtenidos en machos, la gonadectomia sola
o0 en combinacién con Benzoato de Estradiol no fue capaz de abatir el nivel
de LAGS, sino que por el contrario los llegé a elevar atin mas. (p<0.05).
Este dato induce a pensar que la presencia de hormonas testiculares desde
el momento del nacimiento impiden una mayor expresién de LAGS en la
edad adulta. Aunque podemos presuponer que el cambio de sexo
hipotalamico ocurrid, pues al comparar la ganancia de peso entre los machos
(162 + 7, n=7) y las hembras (172 = 12, n=9) gonadectomizados y

tratados con la hormona contraria a su sexo, no se apreciaron las diferencias
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que normalmente se observarian entre machos y hembras intactos al llegar

a esta edad {(Somana et al., 1.978).

Los resultados anteriores demuestran que si bien la GH parece necesaria para que
la rata exprese unos niveles de LAGS altos, en cambio el modelo de secreciéon de
esta, ya sea segun un patrén masculino o femenino', no influye de manera
importante en el hecho en si de la mayor o menor expresion. Este dato corrobora
experimentos previos realizados en ratas Sprague-Dawley, donde la administracién
de hGh mediante bombas osméticas o por tres dosis diarias produjeron niveles de

LAGS similares (datos no mostrados).

Descartada la importancia de un determinado patron de secrecién de GH a la hora
de expresar mas o menos cantidad de LAGS, centramos nuestra atencién en la
influencia de la ovariectomia, pués es otra variable introducida en este experimento
y a la que cabe atribuir el efecto encontrado. Conociamos que esta manipulacién
realizada al nacimiento era capaz de hacer que las hembras expresasen LAGS en
cantidad similar a la de los machos gonadectomizados, pero l6gicamente nos
preguntamos si este efecto era reproducible sélo si se realizaba antes de las 24

horas de vida o por el contrario, podia seguirse observando en etapas mas tardias

de la vida del animal.
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Estudio del dimorfismo sexual en la expresion de LAGS. Grupos de
ratas macho fueron pseudogonadectomizadas (Sham),
gonadectomizadas e inyectadas con vehiculo (0OX) o
gonadectomizadas e inyectadas con Propionato de Estradiol (OX +E,)
en el primer dia de vida. Grupos de ratas hembras recibieron el mismo
tratamiento, pero uno de los grupos recibi6 Propionato de
Testosterona en lugar de Estradiol (Sham, OVX y OVX+T,

respectivamente). El sacrificio se realizé a los 67 dias.
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4.6. EFECTO DE LA OVARIECTOMIA ANTES Y DESPUES DE LA PUBERTAD.

A partir de los datos del experimento anterior, parecia légico creer que las
hormonas ovéricas podian poseer un papel frenador de la expresion de LAGS, ya
que la ovariectomnia, al menos en las etapas tempranas de la vida, ejercia un
poderoso efecto estimulante sobre la expresién de el LAGS, efecto que podia ser
directo, y no mediado por los profundos cambios hipotaldmicos en la secrecién de

GH que acompafiaba a dicha ablacién quirdrgica.

Al objeto de intentar demostrar si la ausencia de hormonas femeninas, y no el
cambio del patrén de secrecién hipotaldmica de GH, era el responsable de esta
desrepresion de la expresiéon de LAGS, consideramos de interés desarrollar el
siguiente experimento, en el cual grupos de ratas hembras de la cepa Lewis fueron
ovariectomizados en distintos momentos de la vida, concretamente a los dias 10,
22, 38, 42, 46 y 60 dias de vida. De forma adicional, y a efectos estadisticos, se
incluyd un grupo control, pseudoovariectomizado, para cada edad. Si tenemos en
cuenta que la pubertad en la rata acontece en torno a los 42 dias de edad,
podemos considerar que habfan grupos ovariectomizados en la etapa prepuberal
y otros que fueron operados en la etapa peripuberal o pospuberal. Todos los grupos
fueron sacrificados a los 70 dias de edad, excepto el grupo ovariectomizado a los
60 dias que lo fue a los 80. En estas dos épocas conociamos por la ontogenia que

eran de un alto nivel de expresién de LAGS.
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Los resultados se aprecian en las Figuras 6a y 6b. En ellas se advierte en primer
lugar que los grupos pseudooperados en ningun caso presentaron unos niveles de
LAGS superiores a 1 pmol / mg de proteina, repitiéndose una vez mas ese
dimorfismo sexual previamente descrito si los comparamos con los grupos
ovariectomizados (p <0.001). En segundo lugar, queda patente que la ovariectomia
realizada antes de la pubertad siempre se manifiesta efectiva, alcanzandose unos
niveles de LAGS en estas ratas hembras similares a los del macho o superiores. En
tercer lugar, las ratas que fueron ovariectomizadas a partir de los 42 dias,
manifiestan unos niveles de LAGS claramente inferiores a los exhibidos por ratas

ovariectomizadas en etapas mas tempranas.

El estudio estadistico pormenorizado mostré que en los animales ovariectomizados
antes de la época de la pubertad, es decir antes de los 40 dias, existe una
diferencia siginficativa {p <0.001), con respecto al control, mientras que en el
grupo de 42 dias la significacién estadistica fue més reducida (p<0.05). Por
dltimo, en los grupos que fueron ovariectomizados a los 46 y 60 dias, ya no hay

siginificacion estadistica respecto al control.

Los resultados de este experimento nos parecieron muy interesante, pues es poco
comun gque se puedan apreciar mecanismos que en pocos dias sean capaces de
ejercer una poderosa sefial, que de alguna manera impida que en la rata hembra
Lewis adulta se exprese esta proteina hepética.
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Cuando se ovariectomiza a una rata hembra antes de la pubertad, la primera y méas
importante consecuencia es que no se produce la maduracién sexual de la rata, y
esto es porgque no llegan nunca a producirse hormonas de origen ovérico,
necesarios para el desarrollo de la madurez sexual, pero ademas, desde nuestro
punto de vista, podian ser los estr6genos los que estuvieran implicados en la no
expresion de LAGS en la rata hembra adulta intacta, pues en el momento en que
el LAGS comenzaria a ser detectado, que es justo después de la pubertad, es
cuando se eleva el nivel de estrégenos circulantes y este quizds sea el responsable
de que el higado de la rata hembra no exprese LAGS. Sobre esta hipdtesis de

trabajo continuamos nuestros experimentos siguientes.
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Efecto de la ovariectomia sobre la expresion de LAGS. Grupos de
ratas hembras fueron ovariectomizadas (OVX) o pseudooperadas
(CONTROL) alos 10, 22 y 38 dias de vida. Sacrificio a los 70 dias de
edad.
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Efecto de la ovariectomia sobre la expresion de LAGS. Grupos de
ratas hembras fueron ovariectomizadas (OVX) o pseudooperadas
(CONTROL) a los 42, 46 y 60 dias de vida. En los dos primeros

grupos es sacrificio se realiz6 a los 70 dias de edad, y en el dltimo a

los 80.
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4.7. EFECTO DE LA ORQUIDECTOMIA ANTES Y DESPUES DE LA PUBERTAD.

El efecto de la gonadectomia en la rata hembra, antes y después de la pubertad
parecia evidente. Sin embargo, y después de los resultados obtenidos en los
experimentos de cambio de sexo hipotaldmico, en los que se aprecié como la
orquidectomia, realizada durante las primeras 24 horas de vida, era capaz de
duplicar los niveles de LAGS al llegar a la edad adulta, nos intrigaba qué significado
podia tener la gonadectomia en la rata macho, Yy si el efecto era diferente antes y
después de la pubertad, implicando asi también en la regulaciéon endocrina a alguna

hormona de origen testicular, como la Testosterona,

Por ello nos planteamos el siguiente experimento, en el cual grupos de ratas Lewis
macho fueron orquidectomizadas a diferentes edades, concretamente alos 1, 10,
22, 40 y 80 dias, y al mismo tiempo se pseudooperaron los correspondientes
controles. Las ratas orquidectomizadas antes de la pubertad fueron sacrificadas a
los 70 dias, mientras que en el caso de las gonadectomizadas a los 80 dias, el

sacrificio se realizd a los 100 dias.

Los resultados obtenidos y que se muestran en la Figura 7, revelan que la
gonadectomia en el macho fue capaz de elevar el contenido de LAGS de forma
significativa (P<0.05), en todos los grupos orquidectomizados antes de la
pubertad, en cambio la gonadectomia realizada después de esta época no parece

tener ningdn efecto sobre la expresion de LAGS. Este efecto es en cierto sentido
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similar al encontrado en las hembras, pues en ambos casos la gonadectomia
realizada después de la pubertad no modifica los niveles de LAGS con respecto a
los animales gonadectomizados de su mismo sexo. Este efecto no puede ser
debido al patrén de secrecién de GH, pués este no cambia si la gonadectomia se
realiza a los 10 6 20 dias de vida, méas bién se debe buscar el origen de este efecto
en los esteroides sexuales, aunque tampoco puede descartarse la participacién

hipofisaria en este proceso.
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T 0X
CONTROL

N

LAGS (pmol/mg de proteina)

~ M

—

~ AN

(\®)

~ MMM

EN\N\\\g
ENN\\g

4
DIA DE OX o CONTROL

8

Efecto de la orquidectomia sobre la expresién de LAGS. Grupos de
ratas machos fueron orquidectomizados (OX) o pseudooperados
(CONTROL) a los O, 10, 22, 40 y 80 dias de vida. El sacrificio se
realizd a los 70 dias de edad, excepto el del Gltimo grupo que lo fue
a los 100 dias.
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4.8. EFECTO DEL ESTRADIOL EN MACHOS ADULTOS INTACTOS.

Llegados a este punto, se podia pensar que las hormonas sexuales masculinas,
debian tener alguna implicacién en la regulaciéon endocrina del LAGS, pues su
presencia antes de la pubertad impedia que los niveles de LAGS en la edad adulta
se viesen aumentados, en cambio su ausencia en la edad adulta no parecia influir
de manera notoria sobre el nivel de LAGS. Las hormonas ovéricas si que estaban
implicadas de forma importante e interesante, pues la presencia de ovarios impedia
en las hembras la aparicién de LAGS al mismo nivel que se expresaba en los
machos. No es este un mecanismo extrafio, pues se sabe que en el caso de
algunas Isoenzimas del citocromo P-450, durante la época postnatal los esteroides
sexuales masculinos imprimen la huella necesaria para que en la edad adulta se
expresen estas isoenzimas, y que dejan de hacerlo si la rata macho es

gonadectomizada al nacimiento (Mode et al., 1.981; Waxman et al., 1.985).

Por estas razones, nos planteamos un experimento en el que se debfa usar como
modelo la rata macho Lewis adulta en la que existiese una cantidad constante de
Estradiol en el plasma, de manera que su influencia sobre el higado fuera continua,
tal y como lo harfan las hembras no gonadectomizadas antes de la pubertad. La
solucién elegida fue implantar en las ratas de este experimento una cépsula de
silastic conteniendo una solucién depot del esteroide, con lo cual se produce una
liberacion continua del mismo y proporciona asi unos niveles plasmaticos estables.

El Estradiol se usé en forma de Benzoato de Estradiol (BE), y se deposité en
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capsulas de silastic, de manera que cada cépsula contenia 25 yg de BE. También
se usé en este experimento Testosterona en céapsulas de silastic y también en

forma de solucién depot, concretamente como Propionato de Testosterona (PT) a

razén de 500 wg/céapsula.

Se usaron ratas maduras intactas que se dividieron en cuatro grupos, uno cuya
cépsula contenfa sélo vehiculo (aceite de maiz), como control; un segundo grupo
que contenfa BE a la concentracién indicada; un tercer grupo conteniendo PT y el
cuarto con dos céapsulas cada una con un esteroide sexual diferente a la misma
concentracion anterior. El sacrificio se realiz6 tres semanas después de

implantadas las cépsulas.

Los resultados se pueden apreciar en la Figura 8. En ella cabe destacar en primer
lugar, que la PT no parece tener ningln efecto sobre la expresién de LAGS, y en
segundo lugar, que el grupo implantado con BE tampoco revelé diferencias con
respecto al grupo control, por lo que de tener algin efecto el BE éste no se

manifiesta cuando estan presentes las génadas.
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Efecto del estradiol en machos adultos intactos. A grupos de ratas
machos adultas se les implanté durante 21 dias una cépsula
conteniendo vehiculo (VEH), Benzoato de Estradiol (E,), Propionato de
Testosterona (T), Benzoato de Estradiol y Propionato de Testosterona

(E,+T, cada uno en una céapsula).
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4.9. EFECTO DEL ESTRADIOL SOBRE LA EXPRESION DE LAGS EN MACHOS

ORQUIDECTOMIZADOS ANTES DE LA PUBERTAD.

A pesar de los resultados anteriores, nos continuaba pareciendo interesante el
hecho de que la gonadectomia en las hembras, antes de la pubertad, fuese capaz
de elevar el nivel de LAGS en la edad adulta de estas ratas. Pero, sobre todo
llamaba la atencién que no ocurriese lo mismo cuando se realizaba la gonadectomia
después de la pubertad. Esto nos seguia haciendo pensar que alguna hormona
ovarica, como el Estradiol, podfa tener un efecto inhibidor sobre la expresién de
LAGS, y que producia una huella tan duradera que si la gonadectomia se realizaba
después de la pubertad, la rata hembra ya era incapaz de expresar LAGS. Un
mecanismo similar esta descrito para algunas isoenzimas del citocromo p-450,
como son el lIC11 y el lIC12, cuyos niveles en la rata macho adulta cambian con
la administracion de Estradiol, ainque a una dosis de mas de 1Tmg/Kg de peso, que
es una dosis totalmente farmacolégica (Morgan et al., 1.985; MacGeoch et al.,

1.985).

Por ello insistimos en investigar esta posibilidad de que el Estradiol se comportase
como inhibidor de la expresién de LAGS, y en contraposicién a los experimentos
realizados con el citocromo p-450, nuestro interés iba dirigido a encontrar el efecto
del estradiol a nivel fisioldgico, usando unas dosis mucho més bajas de estradiol,
pues es asi como ocurre en los dias siguientes a la pubertad en la rata hembra.
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Ahora el modelo animal elegido fue la rata macho Lewis gonadectomizada antes
de la pubertad, y ello porque quizas para que se manifestase la accién represora
del estradiol fuese necesario un modelo animal que no tuviese una fuente endégena
de esteroides sexuales, y que fuese macho, pues sabiamos que tanto en presencia

0 ausencia de génadas, éste siempre expresaba LAGS.

La gonadectomia se realizé a los 25 dias de vida, y en ese momento se les
implantd, subcutaneamente en el tercio superior del dorso, la cépsula de silastic.
El sacrificio se realiz6 a los setenta dias de vida, momento en el que la expresién
de LAGS es méxima. Las ratas objeto de este experimento se dividieron en cuatro
grupos, entre los que se incluye un grupo pseudogonadectomizado como control,
al que se le implanté una cédpsula con vehiculo; otro grupo gonadectomizado v al
que se le implanté una cépsula conteniendo vehiculo; el tercer grupo fue

gonadectomizado y la cépsula contenia PT, y el cuarto contenfa BE.

Los resultados se muestran en la Figura 9. En ella se aprecia claramente el intenso
efecto originado por la capsula de BE que abatié los niveles de LAGS a uhos
niveles inferiores al 5% del los controles (p<0.001), lo que indica claramente el
potente efecto represor del estradiol sobre la expresién de LAGS. Otra observacién
interesante es el incremento significativo de LAGS tras la orquidectomia al
comparar este grupo con el pseudogonadectomizado (p <0.01), que parece indicar
un posible efecto de la testosterona enddgena en el sentido de deprimir los niveles
de LAGS. Sin embargo, este efecto no ha sido observado en otros grupos

experimentales y serd explorado en estudios posteriores.
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Efecto del estradiol sobre la expresion de LAGS en machos
orquidectomizados antes de la pubertad. Grupos de ratas machos
fueron pseudooperados (SHAM) u orquidectomizados a los 25 dias de
vida y en ese momento se les implanté una cépsula conteniendo

vehiculo (OX + VEH), Propionato de Testosterona (OX + T) o Benzoato
de Estradiol (OX+E,)
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4.10. EFECTO DEL ESTRADIOL SOBRE LA EXPRESION DE LAGS EN MACHOS

ORQUIDECTOMIZADOS DESPUES DE LA PUBERTAD.

En el experimento anterior habiamos introducido dos nuevas variables, a saber: en
primer lugar, el tiempo transcurrido entre la orquidectomia y colocacién de cépsula
con el esteroide, y el sacrificio de las ratas, que fue de 45 dias; y en segundo
lugar, que este modelo era de ratas gonadectomizadas antes de la pubertad. Por
ello parecia necesario indagar sobre sobre estos dos aspectos, es decir, sobre el
tiempo minimo que debfa permanecer implantada una cépsula de BE para generar
laaccién inhibidora y también sobre si la gonadectomia era imprescindible realizarla
antes de la pubertad. Las respuestas a estas dudas se buscaron con este siguiente

experimento.

Asi, asumiendo la hipdtesis de que la presencia de génadas en la rata macho era
capaz de impedir el efecto inhibidor del estradiol, debiamos elegir un modelo animal
que precisaba de la anulacién de la actividad testicular. El modelo elegido fue la

rata macho Lewis adulta gonadectomizada.

La gonadectomia se realiz6 a los 80 dias de edad, y en ese momento se les
implantd, la capsula de silastic conteniendo BE, con aceite de maiz como vehiculo.
Las ratas gonadectomizadas se dividieron en dos grandes grupos, uno de ellos
contenia una cépsula con sélo vehiculo, como control, y el segundo contenia BE

a la concentracién ya usada. Cada grupo, con su correspondiente grupo control,
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fue sacrificado siguiendo una pauta encaminada a conocer el tiempo necesario para
gue se produjera la inhibicién, si es que ella ocurria. Asi, la primera serie se
sacrificd a los tres dias de la gonadectomia e implante, y las siguientes lo fueron

a los cinco, siete, diez y veinte dias.

Los resultados se muestran en las Figuras 10a y 10b. En ellas se observa como a
los tres dias existe una diferencia significativa (p <0.05) que resulta del incremento
en la expresién de LAGS en el grupo que tenia la capsula con BE. Este efecto ya
no existe a los cinco dias, donde en ambos grupos los niveles de LAGS son
similares, y a los siete dias se aprecia un incremento no significativo del grupo con
vehiculo. Es a los 10 dias cuando aparece la significacion estadistica que permite
pensar en un efecto represor del estradiol (p< 0.05) y la significacién es clara y

maxima en el grupo sacrificado a los veinte dias (p< 0.01).

Estos experimentos permitian establecer las siguientes conclusiones:

- El efecto inhibidor de la expresién de LAGS en ratas macho ejercido por el
Estradiol, precisaba de un modelo carente de génadas, y este efecto tenia
lugar en cualquier momento de la vida del animal, no siendo necesaria la
orquidectomia antes de la pubertad.

- Tras veinte dias con la capsula de BE, el efecto inhibidor se manifiesta de

forma clara.

Conindénticos grupos se realizé este experimentos en machos de la cepa Sprague-

Dawley, obteniéndose resultados similares y con la misma significacién estadistica,
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aunque con niveles mas bajos de LAGS, acorde con su menor expresion en esta

cepa (datos no mostrados).

Como quiera que las dosis de estradiol que se incorporaban a cada cépsula eran
minimas, nos interesaba conocer realmente su concentracidon plasmatica en estas
ratas y sobre todo era necesario comparar estos niveles con los expresados por las
ratas hembras no ovariectomizadas de la misma edad, a fin de saber si la cantidad
usada era cercana a la fisioldgica. Por ello se realizé un experimento adicional en
el gue se midieron los niveles plasmaticos de estradiol por Radioinmunoensayo, tal
y como se describe en la seccion de Material y Métodos. Como control se usaron
hembras maduras intactas y sus valores se compararon con los obtenidos en
machos de la misma edad oqgruidectomizados e implantados durante tres semanas

con una cépsula conteniendo BE.

Los resultados se muestran en la Figura 10c. En ella se aprecia que los valores de

estradiol presentes en el suero pueden ser considerados como practicamente

fisioldgicos.
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Figura 10a. Efecto del estradiol sobre la expresibn de LAGS en machos
orquidectomizados después de la pubertad. Grupos de ratas macho
de 80 dias fueron orquidectomizados e implantados en ese momento
con cépsulas conteniendo vehiculo (VEH) o Benzoato de Estradiol

(E,). El sacrificio se realizd a los 3, 5 y 7 dias después.
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Figura 10b. Efecto del estradiol sobre la expresion de LAGS en machos
orquidectomizados después de la pubertad. Grupos de ratas macho
de 80 dias fueron orquidectomizados e implantados en ese momento
con capsulas conteniendo vehiculo (VEH) o Benzoato de Estradiol

(E,). El sacrificio se realiz6 a los 10 y 20 dias después.
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Figura 10c. Cuantificacién por Radioinmunoensayo de la concentracion sérica de
Estradiol en ratas hembras maduras intactas (CONTROL) y en machos
de la misma edad orquidectomizados e implantados durante tres
semanas con una capsula conteniendo Benzoato de Estradiol
(MACHOS OX+E,).
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4.11. EFECTO ANTAGONICO DE LA TESTOSTERONA Y ESTRADIOL.

De los experimentos realizados hasta este momento y que podian implicar a la
testosterona, aquellos en los que se usaron machos gondectomizados antes de la
pubertad apuntaba hacia el hecho de que la testosterona {(por cuanto es eliminada
tras la gonadectomia) podia tener un efecto represor sobre la expresién de el
LAGS, sin embargo, en los animales gonadectomizados que se habia implantado
una capsula conteniendo PT antes de la pubertad, este efecto no se manifesté. Por
otra parte, cuando se usaron animales adultos intactos, tampoco se aprecié el
efecto represor. Por dltimo, cuando se combiné la capsula de PT con la de BE en
animales orquidectomizados antes de la pubertad no fue capaz de inducir LAGS ni
de revertir el efecto frenador del estradiol, sin embargo, en este experimento las
cépsulas conteniendo ambos esteroides estuvieron colocadas durante 45 dias,
tiempo que podia ser elevado para una competicién entre ambas hormonas. Parecia
pues oportuno conocer la expresion de LAGS en presencia de ambas hormonas

durante tiempos mas cortos.

El modelo elegido fue el del macho Lewis adulto orquidectomizado, en el cual ya
habiamos demostrado la eficacia del BE para inhibir la expresiéon de LAGS. Las
ratas fueron orquidectomizadas a los 80 dias de vida, y en ese momento se les
implanté la o las céapsulas. Se usaron cuatro grupos, el primero fue un grupo
pseudooperado al que se le implantd una cépsula con vehiculo, el segundo

consistia en animales orquidectomizados e implantados con una cépsula
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conteniendo BE, el tercer grupo consistia en ratas orquidectomizadas e implantadas
con PT, y el cuarto grupo también orquidectomizado tenia dos capsulas

conteniendo una BE y otra PT.

La mitad de los animales de cada grupo se sacrificd a los diez dias de iniciado el
tratamiento y la otra mitad a los veinte dias. Los resultados estan sumarizados en
las Figuras 11a y 11b. En ambas figuras destaca en primer lugar cémo entre los
grupos tratados con BE y PT existe una diferencia que se mostré significativa
desde los diez dias (p <0.05) y que fue mayor a los veinte diaz (p<0.01), hecho
va comprobado en experimentos anteriores. En segundo lugar, y lo que realmente
se manifestd innovador en este experimento, fue que a los veinte dias existe
significacién entre el grupo que contenfa solo PT y el que contenia ambos
esteroides (p <0.05), mientras que entre este grupo y el que contenia solo BE no
se aprecio6 significacién estadistica. De lo anterior se puede entender que a los
veinte dias la testosterona no es capaz de inhibir el efecto represor del estradiol.
Sin embargo, no ocurrié lo mismo a los diez dias de comenzado el tratamiento,
pués en este momento no se aprecié diferencias entre el grupo tratado con PT y
el que lo fue con ambos esteroides, mientras que si existia diferencia entre este

Gltimo grupo vy el tratado sélo con BE (p<0.0b).

Estos nuevos datos parecian indicar la existencia de un antagonismo entre el
estradiol y la testosterona sobre la expresién de LAGS, pero ese antagonismo solo

ocurria durante los diez primeros dias. Las razones de este antagonismo adn no
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han sido estudiadas, y entre otras variables estd la de las dosis usadas de ambos
esteroides, pués quizds sea un fenédmeno dosis-dependiente y no solo tiempo-

dependiente.
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Figura 11a. Efecto antagénico de la Testosterona y el Estradiol sobre la expresion
de LAGS. Grupos de ratas machos adultos fueron pseudooperados
(SHAM) u orquidectomizados e implantados en ese momento con una
capsula conteniendo Benzoato de Estradiol (E,), Propionato de
Testosterona (T), o con dos cépsulas conteniendo cada una uno de

estos esteroides (E,+T). El sacrificio se realizé 10 dias después.
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Figura 11b. Efecto antagdnico de la Testosterona y el Estradiol sobre la expesion
de LAGS. Grupos de ratas machos adultos fueron pseudooperados
(SHAM) u orquidectomizados e implantados en ese momento con una
cédpsula conteniendo Benzoato de Estradiol (E,), Propionato de
Testosterona (T), o con dos capsulas conteniendo cada una uno de

estos esteroides (E,+T). El sacrificio se realizé 20 dias después.
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4.12. EFECTO DEL ESTRADIOL EN MACHOS ADULTOS HIPOTIROIDEOS Y

ORQUIDECTOMIZADOS.

Para conocer a fondo el papel que jugaba el estradiol en la regulacién del LAGS,
y descartar que este efecto no era exclusivo del macho orquidectomizado,
debiamos explorar las implicaciones de las Hormonas Tiroideas, pues como ya se
habia demostrado, tanto en la cepa Sprague-Dawley, como en la cepas Lewis y
Lewis enana, las hormonas tiroideas tienen un importante efecto estimulador de
la expresion de LAGS, hasta el punto de que el hipotiroidismo en la cepa Lewis

enana ocasiona una caida en la expresion de LAGS mayor de un 90%.

En este estado de conocimientos, y dada la influencia inductora que las Hormonas
Tiroideas ejercen sobre el Receptor de Estradiol en el higado de rata (Eriksson y
Freyschuss, 1.988; Freyschussy Eriksson, 1.988), parecia imprescindible explorar
si las hormonas tiroideas eran capaces de competir con el estradiol sobre la
expresion de LAGS. Para ello, el modelo animal elegido fue aquel en el que
habiamos demostrado el efecto represor del estradiol: la rata Lewis adulta
orquidectomizada, a la cual ahora ibamos a someter a una situacion de
hipotiroidismo, mediante la administracion de PTU en el agua de bebida. Como ya
habfamos demostrado en experimentos anteriores, la administracién de hormonas
tiroideas, en forma de T, a este modelo de rata hipotiroidea produce la
recuperacién del nivel de LAGS. Era por tanto un modelo ideal para investigar si el

estradiol era capaz de inhibir el efecto inductor de las hormonas tiroideas.
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En este sentido, se planificaron dos experimentos:

En el primero de ellos, el objetivo fue conocer si en la rata orquidectomizada el PTU
origina el intenso efecto depresor sobre el LAGS que se aprecia en los otros
modelos. Para ello, se usaron ratas Lewis machos de sesenta dias a las que se les
traté con PTU durante siete semanas, y a las que se orquidectomizd a las cuatro
semanas de tratamiento con PTU. El sacrificio se realizé a las dos, cuatro y siete

semanas. El grupo control sin PTU se sacrificé a las siete semanas.

Los resultados se muestran en la Figura 12a y en ella se aprecia como en este
modelo el PTU también origina el mismo e intenso efecto que en el modelo no
orquidectomizado, con una diferencia muy significativa (p <0.001) del grupo

sacrificado a las siete semanas con respecto al control no PTU.

En el segundo experimento, se intentd conocer la implicacion del estradiol como
factor inhibidor de las hormonas tiroideas en la expresiéon de LAGS. Se usaron
cuatro grupos de ratas, todas PTU durante siete semanas, al comenzar la quinta
de las cuales, se realizd la orquidectomia y se les implanté a la mitad una cépsula
con vehiculo y a la otra mitad una cépsula con BE. Durante la ultima semana, a un
grupo implantado con vehiculo y a otro con BE se les administré T; a razén de 2.5
ug/100 g de peso corporal/dia en una sola inyeccion diaria y a sus
correspondientes grupos control se le trat6 sélo con vehiculo. El sacrificio de todos
los grupos, se realizd un dia después de la Ultima inyeccién de hormona o vehiculo.

Los resultados se pueden apreciar en al Figura 12b, en la cual destaca como en el
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grupo implantado con la cépsula conteniendo vehiculo, el tratamiento con T,
durante una semana es capaz de subir los niveles de LAGS, colocandolos en unos
valores cercanos a los del grupo control no hipotiroideo y no orquidectomizado,
mientras que el grupo que tenfa la capsula con BE y fue tratado con T, la cantidad
de LAGS se mantiene baja y entre ambos grupos se advierte una importante
significacion (p<0.001). Estos resultados apuntan hacia la veracidad de nuestra
hipétesis de partida: que el estradiol es capaz de inhibir la inducciéon de LAGS

mediada por las hormonas tiroideas.
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Figura 12a. Efecto del Hipotiroidismo y la Orquidectomia sobre la expresion de
LAGS. Grupos de rats machos adultas fueron tratados con PTU
durante 2, 4 y 7 semanas, este dulitmo grupo fue ademas

orquidectomizado al comenzar la quinta semana de tratemiento con

PTU.
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Figura 12b. Efecto del estradiol sobre el LAGS en machos adultos hipotiroideos
y orquidectomiados. Grupos de ratas machos adultas fueron tratadas
con PTU dutrante 7 semanas, al comenzar la quinta de las cuales
fueron ademés orquidectomizadas e implantadas con una cépsula
conteniendo vehiculo (VEH) o Benzoato de Estradiol (E,). Durante la
dltima semana de tratamiento con PTU la mitad de los grupos recibi6

una inyeccién diaria de T, y la otra mitad vehiculo.
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4.13. EFECTO DE LA PROGESTERONA SOBRE LA EXPRESION DE LAGS EN

MACHOS ADULTOS HIPOTIROIDEOS Y ORQUIDECTOMIZADOS.

De los resultados de los experimentos anteriores parecia evidente la implicacién del
estradiol en la regulacién de el LAGS, pero auln existia otra hormona ovérica, la
Progesterona, que no habfamos explorado y que debiamos investigar si estaba
implicada en la regulacién de el LAGS, pues nada indicaba hasta el momento que
el efecto represor fuera exclusivo del estradiol. Asi pues, decidimos explorar el
papel que podia jugar esta hormona en el mismo modelo que hasta ahora habiamos

usado, el macho Lewis hipotiroideo y orquidectomizado.

Se usaron cuatro grupos de ratas macho, todos ellos tratados con PTU durante
siete semanas, que fueron orquidectomizados al comenzar la quinta y en el mismo
momento se les implantd la cépsula, a la mitad conteniendo vehiculo y a la otra
mitad conteniendo Progesterona arazén de 0.5 mg/céapsula. Un grupo con cépsula
conteniendo vehiculo y otro con cépsula conteniendo progesterona fué tratado
durante la Ultima semana con T, vy los otros dos grupos restantes, controles, lo

fueron con vehiculo.

Los resultados se muestran en la Figura 13. En ella se advierte cémo el tratamiento
con hormonas tiroideas al grupo que contenia la cépsula de progesterona fue
efectivo desde el punto de vista de recuperacion de LAGS, pues entre este grupo

y el que tenia capsula con vehiculo y también fué tratado con T, no se aprecia
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diferencia significativa. Por tanto la progesterona no parece tener nigin efecto
sobre la expresion de LAGS, y tampoco parece antagonizar el efecto estimulante
de las hormonas tiroideas. Por todo ello, parece concebible concluir que esta

hormona carece de funcién reguladora alguna sobre la concentracién de LAGS.
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Efecto de la progesterona sobre la expresion de LAGS en machos
adultos hipotiroideos y orquidectomizados. Grupos de ratas machos
adultas fueron tratadas con PTU dutrante 7 semanas, al comenzar la
quinta de las cuales fueron ademds orquidectomizadas e implantadas
con una cépsula conteniendo vehiculo (VEH) o Progesterona (PRG).
Durante la dltima semana de tratamiento con PTU la mitad de los

grupos recibié una inyeccién diaria de T, y la otra mitad vehiculo.
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4.14. CAPACIDAD DEL TAMOXIFENO PARA BLOQUEAR EL EFECTO INHIBIDOR

DEL ESTRADIOL.

Hasta este momento habfamos podido demostrar que la progesterona no estaba
relacionada con la regulacién de el LAGS, mientras que el estradiol estaba
claramente implicado. Por ello, estaba indicado el preguntarnos sobre el efecto que

tendrian los antiestrégenos, tales como el Tamoxifeno.

Se usd nuevamente el mismo modelo animal que en los experimentos anteriores:
animales hipotoroideos y orquidectomizados a las cuatro semanas de PTU, y en ese
momento se les colocé la cépsula, a la mitad con vehiculo y a la otra mitad con BE.
De cada una de estas mitades se hicieron tres grupos diferentes segtn el
tratamiento a recibir durante la dltima semana, a saber, vehiculo, T,;, 6 T, méas

Tamoxifeno (10 mg/Kg de peso y dia).

Los resultados se muestran en la Figura 14. En ella destaca en primer lugar, como
una vez mas la administracion de T, es capaz de producir un aumento de los
niveles de LAGS en el grupo tratado con cépsula con aceite y en cambio no lo hace
en el grupo con capsula de BE. En segundo lugar es interesante destacar como en
el grupo implantado con BE y al que se le administré T, y tamoxifen, el nivel de
LAGS no se elevd, siendo similar al del grupo tratado sélo con T,, indicando esto
que el tamoxifeno no es capaz de revertir el efecto de la capsula de estradiol. Por

Gltimo, también es de destacar como en el grupo que contenfa capsula con
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vehiculo y fué tratado con tamoxifeno y con T, se produce una disminucion del
nivel de LAGS con respecto a su grupo control (cdpsula con vehiculo y tratado s6lo
con T,), apreciandose entre ambos una diferencia significativa (p <0.05), lo cual
puede responder al porqué el tamoxifeno es incapaz de revertir el efecto de la
cépsula de estradiol, pues en realidad se estd comportando como represor de la
actividad inductora de la T, sobre el LAGS, es decir, estd actuando como el propio
estradiol. El tamoxifeno es en realidad un agonista parcial del estradiol y a nivel
hepético es capaz de mimetizar muchas de sus acciones. Por ello, no es de
extrafiar que en este experimento se comporte como un estrégeno mas que como

un antiestrégeno.
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Capacidad del Tamoxifeno para bloquear el efecto inhibidor del
estradiol sobre la expresiéon de LAGS en machos adultos hipotiroideos
y orquidectomizados. Grupos de ratas machos adultas fueron tratadas
con PTU dutrante 7 semanas, al comenzar la quinta de las cuales
fueron ademads orquidectomizadas e implantadas, un grupo con una
capsula conteniendo vehiculo (VEH) y otro grupo con Benzoato de
Estradiol (E,). Durante la Gltima semana de tratamiento con PTU, cada
uno de estos grupos se divididé en subgrupos que fueron tratados con
vehiculo (VEH), T; (T3) o T; mas Tamoxifeno (T4 + Tx).
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4.15. EFECTO DEL ESTRADIOL SOBRE LA EXPRESION DE LAGS EN MACHOS
ADULTOS HIPOTIROIDEOS Y ORQUIDECTOMIZADOS TRATADOS CON

hGH.

Dados los resultados de los experimentos anteriores, debfamos seguir usando el
mismo modelo animal: la rata macho Lewis adulta hipotiroidea y orquidectomizada,
pués se habia mostrado como el modelo ideal para conocer la competicién entre
le estradiol y las hormonas tiroideas. Pero aln existia otra importante hormona
implicada en la regulacion del LAGS, tal y como previamente habiamos
demostrado usando machos Lewis adultos hipotiroideos pero no
orquidectomizados: la GH. Por otra parte, es importante considerar que en ratas
hipotiroideas, la T, induce la liberaciéon de GH, y dado el efecto inductor que la GH
tiene sobre el LAGS, el efecto frenador de la capsula de estradiol sobre la accién
\ estimulante de la T, pudo haberse producido indirectamente a través del bloqueo

de la producién de GH.

Sabiamos de la accién fuertemente inductora de el LAGS que poseia la hGH, pero
desconociamos si este efecto era capaz de ser blogueado por el estradiol. Por ello,
decidimos realizar un experimento encaminado a caracterizar la accion del estradiol
sobre el modelo hipotiroideo y gonadectomizado tratado con hGH. Se usaron
cuatro grupos de ratas que a los sesenta dias de vida comenzaron a ser tratados
con PTU en el agua de bebida, la gonadectomfa e implante de la capsula se realizd

cuatro semanas después, y en esta situacidon continuaron tres semanas mas. A dos
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de esos grupos se le colocé una capsula con vehiculo y a los otros dos grupos se
le implanté una céapsula con BE. Durante la Gltima de las tres semanas que
estuvieron con la capsula, un grupo con vehiculo y otro con BE recibieron ademas
tratamiento con hGH (100 wg/dia, en tres dosis), mientras que Ssus

correspondientes grupos controles sélo recibieron vehiculo.

Los resultados se muestran en la Figura 15. En ella destaca codmo el tratamiento
con hGH durante una semana fue suficiente para que el grupo en el que se habia
implantado una cépsula con vehiculo expresase unos niveles de LAGS superiores
a los del grupo con vehiculo que no fue tratado con hGH (p<0.001). Por otra
parte, en el grupo en el que se habia colocado BE en la cépsula y recibio hGH no
se aprecid recuperacion significativa del nivel de LAGS con respecto a su grupo
control, que recibié hGH y cuya cépsula contenia solo vehiculo (p <0.01). De aqui
puede deducirse que el estradiol es capaz de frenar la accion estimuladora que
posee la hGH sobre la expresién de LAGS, de una forma similar a como se
antagoniza la induccién de LAGS por T, en este mismo modelo animal, y que fue

comentado anteriormente.
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Efecto del estradiol sobre la expresion de LAGS en machos adultos
hipotiroideos y orquidectomizados tratados con hGH. Grupos de ratas
machos adultas fueron tratadas con PTU dutrante 7 semanas, al
comenzar la quinta de las cuales fueron ademés orquidectomizadas
e implantadas con una cépsula conteniendo vehiculo (VEH) o
Benzoato de Estradiol (E,). Durante la Gltima semana de tratamiento
con PTU la mitad de los grupos recibi6 tres inyecciénes diaria de hGH

(GH) vy la otra mitad vehiculo (VEH).
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4.16. EFECTO DEL ESTRADIOL EN MACHOS ADULTOS HIPOTIROIDEOS Y

ORQUIDECTOMIZADOS TRATADOS CON hGH Y HORMONAS TIROIDEAS.

A pesar de estos satisfactorios resultados, aln debfamos estudiar la interrelacion
que podia existir entre las hormonas tiroideas y la GH, con el objetivo de esclarecer
si en presencia de estradiol, la GH y las hormonas tiroideas administradas
conjuntamente tenian alguna implicacién final sobre la expresién de LAGS.
Ademas, parecia l6gico usar el mismo modelo animal en el que ambas hormonas

eran inhibidas por el estradiol.

Se usaron cuatro grupos, en idénticas condiciones de hipotiroidismo vy
gonadectomia que los usados en los experimentos anteriores, la mitad con capsula
de BE vy la otra mitad s6lo con vehiculo. Un grupo con BE y otro con vehiculo
recibieron hGH vy T, (a las dosis ya usadas) durante la Gltima semana. Los otros
dos grupos recibieron el corresponddiente vehiculo. El sacrificio tuvo lugar ocho

horas después de la Ultima inyeccién de hGH.

Los resultados se muestran en la Figura 16a, en la cual y a efectos comparativos,
se ilustran también los resultados obtenidos al administrar por separado la hGH y
la T, En esta figura se aprecia cémo al administrar conjuntamente la hGH y la T,,
el BE es capaz de competir con ambos, dando una significacién muy alta con
respecto a su control cuya cépsula contenia sélo vehiculo {(p<0.001}. De este

conjunto de datos resalta cé6mo una cantidad muy pequeia de estradiol, que
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genera unos niveles plasmaticos situados muy cerca del limite de deteccion por
RIA, es capaz de inhibir la expresién de esta proteina hepética en franca
competicién con los potentes efectos inductores proporcionados por la GH y las

Hormonas Tiroideas, tanto por separado como en combinacion.

Paralelamente, nos pareci6 interesante estudiar la incidencia que los tratamientos
hormonales administrados pudiera tener sobre el peso de los animales de estos
grupos experimentales, y ello porque la tendencia natural de las ratas tratadas con
hGH es tener ganancia de peso, pero nos intrigaba el efecto que el BE a estas dosis
tan bajas podia tener sobre el peso de los animales de experimentacién. Los
resultados se pueden observar en la Figura 16b. En ella se advierte cdmo los
grupos con cépsula conteniendo vehiculo en general adquieren més peso que los
que tenian BE en su cépsula, aunque la tUnica diferencia significativa (p <0.05) que
se aprecio fue la existente entre los grupos con cépsulas de vehiculo y cépsula de
BE tratados con hGH. Quizas una semana sea poco tiempo de tratamiento con hGH

para que se manifiesten diferencias mayores.

Por identicas razones, también se estudi6 el peso del higado en los mismos grupos
experimentales. Los resultados se muestran en la Figura 16c¢, y en ella se aprecia
también un mayor peso hepético en los grupos cuya capsula contenia vehiculo, y
nuevamente, la Unica diferencia significativa aparecié entre los grupos con cépsula
conteniendo vehiculo frente a los que contenian BE en su cépsula y que fueron

ambos tratados con hGH (p <0.05).
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Efecto del estradiol sobre la expresién de LAGS en machos adultos
hipotiroideos y orquidectomizados tratados con hGH y con Hormonas
Tiroideas. Grupos de ratas macho adultas fueron tratadas con PTU
dutrante 7 semanas, al comenzar la quinta de las cuales fueron
ademdas orquidectomizadas e implantadas con wuna cépsula
conteniendo vehiculo (VEH) o Benzoato de Estradiol (E,). Durante la
Gltima semana de administracion del PTU se establecieron cuatro
grupos de tratamiento que fue aplicado a un grupo con cépsula con
vehiculo y a un grupo con Benzoato de Estradiol: el primero sirvié
como control y recibidé una inyeccién diaria de vehiculo (VEH), el
segundo recibié tres inyecciones diaria de hGH (GH), el tercero una
inyeccion diaria de T, (T,) y el cuarto la combinaciéon de los dos
tratamientos anteriores (GH+T,).
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Figura 16b. Efecto del estradiol sobre el Peso Corporal en machos adultos
hipotiroideos y orquidectomizados tratados con hGH y con Hormonas
Tiroideas. El peso fue cuantificado en el momento del sacrificio. Los
grupos de este experimento se identifican con los de la figura anterior
{(16a).
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Figura 16c. Efecto del estradiol sobre el Peso del Higado en machos adultos
hipotiroideos y orquidectomizados tratados con hGH y con Hormonas
Tiroideas. El peso fue cuantificado en el momento del sacrificio. Los
grupos de este experimento se identifican con los de las figuras

anteriores (16a y 16b).
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4.17. EFECTO DEL ESTRADIOL SOBRE EL RECEPTOR DE ESTRADIOL EN
MACHOS HIPOTIROIDEOS Y ORQUIDECTOMIZADOS TRATADOS CON GH

Y HORMONAS TIROIDEAS.

En el modelo animal usado en estos experimentos, quedo clara la capacidad del
estradiol para competir con las hormonas tiroideas y con la GH en la regulacién
endocrina de la expresion de LAGS. El mecanismo intimo mediante el cual el
estradiol es capaz de ejercer este efecto represor no fue abordado en ningun
momento, sin embargo, parecia légico investigar los niveles de Receptor de
Estradiol (RE) en el higado, en primer lugar porque el RE y el LAGS coincidian en
muchos aspectos en cuanto a su regulacibn (en ambas entidades estan
involucradas la GH y las hormonas tiroideas), en segundo lugar, la concentracion
de BE usada en estos experimentos era realmente baja, lo que induce a creer que

su efecto estd mediado por el RE.

En primer lugar, y tras poner a punto la metodologia para el estudio del RE
hepético, tal y comol se describe en la seccién de Material y Métodos, se
cuantificd el RE en un grupo de machos Lewis adultos intactos. Los resultados se
pueden apreciar en el andlisis de Scatchard que se muestra en la Figura 17a, de la
gue se desprende que los machos Lewis adultos contienen RE a una concentracién

de unos 80 fmol/mg de proteina y con una Kd en torno a 1 nM.

A continuacién, decidimos investigar si los tratamientos administrados en los

dltimos experimentos tenian alguna incidencia sobre la expresiéon de RE. Para ello
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usamos citosoles de los grupos experimentales mencionados y que en su capsula
contenian s6lo vehiculo. Los resultados se muestran en la Figura 17b, en ella se
observa como con todos los tratamientos usados se produce un significativo
incremento del RE (p <0.01) al compararlos con el grupo control que fue tratado

s6lo con vehiculo.

En segundo lugar, parecia I6gico indagar sobre la incidencia que la cépsula,
conteniendo tan escasa cantitad de estradiol, podia tener sobre su propio receptor,
pues esta descrito por otros autores que el estradiol es capaz de estimular la
sintesis de su propio receptor en el higado (Barton y Shapiro, 1.988), pero esto ha
sido descrito usando dosis de 2mg de Estradiol, que es mucho mas alta que la aquf
usada. Nuevamente se usaron los citosoles de los grupos experimentales
anteriores, pero esta vez los que contenian BE en su cédpsula. Los resultados se
pueden apreciar en la Figura 17c. De los resultados de este experimento destaca
que a pesar de los tratamientos administrados en ninguno de los grupos se aprecia
diferencia significativa con respecto al control que sélo recibié vehiculo, y los otros
grupos entre si. De todo ello, se puede concluir que esa minima cantidad de
estradiol incorporada a la cépsula, no es capaz de estimular la expresion del RE, y

esto ocurre incluso cuando se combina con la GH y las hormoans tiroideas.

Enla Figura 17d, se agrupan los resultados de los dos experimentos anteriores por
grupos de tratamiento, y el estudio estadistico nos muestra coémo los grupos que

fueron tratados con hGH (con o sin T;) y que contenfan vehiculo en su cépsula
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poseen una mayor concentracion de RE (p <0.05) que aquellos grupos con igual
tratamiento pero que fueron ademas tratados con BE. De los resultados anteriores,
se puede deducir que el estradiol, a las bajas dosis usadas, inhibe la estimulacion

por GH de su propio receptor.
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Figura 17a. Representacién de Scatchard de la interaccion entre el ®H Estradiol y
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el Receptor hepatico de Estradiol.
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Figura 17b. Niveles de Receptor de Estradiol en machos adultos hipotiroideos y
orquidectomizados tratados con hGH y Hormonas Tiroideas. Grupos
de ratas machos adultas fueron tratadas con PTU dutrante 7
semanas, al comenzar la quinta de las cuales fueron ademas
orquidectomizadas e implantadas con una cépsula conteniendo
vehiculo. Durante la Gltima semana de tratamiento con PTU un primer
grupo recibié una inyeccion diaria de vehiculo (VEH), el segundo
recibié6 hGH en tres dosis diarias (GH), el trecero T, en una sdéla
inyeccion (T;), vy el cuarto una combinacién de estos dos ultimos
tratamientos (GH +T,).
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Figura 17c. Niveles de Receptor de Estradiol en machos adultos hipotiroideos y
orquidectomizados tratados con hGH y Hormonas Tiroideas. Grupos
de ratas machos adultas fueron tratadas con PTU dutrante 7
semanas, al comenzar la quinta de las cuales fueron ademés
orquidectomizadas e implantadas con una cépsula conteniendo
Benzoato de Estradiol. Durante la Gltima semana de tratamiento con
PTU un primer grupo recibié una inyeccion diaria de vehiculo (VEH),
el segundo recibié hGH en tres dosis diarias (GH), el trecero T, en una
sbla inyeccion (T,), y el cuarto una combinacién de estos dos Ultimos
tratamientos (GH +T,).
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Figura 17d. Niveles de Receptor de Estradiol en machos adultos hipotiroideos y
orquidectomizados tratados con hGH y Hormonas Tiroideas. Los
grupos se identifican con los de las dos figuras anteriores (17b y
17c).
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En este trabajo se ha pretendido, por una parte, profundizar en la regulacion
endocrina del LAGS, intentando desentrafar el pape!l que, de forma aislada,
poseen la GH y las hormonas tiroideas, y por la otra, estudiar las causas de su
expresién dimérfica, y en particular, el papel que las hormonas sexuales

desempeiian en ella.

5.1. PAPEL DE LAS HORMONAS TIROIDEAS Y DE LA GH EN LA REGULACION

ENDOCRINA DEL LAGS.

Los primeros experimentos sobre regulacion endocrina del LAGS se desarrollaron
en ratas Sprague-Dawley. Mediante el uso de diversas manipulaciones endocrinas
y de distintos tratamientos hormonales, pudo llegarse a demostrar qué hormonas
participaban en su regulacién. Sin embargo, los modelos animales usados, que
fueron fundamentalmente ratas hipotiroideas y ratas hipofisectomizadas,
presentaban mas de un déficit hormonal; asi la rata hipotiroidea era no sélo
deficiente en hormonas tiroideas, sino también en GH, vy la rata hipofisectomizada
presentaba ademas un importante déficit de secrecién de glucocorticoides, amén

de otras hormonas.

De lo anteriormente comentado, resulta evidente que estos modelos utilizados, si
bien permitieron desentrafiar laregulacién endocrina, no permtian sopesar el efecto

gue tenfan las hormonas implicadas por separado, o la influencia que ejercian sobre

- 129 -

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Discusion

otros aspectos de la regulacion del LAGS tales como su ontogenia.

Una solucién a este inconveniente surgié de la incorporacion a nuestras
investigaciones de la rata Lewis enana, que presenta Unicamente un déficit aislado
de GH, mientras que el resto de los pardmetros endocrinos se hallan dentro del
rango de la normalidad. Mediante el uso de esta cepa mutante, se ha podido
dilucidar el papel que la GH juega en la expresién del LAGS. Asi, el nivel de esta
proteina estéd notablemente disminuida en la rata Lewis enana, y aumenta de
concentracion tras la administracién de esta hormona, de una forma proporcional
a la dosis usada. Estos resultados indican claramente que la GH participa en
condiciones fisioldgicas en el mantenimiento de unos niveles adecuados de LAGS,
si bien no resulta imprescindible para que estos puedan ser expresados por el

animal.

La GH humana es capaz de interactuar en la rata, tanto con el receptor de GH
como con el receptor de prolactina. Por ello, existe la posibilidad de que su efecto
sea mas un efecto prolactinico que somatotropo (Norstedt, 1982). No obstante,
el hecho de que las ratas enanas, cuya secreciéon de prolactina es normal, expresen
unos bajos niveles de LAGS, habla en favor de la hipdtesis de que el efecto de la
GH es directo y no mediado por el receptor de prolactina. De igual forma, las ratas
hipotiroideas tienen unos niveles normales de prolactina, y sin embargo, la
concentracion de LAGS es muy baja (Peake et al., 1973) . Estos hallazgos permiten

conjeturar que la GH humana ejerce su efecto actuando sobre los propios
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receptores de GH. No obstante, el uso de GH de otras especies, sin efectos
prolactinicos, tal como la GH bovina, permitira resolver cualquier clase de duda que

quede al respecto.

En todas las cepas estudiadas, la expresion de LAGS siguié una evolucién similar
en funcién de la edad del animal. Esta coincidencia en la ontogenia induce a pensar
que la GH, si bien es necesaria para que el LAGS alcance una adecuada
concentracién en la vida adulta, no es la responsable de que éste comience a
expresarse sélo a partir de la cuarta semana de vida. Habra, por consiguiente, que
buscar entre otras hormonas a la responsable de tal proceso, y quizad sean las
hormonas tiroideas las candidatas mas firmes. Durante la etapa inmadura del
animal existe una situacién de hipotiroidismo fisiolégico, que se ve normalizado en
las primeras semanas de vida (Dussault y Labrie, 1975). Esta situacién, dada su
coincidencia con el retraso en la expresiéon del LAGS puede ser la responsable del
mismo. Por otra parte, no debe olvidarse el hecho de que la ausencia de hormonas
tiroideas abate la expresion de LAGS en el animal adulto, lo que indica la
importancia de estas hormonas. En estudios previos (R. Chirino, Tesis Doctoral,
1990), pudo demostrarse que la administracién de hormonas tiroideas a ratas
inmaduras tenia un efecto inductor del LAGS, lo que refuerza la hipétesis

comentada previamente.

Una vez estudiado experimentalmente el papel que la GH juega en la regulacién del
LAGS, consideramos de interés estudiar el efecto que el hipotiroidismo y la ulterior

administracion de hormonas tiroideas y/o de GH podian tener sobre la expresion
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de LAGS en estas ratas, todo ello en un intento por profundizar en el papel de las

hormonas tiroideas.

En la rata enana, el hipotiroidismo abatié completamente el nivel de LAGS, lo cual
puede ser interpretado en el sentido de que en este modelo experimental, existe
un importante déficit de las dos principales hormonas encargadas de su regulacion:
las hormonas tiroideas y la GH. El tratamiento de estas ratas, tanto con hormonas
tiroideas como con GH, fue capaz de restaurar total o parcialmente su nivel. De
otra parte, la administracién conjunta de T, a una dosis alta, y de GH, demostré
poseer un cierto efecto antagdnico, el cual ya ha sido descrito por nuestro grupo

en ratas hipofisectomizadas (Chirino et al. 1994).

En las ratas Lewis no enanas, el efecto del hipotiroidismo fue mucho menos
drastico, ya que la concentracion de LAGS sélo se redujo en un 70%. Esta
discordancia entre ambas cepas puede ser explicada por el déficit innato de
secrecion de GH que presenta la rata enana, lo que unido a una situacion de

hipotiroidismo provoca un total abatimiento de la expresion de LAGS.

Curiosamente, en las ratas Léwis no enanas sélo pudo demostrarse un leve efecto
antagoénico entre la GH y la T, cuando esta ultima fue administrada a una dosis
alta. La explicacion a esta diferente respuesta quizéd haya que buscarla en el déficit
constitutivo de expresion de GH de la rata enana, el cual ha podido ejercer

influencia en esta respuesta.
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Alaluz de los hallazgos anteriormente comentados, se hace necesario concluir que
de las tres hormonas que participan en la regulacién del LAGS, las hormonas
tiroideas son las que poseen una mayor relevancia. La GH es necesaria para una
adecuada expresién del LAGS pero no influye en su ontogenia. Las hormonas
tiroideas son asimismo esenciales para esta expresién pero, ademas, son los
principales candidatos para explicar porqué el LAGS sélo comienza a expresarse
a partir de la cuarta semana de vida. Por Ultimo, el papel de los glucocorticoides
parece ser mas bien permisivo, creando un ambiente favorable para la actuacién
de las hormonas tiroideas y la GH. Este papel permisivo ha sido postulado para la
expresion de otras proteinas hepéticas sujetas a regulacion multihormonal, como
por ejemplo, el Receptor de Estr6genos, del que se hablard méas adelante en esta

discusion.

5.2. ESTUDIO DEL DIMORFISMO SEXUAL EN LA EXPRESION DE LAGS.

Los estudios sobre LAGS siempre se han realizado en ratas macho. Omrani et al.
(1983), son los primeros en publicar la existencia de un dimorfismo sexual en la
expresion de esta proteina. Utilizando ratas Sprague-Dawley, ellos demostraron que
tal expresion estaba confinada al sexo masculino. En nuestro laboratorio se habian
realizado una serie de investigaciones que indicaban que en las ratas Sprague-
Dawley hembras, la expresion del LAGS era erratica, de forma que mientras que
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algunas de ellas lo expresaban, incluso de manera abundante, en otras tal
expresién estaba ausente o era muy baja. Esta concentracién tan dispar no
guardaba relacién con el ciclo estral del animal (R. Chirino, Tesis Doctoral, 1990).
La enorme dispersion de datos que existia en la experimentacion con estas ratas,
nos hizo bien pronto desistir de llevar a cabo una investigacién exhaustiva en este

sentido.

Resulta llamativa la contradiccién existente entre los estudios de Omrani y los de
nuestro grupo. Hasta la fecha, no se ha podido encontrar una solucién légica a la
misma. Sin embargo, dado el importante nimero de ratas hembra que fueron
procesadas en su dia por nosotros (algo mas del medio centenar}, nos inclinamos
més por la validez de nuestros resultados, y consideramos que los resultados tan
bajos mostrados por Omrani, que fueron obtenidos en unos pocos animales, fueron

méas un fruto de la casualidad.

Cuando comenzé a estudiarse la abundancia de LAGS en ratas hembras de otras
cepas, como la Lewis o la Wistar, pudo demostrarse una mayor homogeneidad en
los resultados que los obtenidos con la cepa Sprague-Dawley, de forma que en
estos animales, la expresién de LAGS era muy baja o incluso nula. Por ello,
consideramos de interés centrarnos en el estudio de este dimorfismo sexual en la

cepa Lewis, con el fin de averiguar las causas que lo provocaban.
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En una primera aproximacion, decidimos investigar el efecto de la gonadectomia
neonatal y de la administracidon de la hormona sexual contraria en la cepa Lewis.
En trabajos precedentes, se habia demostrado que esta manipulacién provocaba
un cambio en los patrones de secrecién de determinadas hormonas hipofisarias,
entre ellas de la GH, y que este cambio estaba relacionado con la expresién
diferencial en cuanto al sexo, de determinadas proteinas hepéticas, tales como
algunas isoformas del citocromo P-450. Puesto que la GH estaba implicada en la
regulacion del LAGS, consideramos de sumo interés realizar un experimento en

este sentido.

Los resultados obtenidos en estas ratas fueron altamente positivos, ya que las
ratas hembra gonadectomizadas en el nacimiento y tratadas o no con testosterona,
presentaron una concentracién de LAGS similar a la exhibida por las ratas macho.
Sin embargo, este efecto pudo asimismo ponerse de manifiesto cuando las ratas
fueron gonadectomizadas en edades més tardias, lo que indicaba claramente que
no era el patrén de secrecidén de GH quien influenciaba la expresion de LAGS, sino
que algun factor ovérico, presumiblemente los estrégenos, era el responsable

directo de la represidn de la expresion de LAGS en la rata hembra.

Para demostrar tal posibilidad se utilizé la rata macho Lewis castrada, a la que se
le implantd una cépsula de silastic conteniendo una minima cantidad de estradiol.

En este modelo experimental, esta hormona, alin a pesar de su baja dosificacién,
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en el rango de lo fisiolégico para ratas hembra, fue capaz de provocar una
importante inhibicién de la concentracion de LAGS. Parecia evidente que era el
estradiol quien en concentraciones fisioldgicas era el responsable de la baja
expresion de LAGS en la rata hembra. Esta hipétesis se ve refrendada por el hecho
de que los implantes de progesterona, la otra hormona esteroide ovarica, no

provocaron ningun efecto.

Llegados a este punto, resulta necesario hacer el siguiente inciso. Nuestro grupo
ha sido pionero en demostrar que los estrégenos poseen una intensa capacidad de
induccion del LAGS. Este efecto pudo ponerse de manifiesto en diversos modelos
experimentales, tales como la rata inmadura, la rata hipotiroidea o la rata
hipofisectomizada, que poseian la caracteristica comun de presentar unos niveles
muy bajos o indetectables de LAGS. Ello dio pie a la hipdtesis de que el efecto de
los estrégenos era directo e independiente del status endocrino del animal (Chirino
et al. 1992, Fernandez et al. 1994). La induccién del LAGS por estrégenos era
tiempo y dosis dependiente, ya que se requerian al menos tres dias de tratamiento
con estas hormonas y dosis farmacolégicas de las mismas, iguales o superiores a

1 mg/kg/dia para que pudiera ponerse de manifiesto.

En los resultados que aquf se discuten, el estradiol fue aplicado en cépsula de
silastic, y cada cépsula contenia tan sélo 25 yg de hormona, lo que originaba al
cabo de tres semanas unos niveles plasmaticos muy parecidos a los observados

en ratas hembra normales. Por tanto, parece légico argumentar que la aparente
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disparidad de acciones llevadas a cabo por el estradiol en cuanto a la expresién de
LAGS, obedece a la enorme diferencia existente en cuanto a la dosis usada,

ademas del tiempo de tratamiento.

Cuando se estudian los efectos que desarrolla el estradiol sobre el higado, se usan
habitualmente dosis muy altas de este esteroide, en torno a 5 mg/kg de peso. Esta
dosis es la que ha sido usada, por ejemplo, para estudiar la induccién por estradiol
del receptor de LDL o la del angiotensindgeno (Ma et al., 1986; Klett et al., 1992).
Dosis un orden de maginitud inferiores, posiblemente, no desarrollen ese efecto.
La necesidad de que se requieran dosis tan altas de estrégenos para demostrar
estos efectos, ha sido justificada en el sentido de que el higado es un érgano con
una intensa actividad metabolizadora de esteroides, y que se requieren altas dosis
de estrégeno para provocar la traslocacién del receptor al nicleo de la célula

(Eisenfield et al., 1.976; Aten et al., 1.978).

Un efecto tan evidente como el que aqui se describe, acerca de la represion de la
expresion de LAGS, desarrollado por una dosis tan exigua de estrégeno, es un caso
pocas veces descrito en la literatura, y rompe un poco cdn la idea preconcebida de
que se requieren altas dosis de estrogenos para que se pueda lograr una respuesta
hepética evidente. Uno de los pocos trabajos publicados al respecto es el de
Murphyy Friesen (1988), donde demuestran que dosis muy bajas de estradiol (0,1
6 1 ug/rata/dia) estimulan la sintesis uterina de IGF-I, al tiempo que frenan su

sintesis hepatica inducida por la administraciéon de GH.
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En nuestra opinién, y basandonos en las dosis utilizadas, el efecto fisiolégico de
los estrégenos sobre el higado es el de frenar la expresion de LAGS, y habida
cuenta de la dosis usada, es muy probable que este efecto esté mediado por el
receptor de estrégenos. El mecanismo por el cual altas dosis de estrégeno
desarrollan el efecto contrario, es por ahora desconocido, y se requerirdn futuras

investigaciones para desentranarlo.

El efecto represor del estradiol pudo ponerse también de manifiesto en ratas
hipotiroideas tratadas con GH y/o con hormonas tiroideas. Este hallazgo se nos
antoja de capital importancia por cuanto es indicativo de la capacidad del estradiol
de antagonizar el efecto estimulante que poseen las hormonas tiroideas y la GH.
Por otra parte, el efecto del estradiol fue mas general, ya que no sélo influyé en la
expresion del LAGS, sino que también afectdé a otros pardmetros como por
ejemplo, el peso corporal o el peso del higado. En ratas hipotiroideas, la
administracion de GH, séla o en conjuncién con dosis bajas de T, causdé un
incremento significativo de la concentracion de LAGS, del peso corporal y del peso
del higado. La administracién concomitante de estradiol a estas ratas fue capaz
de evitar estos efectos. Curiosamente, el antiestrégeno tamoxifeno fue incapaz de
bloquear el efecto negativo del estradiol, hecho que por otra parte puede verse
justificado porque este farmaco es en realidad un agonista estrogénico parcial, y
a nivel hepatico, sus acciones parecen ser mas estrogénicas que antiestrogénicas,

al menos, en lo que se refiere al metabolismo de las lipoproteinas (REFERENCIA).
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Tal y como fue comentado previamente, hace unos afios se publicd un interesante
trabajo en el que se demostraba que la administracién de bajas dosis de estradiol
tenfa un efecto contrapuesto sobre la sintesis de IGF-I mediada por la GH (Murphy
y Friesen, 1988). Asi, mientras que en el Utero estimulaba su expresion, ésta era
frenada a nivel hepético. Puesto que el higado es la principal fuente de IGF-I
plasmético, la inhibicién de su sintesis por dosis bajas de estradiol podria ser la
responsable de la no ganancia de peso en estos animales, aln estando estos
tratados con GH, y esto a su vez, podria explicar la diferencia encontrada en
cuanto al peso del higado. Resulta llamativa la coincidencia en los resultados de
Murphy y los nuestros, aun a pesar de que el modelo experimental era
completamente distinto. Murphy utilizé ratas hembra Sprague-Dawley castradas
e hipofisectomizadas, mientras que nosotros usamos ratas macho castradas e

hipotiroideas.

Sin embargo, el IGF-1 no parece estar implicado en la regulacion del LAGS, ya que
tanto el ayuno como la diabetes inducida por estreptozotocina, dos circunstancias
capaces de provocar una importante caida de la concentracion plasmética de IGF-I,

tuvieron muy poco efecto sobre la expresién de LAGS (Chirino et al., 1991).

Sea como fuere, el mecanismo mediante el cual el estradiol es capaz de
antagonizar la induccién del LAGS mediada por la GH o las hormonas tiroideas,
precisara de un minucioso estudio en el futuro, en el cual se pretenden incluir otros

parametros de respuesta, tales como el propio IGF-I, o el receptor de LDL.
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Otro aspecto en el que merece la pena profundizar es en el efecto antagénico que
ejercen la testosterona y el estradiol en el control del LAGS. La testosterona, por
si misma, no parece necesaria para que ésta proteina sea expresada, ya que la
orquidectomia, alin realizada en diversas etapas de la vida del animal, no disminuyd
su concentracién. Antes, al contrario, ésta tendié6 a aumentar de forma
significativa. Esta no participacion testicular en la expresién del LAGS esta en clara
contraposicién con la de otras proteinas hepéaticas especificas del sexo masculino,
tales como la a,,globulina, en donde se requiere la presencia de testosterona para

que su expresion tenga lugar (Roy et al., 1974).

La implantacién de una cépsula de silastic conteniendo estradiol a ratas macho
Lewis intactas carecid de efecto negativo sobre la expresién de LAGS. De igual
forma, la administracién conjunta de testosterona y de estradiol tuvo mucho menor
efecto que la administracién de estradiol s6lo. Por ello, el efecto que desarrolla la
testosterona parece ser mas bien permisivo, y capaz de antagonizar el efecto

represor que provoca el estradiol.

Los efectos de las diferentes manipulaciones endocrinas y las reposiciones
hormonales antes comentadas, no se cifieron exclusivamente al estudio de la
expresion de LAGS. Otro pardmetro que también se consideré de interés estudiar
fue el contenido hepatico del receptor de estrégeno en todas estas situaciones, ya

que éste era un parametro que podia estar intimamente ligado a este proceso.
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En ratas hipotiroideas, la expresién del receptor de estrégeno estaba sumamente
deprimida, y el tratamiento con GH y/o hormonas tiroideas fue capaz de hacerlo
incrementar de concentracidon, hecho éste que ha sido descrito previamente y que
han permitido demostrar que el receptor estrogénico hepético es una proteina
regulada multihormonalmente, y en la que participan la GH, las hormonas tiroideas

y los glucocortcoides.

Sin embargo, lo que si resulté llamativo fue la disminucién del contenido de
receptor de estrogeno motivado por la administracion de estradiol a ratas
hipotiroideas y tratadas con GH y/o hormonas tiroideas. En este sentido, resulta
interesante comentar que hay diversos trabajos en la literatura que demuestran que
el receptor de estrégeno hepatico es inducido por la administraciéon de estradiol
(Barton y Shapiro, 1.988). Una posible solucién a esta aparente discordancia entre
nuestros resultados vy los publicados por otros autores, puede derivar de la dosis
usada de estradiol. Para demostrar tal induccién, estos autores utlizaron dosis de
varios miligramos de estradiol por kilogramo de peso. En nuestra investigacion, la
dosis de estradiol, tal y como se ha repetido con anterioridad, provocaron unos

niveles plasmaticos de esta hormona que se sitian en el rango de lo fisiolégico.

Resulta curioso observar que el efecto del estradiol parece ser idéntico, tanto en
el caso del LAGS como en el caso de su propio receptor. Asi, mientras que dosis
altas parecen estimular la expresién de estas dos entidades, dosis bajas tienden a

inhibirlas.
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Aunque el LAGS no estd relacionado con el receptor de estrégenos hepético, si que
resultainteresante comentar que ambas entidades poseen unaregulacién endocrina
bastante similar. Sin embargo, en el caso del RE, la hormona que parece jugar un
papel preponderante es la GH (Freyschuss et al., 1994). Por el contrario, en la
regulacién del LAGS, son las hormonas tiroideas las que parecen desempeiiar el

papel més relevante.

El efecto dual, dosis-dependiente, que ejerce el estradiol en la regulaciéon del LAGS
quizd involucre a otras protefnas hepdticas que se hallan bajo regulacién
estrogénica. Esta hipdtesis de trabajo resulta sumamente atractiva y serd objeto de

un interés especial por nuestra parte en el futuro.

Y, ya para terminar, se propone el siguiente modelo de regulacién hormonal del
LAGS, que se esquematiza en la figura adjunta. La hip6fisis regula la produccién
de hormonas tiroideas y de glucocorticoides. Estas hormonas, a su vez, actuarian
sobre la glandula hip6fisis promoviendo la secreciéon de GH. Las tres hormonas
actuarian sinérgicamente regulando la expresion de LAGS en el higado. En la rata
hembra los niveles circulantes de estradiol serian capaces de frenar la expresién
de LAGS, por lo cual se produciria el dimorfismo sexual en su expresién, que ya
ha sido expuesto y discutido previamente. Por (ltimo, si bien la testosterona no
parece regular la expresiéon de LAGS, si que parece ejercer un efecto antagénico

sobre el estradiol.
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LAGS: Regulacion Multihormonal

Glucocorticoides

5.3. A MODO DE EPILOGO, ;CUAL ES EL PAPEL QUE DESEMPENAN LAS

HORMONAS SEXUALES FEMENINAS EN EL MACHO?

Hasta fechas relativamente recientes, poco era lo que se sabia acerca del papel que
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las hormonas sexuales femeninas enddgenas poseian en el macho. Recientemente,
han podido desarrollarse ratones knockout, con una alteraciéon del gen del
receptor de estrégeno. Estos animales, aunque viables, exhibian diversas
anomalias. Asi, las hembras presentaban, entre otras alteraciones,. hipoplasia de
sus drganos genitales e infertilidad. Curiosamente, los machos presentaban
disminucién de la densidad 6sea y disminucién de la produccién de

espermatozoides. (Lubhan et al., 1993).

Hace dos meses ha sido publicado un interesante trabajo acerca de un varén que
presenta, de forma homozigota, una mutacidn en el gen del receptor de estrégeno.
En este individuo, el ARNm del receptor de estrégeno no se traduce
completamente, lo que da origen a una forma truncada del receptor que carece de
actividad funcional. Este individuo, que actualmente cuenta veintiocho afios de
edad, es insensible alos estrégenos, y presenta, como signos més llamativos: talla
elevada, ausencia de cierre del cartilago de crecimiento, osteoporosis, y unos
niveles plasméticos de IGF-I similares a los encontrados en la etapa puberal (Smith

et al., 1994.).

Los hallazgos encontrados en animales knockout y en este individuo van a
modificar completamente nuestra visién acerca del papel que juegan los estrégenos
en el macho. A modo de ejemplo, hasta ahora se crefa que el cierre del cartilago
de crecimiento en el macho era provocado por la testosterona. Tras estos

halllazgos, parece concebible que son los estrégenos endégenos los que, a pesar
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de su baja concentracién, son los encargados de llevar a cabo tan importante
proceso. Puesto que la concentracién plasmatica de estrégenos en el macho es
muy baja, no deja de resultar llamativo que estas hormonas sean capaces de

desarrollar acciones tan importantes como las que aqui se han descrito.

Muchas veces, las acciones de los estrégenos sobre el organismo se han
estudiado utilizando dosis excesivamente altas de los mismos, imposibles de
alcanzar en ninguna condicidn fisiolégica. Quiza, haya llegado la hora de comenzar
a experimentar con dosis mucho mas bajas de estradiol, al objeto de intentar
delimitar claramente aquellos efectos que pueden considerarse como fisiolégicos

de aquellos otros que entrarfan en el campo de lo puramente farmacolégico.
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La expresiéon de LAGS esté significativamente disminuida en la rata Lewis
enana, deficiente en Hormona de Crecimiento, con respecto a la rata Lewis
normal. El tratamiento con esta hormona elevé significativamente su

concentracion, de una forma dosis-dependiente.

Aunque la Hormona de Crecimiento es necesaria para que exista una
concentracion adecuada de LAGS, carece de participacién en su ontogenia.
Por ello, es muy probable que sean las hormonas tiroideas las responsables

de esta expresion retardada.

El hipotiroidismo produjo una disminucién del nivel de LAGS en los machos
adultos, que fue mucho maés acusado en las ratas Lewis enanas que en las
Lewis. Este efecto pudo ser total o parcialmente revertido por la Hormona

de Crecimiento y por las hormonas tiroideas.

La expresién de LAGS esté sujeta a un dimorfismo sexual, de manera que
su concentracién en hembras adultas es muy baja. Este dimorfismo es
ocasionado por las hormonas ovéricas, ya que la ovariectomia antes de la

pubertad es capaz de evitarlo.

Bajas dosis de estradiol carecen de efecto inhibidor de la expresién de LAGS

en machos adultos intactos. Sin embargo, manifiestan un marcado efecto
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inhibidor en los machos orquidectomizados antes y después de la pubertad.

En ausencia de gdnadas, la administracién de testosterona evité
parcialmente el efecto represor que, sobre la concentracién de LAGS ejerce

el estradiol.

El estradiol, a bajas dosis, inhibe la expresion de LAGS en machos adultos
hipotiroideos y orquidectomizados, aun en presencia de Hormona de

Crecimiento y de Hormonas Tiroideas.

La progesterona no tiene efecto sobre la expresién de LAGS en los machos

adultos hipotiroideos y orquidectomizados.

El tamoxifeno no es capaz de bloquear el efecto inhibidor que, sobre |

expresion de LAGS, provoca el estradiol en machos adultos hipotiroideos y

orquidectomizados.

La administracion de estradiol inhibe la ganancia de peso corporal y hepético
originado por la Hormona de Crecimiento en los machos adultos

hipotiroideos y orquidectomizados.
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La Hormona de Crecimiento y las Hormonas Tiroideas, solas o en
combinacién, estimulan la expresiéon de Receptor de Estradiol en machos
adultos hipotiroideos y orquidectomizados. Este efecto es inhibido por el

estradiol.
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