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OBJETIVOS DE NUESTRO TRABAJO

Recientemente wun buen numero de péptidos,
muchos de los cuales habian sido identificados origi-
nalmente fuera del tejido nervioso, estan siendo
caracterizados en el sistema nervioso central.

Muchos de estos péptidos pueden tener un papel
como neurotransmisores o neuromcduladores en varios
mecanismos homeostaticos y endocrincs.

Aunque mucho se ha avanzado en el conocimiento
de su localizacidn, sintesis (en los casos en los gue
se produce), delimitacion de las vias en las que
existen etc., sabemos muy poco acerca de cual pueda
ser su papel sobre la regulacidén de 1la secrecidn
anterohipofisaria (pese a que muchos de ellos estan
bién caracterizados en hipé6fisis e hipotalamo), vy
sobre los mecanismos por los gue esta pueda producir-
se, en definitiva en sus funciones fisiologicas.

Dos de estos péptidos la gastrina y la bombe-
gina, la primera bien conocida como hormona del trac-
to gastrointestinal, vy la segunda aislada en princi-
plo en la piel de una rana y luege encontrada en el
sistema nervioso central y tracto 1intestinal, han
sido el objeto de nuestro estudioc.

Acerca de la gastrina, gque com¢ hormona intes-
tinal es de sobra estudiada, hemos de declr que posi-
blemente sea el peéeptido cuyas funciones sean mencs
conocidas en el sistema nervioso. La bombesina en
cambio es mds conocida en sus funciones homeasta-
ticas, pero los datos sobre su papel regulador de la
secrecidn hipofisaria son controvertidos.



El &dnimo de nuestro trabajo ha sido intentar
profundizar en el papel que estos dos péptidos -~
gastrina y bombesina-, Jjuegan en el control neuroen-
docrinc de la secrecidn de la hormona de crecimiento,
Y los mecanismos por los que éste se produce.

También hemos investigado sobre cual es 1la
modificacion gque sobre la secrecidén de hormona de
crecimiento Yy sobre el propio efecto de estos pépti-
dos ejercen una serie de sehales periféricas hormo-
nales: los glucocorticoides, 1los estrdgenos y las
hormonas tiroideas.

Para ello hemos comparado los efectos de estos
péptidos, con dos peéptidos liberadores de GH. Uno,
el hace poco descubierto factor liberador de la hor-
mona, GHRH (growth hormone releasing hormone), y otro
el GHRP (growth hormone releasing péptide), péptido
sintético desarrcollado por computador, de sdélo 6
aminoacidos, sintetizado en su conformacién actual,
hace solo 4 anos, y del que creemos ser los primeros
en hacer un estudio en este sentido.

Pensamos gque nuestro trabajo puede aportar
algo de comprensidén a los complejos mecanismos de la
neuroregulacidn de la hormona de crecimiento.
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INTRODUCCION

1. NEUROENDOCRINOLOGIA: FUNCIONES INTEGRADAS

DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Los organismos supericres, mamiferos y otros
vertebrados poseen dos sistemas de comunicacidén. E1
sistema nervioso y el sistema endocrino, gue tra-
dicionalmente se han considerado como entidades sepa-
radas anatomica y funcionalmente. Segun el concepto
clasico, el sistema endocrino produciria en una de-
terminada region una molécula mensajero, 1la hormona,
que seria liberada a la circulacidén general para
actuar a distancia en una célula diana. En el sistema
nervioso, la célula secretora seria la neurona, y la
molécula mensajero un neurotransmisor.

Las diferencias entre ambos sistemas son ob-
vias, pero también podemos encontrar muchas simili-
tudes entre ellos. De hecho en las ultimas décadas,
las fronteras de estos sistemas se han ido erosionan-
do progresivamente. Ha quedado demostrado, por ejem-
plo, gque los dos pueden usar el mismo tipo de molé-
cula mensajero. Se han encontrado hormonas fuera del
tejido endocrino, entre otras localizaciones en el
tejido nerviose y mas aun, en una misma neurona
pueden darse a la vez un neurotransmisor y una hormo-
na, contenidos en sus vesiculas sinapticas.

En definitiva, los sistemas endocrino y ner-
vioso estan profindamente interconectados y hoy en
dia resulta dificil aproximarse a los problemas neu-
roclégicos o endocrinoes sin tener en cuenta ambos
sistemas.



El Sistema Neuroendrocrino se desarrolla como
una respuesta a la complejidad creciente de los orga-
nismos multicelulares. Un organismo unicelular puede
responder directamente a su medio exterior, pero no
esta capacitado para alterar su medio interno de
forma marcada.

El desarrcollo de un sistema nervioso aferente
primitivo, que pueda recoger cambios en el medio,
marcha paralelo con el desarrollo de un sistema ner-
vioso eferente y un aparato neurosecretorio simplifi-
cado. A medida que los drganos interiores se van
haciendo mas especializados, 1los sistemas de control
de los mecanismos internos, se hacen mas complejos,
para asegurar el mantenimiento de unas condiciones
internas relativamente constantes.

Los mamiferos y en particular, el hombre, tie-
nen una enorme variedad y riqueza de receptores sen-
soriales, para responder a cambios tanto en el medio
externo como interno. La activacidn de estos recep-
tores transferiria esta informacidén a unas areas de
integracién centrales, resultando unas respuestas
endocrinas, autondmicas y de conportamientos coordi-
nadas, organizadas para reestablecer el equilibrio
homeostatico. Esta integracién de 1la informacidn
intero y exteroceptiva y los subsigquientes cambios en
la actividad endocrina, autondmica y comportanmental,
forman las bases de la neurcendocrinoclogia.

2. MORFOLOGIA DEL SISTEMA NEUROENDOCRINO: HIPOTALAMO

En razon de lo antes expuesto, habra que con-
siderar a la totalidad del organismo como sistema
Neuroendocrine (SNE), al menos, todo el sistema ner-
vioso central (SNC).
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La interaccién, sistema nervioso-sistema endo-
crino, se realiza fundamentalmente en regiones espe-
cificas, pero estas no seran nunca las unicas gue
influirdn en un comportamiento endocrino, ni donde
una determinada hormona pueda influir sobre el SNC.

Dicho esto nos centraremos en el estudio del
hipotdalamo, por ser el lugar donde se efectuan el
mayor numerc de interacciones relacionadas con el
sistema endocrino, vy la region del SNC mas estrecha-
mente relacionada con dicho sistema.

El hipotdalamo es una regidn filogenéticamente
antigua, situada en la base del diencéfalo, y due
pese a tener una masa en el hombre de solo 4 gr. (1)
cunple numerosas funciones.

Podemos considerar el hipotalamo como el cen-
tro regulador neuroendocrino, autondmico y de la ho-
meostasia. Controla la secrecidn hormonal de la hipo-
fisis anterior y posterior, actua comc modulador de
los patrones autondmicos, intimamente coordinados con
los cambios endocrines, a través de su accidén en los
sistemas simpatico y parasimpatico y de su control
sobre centros autondmicos del tronce del encéfalo.
También interviene controlando o medificandc procesos
homeostaticos tan dispares como la respilracidn, 1la
temperatura corporal y la ingesta de solidos y ligui-
dos.

La integracion de respuestas autdnomas, endo-
crinas vy motoras que caracteriza al comportamiento
emocional generalmente asignada al sistema limbico,
es también atribuible en gran parte al hipotéalamo.
Este es capaz de ejercer su control scobre estas
funciones merced a la rigueza de sus conexiones con
otras regiones del SNC. Particularmente notables son
sus relaciones con la sustancia reticular, el sistema
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limbice -sobre todo la amigdala-, y la corteza cere-
bral.

La mayoria de estas relaciones se conocian de
antafo, pero recientes avances en las técnicas histo-
quimicas e inmunocitoquimicas han revelado detalles
que nos han permitido conoccer mas profundamente la
anatomia del hipotdlamo y como estan organizadas 1las
vias peor las cuales los mecanismos neurochormonales
gocbiernan la secrecidn pituitaria (2).

2.1. besarrollo.

El hipotalamo deriva del diencéfalo embriona-
rio, el cual es a su vez una divisién de la mas
anterior de las tres vesiculas cerebrales primitivas,
el prosencéfalo (la otra division sera el telencéfa-
lo, del cual se formaran los hemisferios cerebrales),

(3) -

Estudiando el desarrollc del diencéfaleo, His
propuso el término que quedd definitivamente asignado
en la ndémina anatémica de Basilea en 1.895 (4).

El hipotdlamo se desarrclla como la mas baja
de las tres protuberancias que crecen en las paredes
del diencéfalo, separada de las otras dos, epitalamo

y talamo, por una escotadura longitudinal: el surco
hipotalamico. Al ir creciendoc en las paredes del
diencéfalo estas tres vesiculas, 1la cavidad central

entre ellas, se transforma en el tercer ventriculo.

La hipofisis se desarrclla en intima asocia-
cidén con el hipotdlamo , de hecho la neurchipéfisis
deriva de una evaginacién descendente del diencéfalo,
el infundibulo. La adenchipofisis tiene un origen
diferente, yva que deriva de un diverticulo epidérmico
de 1la primitiva cavidad oral, 1la bolsa de Rathke.
Este diverticulo se va elongando dorsalmente hasta
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contactar con el infundibulo que viene creciendo
hacia abajo, con el que acaba fundiéndose de forma
que 1las células de la adenohipdfisis rodean y se
extienden a lo largo del tallo pituitario, para for-
mar la "pars tuberalis™. La hipdfisis posterior esta
en comunicacidén neural directa con el hipotalamo
mientras que la adenchipdéfisis no. Sin embargo se
desarrolla entre hipotalamo e hipdfisis una rica red
vascular -el sistema porta- que hace que estén en
contacto, por medio de la cual el hipotalamo controla
la hipofisis anterior.

Un hecho digno de resaltar en el desarrollo
del hipotalamo, es la cada vez mayor complejidad de
su argquitectura interna a lo largc de la evolucidn
filogenética de los vertebrados, hasta llegar a 1los
nicleos bien diferenciados de los mamiferos (5).

Por otra parte mientras el desarrollo de 1la
eminencia media, la aparicidén de un sistema porta
hipofisario mas o© menos complejo y los tanicitos
(células ependimarias modificadas capaces de tran-
sportar sustancias hormonales), es muy precoz en los
vertebradeos, s6lo en los mamiferos superiores se
encuentran conexiones directas del hipotdlamoc y la
corteza cerebral.

2.2. Conexiones hipotalamicas.

El1 hipotalamo esta situvado en 1la base del
diencéfalo, quedando separadc del talamo por el surco
hipotalamico (que delimita la extension dorsal del
hipotdlamo), vy formando las paredes del tercer ven-
triculo (3V), a cada lado de la 1linea media. Su
limite rostral se toma convencionalmente como la
lamina terminalis, mientras que caudalmente se toma
una linea imaginaria gue uniria los cuerpos mamilares
por debajo y la comisura posterior por arriba ({2).
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Sin embargo resulta problemdtico establecer
dichos 1limites (6), los cuales no estan bien cir-
cunscritos, ya que la observacién microscépica del
hipotdlamo da la impresidén de estar en continuidad
con las regiones vecinas del SNC.

La superficie basal del hipotdlamo queda deli-
mitada entre el quiasma opticc por delante y los
cuerpos mamilares por detras. Entre ambos se encuen-
tra el tuber cinereum, una protuberancia de substan-
cia gris gue se introduce ventralmente en el infundi-
bulum, y gque junto con la porcioén infundibular de la
adenohipé6fisis, forma el tallo pituitario. Esta re-
gién infundibular en la base del hipotalamo es 1la
eminencia media, zona critica para la comunicacion
vascular entre hipotdlamo e hipéfisis (2).

Si estudiamos la argquitectura citoldgica del
hipotdlamo nos encontramos con la descripcidn neuro-
anatdmica clasica de centros o nicleos nerviosos Yy
vias de conexién. Podemos individualizar una porcidn
medial de celularidad densa, separada de una lateral
por fibras de paso entre mesencéfalo y telencéfalo
(7). Los nucleos mejor definidos se encuentran en la
regién medial circundados de celularidad mas difusa.

Desde Golgi se sabia que la relacion entre los
diversos nucleos hipotalamicos era muy estrecha y hoy
en dia no puede considerarse independiente ningun
nicleo hipotalamico, aunque se puedan distinguir
desde un punto de vista funcicnal, dos reagrupa-
cicnes: el hipotalamo medial, dentro del cual los
nicleos estan en contacto reciproco, y la representa-
da por las conexiones entre el hipotalame medial vy
lateral. Este ultimo, gque engloba el fasciculo telen-
cefalico ascendente, funciona como conector entre el
hipotalamo medial y otras regiones del SNC, en parti-
cular el sistema limbico, del tal forma que la infor-
macién nerviosa que entra o sale del hipotalamoc me-
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dial pasa antes o después por las células laterales

(8).

Tantas y tan estrechas conexiones nerviosas
se valen de una estructura anatdmica definida, el
circuito local, donde una interneurona seria el pi-
vote de este circuito nervioso de proyecciones late-
rales, en cuyo interior operarian sinapsis '"no con-

vencionales" dendro-dendriticas, dendro-somaticas,
axodendriticas, axo-axdénicas, reciprocas y las elec-
trénicas. Las influencias recdprocas de todas las

neuronas participantes elaboran una informacidn, de
la que depende que se genere ¢ nao el potencial axdéni-
co (9).

Hacer aqul una relacion detallada de las rela-
ciones de cada nucleo con los demas, vy describir
minuciosamente 1las conexiones del hipotalamo con el
resto de estructuras del SNC se sale por complejo de
la finalidad de este trabajo; para aquel que quisiera
una vision mas profunda, hay algunos mangificos tra-
bajos sobre el tema que han sido consultados por el
doctorando (2,3,6).

No hay ninguna forma simple ni totalmente
aceptable de describir las conexicnes hipotalamicas.
Sin embargo si gque habra gue hacer alguna puntualiza-
cidén general. Asi, mientras algunas estan anaté-
micamente bien definidas, Jjustificandc su terminolo-
gia de via, fasciculo, etc. otras serian "conexiones
neuronales", bien descritas histocldgicamente, perc no
organizadas en fasciculos.

Por otra parte la terminologlia empleada suele
ser imprecisa. La mayoria de las llamadas vias afe-
rentes llevan también fibras hipotalamicas eferentes,
y por otra parte, acepciones como "extrinsecas" o
"intrinsecas", "ascedente" o '"descendente", solo
introducen ambiguedad.
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Por ultimo dos consideraciones. La primera ya
enunciada, es gue algunas conexiones entran directa-
mente al hipotalamo medial, por ejemplo las neuronas
monoaminérgicas, mientras que otras muchas lo hacen
indirectamente a través del fasciculo telencefalico,
tras hacer un "relay" en el area hipotalamica lateral
(8). La segunda es que otra conexidén mas del hipota-
lame, de enorme importancia en endocrinologia, es la
vascular, que también funciona en ambos sentidos,
eferente -por ejemplo las hormonas hipotalamicas
secretadas en el plexo pertal, -y aferentes— como por
ejemplo 1los circuitos de feed-back de las hormonas
esteroideas-.

2.3. Vascularizacion del eje hipotalamo-hipofisis.

La irrigacién del hipotalamo basal, infundi-
bulo, tallo hipofisario y pituitaria se lleva a cabo
por las arterias hipofisarias superiores e infe-
riores, ramas de las cardtidas.

La zona anterior de la eminencia media y la
mayor parte del tallo hipofisario, estan irrigados
por las arterias hipofisarias supericres, la porcidn
posterior de 1la eminencia media se nutre de vasos
independientes que tienen su origen en el poligono de
Willis y 1la zona mas ventral del tallo pituitario
recibe 1la sangre de las arterias trabeculares ramas
de la hipofisaria superior.

La neurohipdfisis, por otro ladc estia nutrida
por las arterias hipofisarias inferiores, gque se
anastomosan con las superiores a través de las arte-
rias trabeculares (2), sin embargo estas arterias
hipofisarias no irrigarian a la hipdéfisis directamen-
te, sino gue lo harian de forma indirecta, a través
del plexo capilar portal conocido desde 1.930 en que
fué descrito por Popa y Fielding (10}.
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De esta forma, 1las arterias que vascularizan
la eminencia media, desembocaran en una rica red
vascular, el plexo primario, en el que habria una
porcidn externa que estaria en intimo contacto con el
hipotalamo, existiendo conexiones con los nucleos
vecinos (11). Otra porcion mas interna de este plexo,
formaria asas capilares mas largas que se proyecta-
rian hasta el suelo del tercer ventriculc, entremez-
clandose con los tanicitos de la zona, o gque podria
explicar la presencia de hormonas hipofisarias en el
liguido cefalorraquideo (12).

Desde el plexo primaric se dirigen hacia abajo
rodeando el tallo hipofisario los vasos portales
largos, para alcanzar la adenohipdfisis, donde se
reunen con los vasos portales cortos, dque surgen de
la porcién mas ventral del tallo pituitario derivados
de las arterias hipofisarias inferiores, y dan lugar
al plexo secundario. Aproximadamente el 90% del riego
de los sinuscides de la adenohipofisis, dependera de
los vasos portales largos.

El retorno venoso de la sangre pituitaria, se
produce a través de las venas yugulares. Ultimamente
se ha demostrado la escasez de vasos venosos entre la
adenohipéfisis y los senos cavernosos, mientras exis-
ten numerosos cahales venosos entre el senc cavernoso
y la neurohipdéfisis. En base a estas cobservaciones se
ha sugerido gue la mayor parte del drenaje venosc de
la adenohipdéfisis se produce por el plexo capilar de
la neurohipofisis a través de lecs vasos porta cortos,
de forma que los factores que normalmente regulan
este plexo, podrian regular al menos en parte el
flujo de sangre gue transporta hormonas adenohipofi-
sarias (13).

La conclusién mas interesante de todo esto es

que la adenohipoéfisis y la neurchipdéfisis estan inti-
mamente relacionadas por un lecho capilar comiun gue
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posibilita un flujo retrodgrado hacia hipotalamo, y un
grado de flujo "“circular" dentro de la glandula, 1lo
que daria lugar a la recirculacion de determinadas
hormonas dentro de ella, demostrando la unidad vas-
cular de todo este conjunto glandular.

Un importante detalle de estos capilares por-
tales, es que tienen la estructura de los capilares
periféricos, su endotelio es fenestrado, careciendo
de los complejos junturales impermeables que caracte-
rizan los capilares cerebrales. La eminencia media
per tanto, puede considerarse fuera de la barrera
hematoencefalica

Queda por ultimo hacer una consideracién sobre
la abundante neuroglia hipotalamica -hay mayor numero
de células gliales gue de neurcnas-, gue se encuentra
en intima relacidn con los procesos vasculares. Des-
tacan entre ella los tanicitos, células ependimarias
cuyo polo apical se encuentra en la base del tercer
ventriculo en contacto con el LCR, y que se extien-
den a través de la eminencia media hasta alcanzar los
vasos portales, donde terminan con miltiples dilata-

ciones (14). Esta particular estructura es la que ha
hecho que se le atribuyan funciornes de transporte que
ya han sido mencionadas. Sin embargo, recientemente

Ouimet y su grupo (15) han demostrado que los tanici-
tos contienen la fosfoproteina reguladora de la dopa-
mina Yy adenosina (DARP-32), un marcador especifico
para células que poseen receptores D. de dopamina, lo
que sugliere que pueden mediar algunc de los efectos
dopaminérgicos en la secrecidn de hormonas hipotala-
micas.

2.4, Control hipotaldamico de la secrecidn
hipofisaria.

Que la hipofisis es la glandula que mejor
puede expresar la relaciodn reciproca entre sistema
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nervioso y sistema endocrino, y que la fisioclogia de
la hipdéfisis, en definitiva, esta controlada por el
hipotadlamo, es algo que parece claroc a la vista de lo
anteriormente expuesto.

Sin embargo estoc no ha sido siempre entendido
asi, ya que los estudios funcionales del hipotdlamc y
su relacién con la hipofisis se han producido en los
ultimos 40 6 50 anos. Cajal por ejemplo (16), descri-
bié las neuronas del nucleo ventromedial y supradpti-
co con sus proyecciones, de forma que sigue siendo
valida hoy, pero consideraba la neurohipdfisis como
un érgano sensorial.

Durante las primeras décadas de este siglo hay
una serie de hallazgos y datos clinicos, entre 1los
gue hay que destacar los de Cushing, gue hacen pensar
que hipotalamo e hipofisis estan en relacidén funcio-
nal. Resultan fundamentales los trabajos de Harris,
que en 1.937 demostrd gue la estimulacidén eléctrica
del hipotalamo en el conejo daba lugar a ovulacidn,
lo que le llevo posteriormente a concluir que en el
hipotdlame hay grupos de neuronas gue son capaces de
sintetizar substancias (hipotéticas entonces), gque
pasarian a la sangre de los vasos portales y de ahi a
la adenohipdéfisis, donde ejercerian su control.

Estas ideas culminan en la formulacidén del
principio de regulacion neuro-endocrinc (17), el cual
ha servido de base a gran cantidad de investigadores
posteriormente. Con ello, Harris daba la razon a
investigadores anteriores come Brooks (18), el cual
estudiando la disposiciodn de los plexos portales, vya
habia postulado que la hipofisis debia estar contro-
lada por el hipotalamo.

La relacion de la neurchipofisis con el hipo-

tialamo es diferente. En realidad, el 1dbuloc posterior
s6lc es un reservorio hormenal, vya que las hormonas
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posthipofisarias, Oxitocina y Vasopresina, son sinte-
tizadas en el propio hipotalamo por los nicleos para-
ventricular y supraoptico respectivamente, y vertidas
directamente a los capilares de la neurohipdéfisis,
donde se almacenarian gracias a un flujo axonal des-
crito por Weiss (19), y de donde serian secretadas a
la circulacidn general por impulsos nerviosos hipota-
lamicos.

La poblacién neuronal de estos dos nucleos
hipotaldmicos es la clasicamente definida comoc magno-
celular o secretoria, mientras que la pcblacidén par-
vocelular del resto de los nucleos, enviaria sus
axones a la eminencia media (19) desde donde contro-
larian la funcidén hipofisaria.

Tendriamos ya por tanto descritas las bases
del control hipotaldmico de la pituitaria. Por otra
parte, la gran afinidad en el desarrollo embrioloégi-
co, Yy la intima relacién anatdmica y estructural que
se manifiesta con un riego sanguineo comin en dgran
parte, y con estructuras hipotaldmicas directamente
conectadas a la hipdfisis o al tallo hipofisario.

En contra de lo que pudiera pensarse, las
influencias del sistema nervioso autdénome, tan rela-
cionado con el hipoté&lamo, no son decisivas, ya gue
la adenchipéfisis sigue funcionando normalmente tras
la seccidén de 1la cadena simpatica cervical o el
ganglio geniculado (1).

Con todeo, no nos es posible comprender de una
forma clara el control del funcionamiento hipofisa-
rio, sin tener en cuenta el complejisimo problema de
los RIF'S (releasing and inhibiting factors) hipota-
lamicos, heurohormonas que estimulan o frenan la
liberacién de cada hormona anterohipofisaria especi-
fica (20), y de los neurotransmisores (21), liberados
loccalmente en la eminencia media, la regidén del sis-
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tema nervioso con mayor concentracién de moléculas
biologicamente activas (1).

En cualquier caso, una vez dque todos estos
productos hipotalémicos alcanzan la hipofisis, su
accion se 1lleva a cabo de forma directa sobre la
célula hipofisaria, capaz de reconocer estas senales
especificas, lo que condiciona la presencia en ellas
de receptores.

El estudio de estos temas, campo de batalla de

la Neuroendocrinologia moderna sera expuesto con
detalle en los siguientes capitulos.

3. RECEPTORES HIPOFISARIOS.

El gue una célula secretora hipofisaria libere
una hormona es el final de una secuencia, iniciada
previamente con una determinada senal expresada por
moléculas bioldgicamente activas, gue contacta con
dicha célula y es especificamente reconocida. Esta
cualidad de reconocer especificamente una sehal, le
es dada a la célula por la presencia de receptores.

Una vez que el receptor se ha unido a 1la
hormona, la célula elabora en su interior una senal y
se produce el efecto bioldgico: 1la liberacidén de una
hormcna especifica. Ahora bien, esta unidn hormona-
receptor no es necesario que acabe en un proceso de
secrecidn, sino que también la inhibicidn de 1la libe-
racidén es un proceso activo gue se regula de manera
especifica.

Podriamos pues definir al receptor como un
componente celular que realiza dos funciones: reco-
noce y une selectivamente una determinada molécula vy
convierte esta union en senal que es elaborada por la
celula, o sea "activar la célula". Funcionalmente
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esta definicién no basta, ya que la actividad biolé-
gica de los receptores, no queda demostrada por la
existencia de puntos especificos de unién de una
determinada hormona en una célula. Esto e=s, debe
verificarse que se produce una respuesta bioldgica
definida cuande la hormona se una a los lugares
especificos (22).

Estas dos funciones del receptor se efectuan
por subunidades diferentes del mismo: subunidad de
reconocimiento y subunidad efectora, ambas unidas por
otra diferente, el "transductor", que hace de puente
entre las dos regulando el grado de acoplamiento,
esto es, la eficacia con gue la unién de una sehal a
su lugar de acoplamiento es traducido por la subuni-
dad efectora en senal intracelular.

3.1. Composicidon de Los receptores. Localizaciodn
en la celula.

La estructura de los receptores y la organiza-
ciodn de sus componentes no esta del todo aclarada por
la gran dificultad gue supone su aislamiento y puri-
ficacion.

Ya que tecdes los receptores pueden dedgradarse
por la accién de enzimas proteoliticas, deben de
tener una porcidén proteinica importante. Los fosfoli-
pidos, el componente lipidico mas importante de 1la
membrana celular desempena un papel fundamental vya
gue los receptores sufren variaciones considerables
en sus propiedades cuando los fosfolipidos se alte-
ran, por ejemplo, 1la actividad de 1los receptores
hipofisarios para la TRH, depende de los fosfolipidos
de la membrana (23).

La membrana plasmatica es una estructura clave
en la regulacion de las relaciones hormona - recep-
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tor. Esta membrana, segun Singer y Nicolson (24)
seria una estructura ordenada, pero no estatica, en
la cual los dos componentes lipidicos mas importan-
tes, fosfolipidos y colesterol formarian un estrato
doble, con las extremidades hidrofilicas dirigidas
hacia la superficie externa e interna de la célula y
las cadenas hidrofdbicas corientadas al interior del
mismo. Ahora bien, estos componentes pueden moverse
transversalmente sobre la membrana, e 1inclusoc, de
forma esporadica los lipidos de la capa interna pue-
den pasar a la externa y viceversa (22).

Si tenemos en cuenta, gue la interaccicdn entre
las diversas partes del receptor es necesaria para
que se produzca actividad fisioldgicamente significa-
tiva, Yy que estas subunidades del receptor son pro-
teinas que se encuentran "flotando" entre los lipidos
de la membrana, es evidente que las variaciones en su
composicion gquimica, o en su estado fisico, condicio-
nan decisivamente las propiedades bioldgicas de los
receptores.

La composicién gquimica de las hormonas es la
que condiciona la localizacidn de los receptores en
una célula, de hecho las hormconas pueden clasificarse
por este concepto.

Las hormonas proteéicas, hidrosolubles, no
pueden atravesar la barrera de lipidos gue supone la
membrana celular, per lo gue logicamente, sus

receptores se encuentran en la superficie de la cé-
lula.

Las hormonas liposolubles, c¢omo la tirosina y
las esteroideas, atraviesan la membrana celular y se
unen directamente a estructuras intracelulares. En el
caso de las ultimas, los complejos hormona-receptor,
se formarian en el citoplasma y de alli se desplaza-
rian al nucleo, mientras los receptores de las hormo-
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nas tiroideas se encuentran en el propio nucleo ce-
lular.

Activacion celular: formas de acoplamiento a los
receptores.

Como ya hemos expresado, es necesario que la
célula pueda identificar y "traducir" 1las senales
externas que le llegan, para que esta informacion se
convierta en actividad biclégica.

Los receptores de superficie "traducen" la
senal en la membrana celular, donde con el concurso

de otras proteinas presentes en la misma, la unidn
hormona-receptor se convierte en sefal quimica en
forma de ‘'“segundo mensajero", pudiéndose dividir

estos receptores en dos clases segiun el tipo de
sequndo mensajero que sean.

Un primer grupo de receptores, utilizan el c-
AMP vy poseen un mecanismo de traduccidén comin (25),
donde el c¢-GTP estaria unido de forma especifica a
una proteina -la proteina G-, gque funcionaria como
sistema de acoplamiento para traducir la informacidn
de 1la porcién externa del receptor a la adenil-
ciclasa, enzima localizada en la porcidn interna de
la membrana y responsable de la sintesis de c-AMP.

Un segundo grupc de receptores, utilizan como
segundo mensajero, fundamentalmente al calcio (26),
aungue son capaces también de utilizar otros mensaje-
ros (22), por ejemple, la activacion de estos recep-
tores aumentaria los niveles de c-GMP y la sintesis
de prostaglandinas, mientras que por otro lado puede
llevarse a cabo la hidrdélisis del fosfatidilinositol

(PI), componente lipidico de las membranas con pro-
duccion de diglicérido y de inositol 1,2 fosfato
ciclico, ambos propuestos como segundos mensajeros
(27).
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En cualquier casc resulta excesivamente sim-
plista clasificar los receptores de membrana en tornoc
al segundo mensajero, ya que hay ejemplos de recep-
tores que utilizan los dos (22).

Los receptores citoplamdaticos y nucleares, no
necesitan de segundc mensajero, vya gue al ocurrir la
unién hormona-receptor en el interior de la ceélula,
este mismo complejo desarrclla la funcién de mensaje-
ro intracelular (28).

3.2.1. Receptores asociados a c~AMP.

Casi todas las neurchormonas hipotalamicas que
requlan la hipdéfisis anterior actian activando el c-
AMP.

Una actividad de este tipc se ha demostrado
para los receptores de TRH, LHRH, CRF y VIP, (22),
existiendo de hecho una estrecha relacidén entre la
secrecién hormonal hipofisaria y las variaciones de
c-AMP: Se puede inducir la secrecidén "in vitro" de
todas las hormanas hipocfisarias con el dibutiril ¢-
AMP, un analogo de c-AMP, Yy potenciar este efecto
anadiendo al cultivo un inhibidor de la fosfodistera-
sa, enzima que degrada el c-AMP, como la tecfilina o
la aminofilina (29).

A la inversa factores que inhiben la secrecién
hipofisaria, como por ejemplo la dopamina, inhibidor
endogeno de la liberacidn de prolactina, disminuye la
actividad de la adenilciclasa en las células lacto-
tropas (30), vy antagoniza la secrecidén de prolactina
inducida por el dibutiril c-AMP (31).

3.2.2. Receptores asociados al calcio.
El calcio (Ca++), es un ién que se encuentra

en forma libre en el liquido extracelular, y en forma
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ligada dentro de las ceélulas, el cual resulta funda-
mental en maltiples procesos celulares. Se piensa que
es necesario un aumento en la concentracién de Ca
intracelular, para que un estimulo se traduzca en
liberacién en la gran mayoria de las células con
funcién secretora (endocrinas, nerviosas, exocrinas)
(22).

La TRH que estimula la liberacidén de prolacti-
na y TSH por la adenohipéfisis, genera potenciales de
accién calcio dependientes (32), requiriéndose la
presencia del 1i6n, para que se produzca su libera-
cidén, en cultivos de células AP (33).

3.2.3. Receptores solubles.

Las hormonas tiroideas se relacionan con sus
receptores en el nucleo celular, donde se unirian a
la cromatina produciendo m-RNA, que a su vez activa y
pone en marcha la sintesis protéica. Aparte de estos
bien conocidos receptores nucleares, existen otros,
en la mitocondrias, y en la membrana celular, cuya
funcién es por ahora desconocida (22).

Los receptores para hormonas esteroideas,
tienen importancia fundametalmente como intermedia-
rios en los mecanismos de feed-back para el control
de la secreciodn anterohipofisaria.

Determinados comportamientos (maternal, agre-
sividad, Yy sobre todo el sexual), estarian mediados
por la accidn de los esteroides adrenales y gonadales
en determinadas areas del SNC (33).

Actualmente existen dos teorias sobre el
funcionamiento de los receptores estercideos. Ambos
acaban en el modelc comin de ajuste en el genoma del
complejo hormona-receptor, con aumento de 1la pro-
duccidn de m-RNA, que produce a su vez una activacidn

26



de la sintesis protéica en los ribosomas. La primera
de ellas (34) considera que la unién con el receptor
se produce en el citoplasma desde donde el complejo
se transporta al miclea, por mecanismos desconocidos,
para seguir la via comun. La segunda, indica que la
union se produce directamente en el nucleo, hasta
donde el esteroide difunde antes de ligarse a su
receptor (35). Recientemente también se han descu-
bierto receptores esteroides en la membrana plasmati-
ca (28).

3.3. Regulacion de los receptores.

Las c¢élulas hipofisarias y sus receptores,
estan sometidas a la interaccién continuada de
sefiales quimicas que estimulan o inhiben la secrecidn
de sus hormonas. Por otra parte, estas sustancias
enddgenas estimuladoras o inhibidoras no tienen ni-
veles constantes, sino que fluctlan en respuesta a
diversos estimulos fisioldgicos, es por ello gque el
numerc de receptores hipofisarios, la afinidad de las
uniones y 1las mismas propiedades intrinsecas del
receptor, no han de ser constantes, sino que han de
adaptarse a las variaciones de su medio.

Revisaremos a continuaciodn tres tipos de re-
gulacion: la homdéloga o autdéloga, en la que la hormo-
na regula su propio receptor, 1la heterdlocga, en la
que una segunda hormona regula la unién de otra con
su propio receptor, y la inespecifica, debido a modi-
ficaciones del lugar de unién motivadas por cambiocs
en el microambiente,

3.3.1. Regulacidén homodloga.
Sabemos que la sensibilidad de una célula a la

estimulacioén por una hormona, suele ser inversamente
proporcional a los niveles de dicha hormona a que la
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célula ha sido expuesta. Esta adaptacion se produce
con rapidez, y el receptor es uno de 1los lugares
donde normalmente se lleva a cabo tal regulacidén. La
disminucion del nuero de receptores en respuesta a
los cambios en las concentraciones de hormona se
conoce como "down regulation", vy el aumento como "up
regulation".

En general un aumento cronico en los niveles
de una hormona, precduce una disminucidn en el numero
de receptores.

Las céulas tumorales GH 3, donde el TRH produ-
ce secrecién de GH y PRL, pierden hasta el 75% de sus
receptores para TRH al ser expuestas crénicamente a
este péptido "in vitro". Los receptores gue se man-
tienen conservan intacta su afinidad, y la concentra-
cién se vuelve normal en unos dias tras sustraer la
hormona del medio de cultivo. Por otra parte esta
requlacion del numero de receptores es impedida por
un antagonista especifico de la hormona, lo gue de-
muestra que para gue se produzca el fendmeno es
imprescindible la uniodn del TRH con su receptor (36),
constituyendo un ejemplc de "down regulation".

La hormona puede también modificar la sensibi
lidad de su célula diana cambiando la afinidad de sus

receptores, sin tener gue variar el numero. La sat-
uracidn progresiva de los receptores de insulina
reduce la afinidad de estos por la hormona (37), al

contraria, la unidén de una molécula de 02 a la hemo-
globina, aumenta su afinidad por el oxigeno. Estos
fendmenos que implican la cooperacion entre las dife-
rentes partes del receptor, se denominan cooperati-
vidad negativa en el primer caso, vy positiva en el
segundo.
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3.3.2. Regulacidn heterdloga.

Una determinada hormona puede alterar la ac-
cién de otra modificando los niveles plasmaticos de
la misma o la capacidad de respuesta de sus células
diana, siendc los receptores los lugares preferentes
donde esta regulaciodn se lleva a cabo, modulando
tanto su concentracion come su afinidad.

La regulacidén heterdloga suele asociarse a
mecanismos de feek-back. Por ejemplo, la secrecidn de
tiro sina por el tircides esta requlada por la tiro-
tropina que a su vez es controlada por la TRH. Las
hormonas tiroideas ejercen un efecto de feed-back
sobre la secrecién adenohipofisaria, inhibiendo tanto
la secrecidén normal de TSH, como la estimulada por la
TRH. Asi, mientras los sujetos normales, responden al
TRH con elevacién de la TSH, en los hipertiroideos
casi no se obtiene respuesta. Este modeloc puede re-
producirse en cultivos de células hipofisarias nor-
males.

El sistema de actuacidn, esta mediado a nivel

de receptores. En presencia de T3 y T4, los recep-
tores al TRH en cultivos de células GH3 se reducen de
forma ostensible (38). No es posible una interaccién

directa entre los receptores, ya que como hemocs e-
nunciado los receptores de las hormonas tiroideas se
encuentran en el nucleo, y los de TRH en la membrana.
Lo gque ocurre es que el efecto de la saturacion de
receptores de hormonas tiroideas se trasmite del
nucleo a 1la membrana, limitando el numero de
receptores al TRH.

3.3.3. Regulacién inespecifica.
Los cambios en el microambiente fisico-quimi-

co, en particular pH, temperatura y cambios idnicos,
afectan notablemente a los receptores en su es-
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tructura y funcidén. Aunque en muchos casos estas
alteraciones pueden considerarse inespecifica, no se
puede excluir gue en algunos casos, los canbios pro-
voque la propia unién de la hormona con el receptor,
que regulando el micreoambiente, estarian modificando
la capacidad funciocnal del propioc receptor.

4. BECRECION HIPOFISARIA: GH.

En el ldbulo anterior hipofisario se distin-
guen actualmente siete tipos celulares por medioc de
técnicas de coloracidn tetracrémica: células tireo-
tropas, foliculotropas, corticotropas, luteotropas,
melanotropas, prolactotropas y scmatotropas. Cada
tipo celular produce de manera especifica una hormona
hipofisaria, respectivamente: tirotropina (TSH), hor-
mona foliculo estimulante (FSH), adrenccorticotropina
(ACTH), hormona luteinizante {LH), hormcna melanocito
estimulante (MSH), Prolactina (PRL), y somatotropina
u hormona del crecimiento (GH).

Observando estas ceélulas al microscopio elec-
trdnico, encontramos gue todas tienen una estructura
comuin, con ribosomas desarrcllados, donde se lleva a
cabo 1la sintesis del polipéptido o proteina corres-
pondiente, vy unos granulos de almacenamiento, desde
donde la hormona correspondiente es secretada a los
capilares sanguineos (1).

La sospecha de algun factor hipofisario rela-
cionado con el crecimiento viene de antigquo. La im-
portancia de la pituitaria en el control del creci-
miento quedé firmemente establecida por Evans (39)
entre 1.900 y 1.920. Aschner (40) habia demostrado ya
en 1.912 gque la hipofisectomia producia una inte-
rrupcioén del crecimiento. Evans y Lory (41) producian
gigantismo en ratas mediante la inyeccidn diaria de
homogeneizados hipofisarios, y en 1.930 Smith (42},
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demostr® que se podia revertir el enanismo que pro-
ducia en la rata la hipofisectomia, mediante la admi-
nistracidén de extractos de hipdfisis.

Parecia clarc que la hipdéfisis producia alguna
substancia que inducia al crecimiemnto, aungue se
desconocia si ésta era una hormona especifica, o si
el crecimiento se deberia a la accidn asociada de
varias hormonas hipofisarias. El problema quedé re-
suelto cuando Li (43), aislaba en los anos 40 un
purificade de GH de vaca. Mas tarde el mismo autor
identificé la secuencia completa de aminodcidos de la
hormona (44).

Posteriormente el estudio de la hormecna, se
realiza con el desarrollo de las técnicas de radio-
inmunoanalisis (RIA) (45), que hacen posible medir
sus niveles plasmaticos, lo que ha permitido eviden-
ciar, gque los estimulos que promueven su liberacidn
estadn mas en relacidén con el metabolismo energético
que con el crecimiento.

Actualmente, la estructura de la GH ha quedado
definitivamente establecida, como una proteina de 191
aminoacidos de cadena tunica, con dos puentes de 4di-
sulfuro internos entre los aminocacidos 53 y 165, y
182 - 189 ( Cys-S5-Cys), con un pesc molecular que
segun los diversos autores es de 21.000 (46), 21.500
(47), 6 22.000 daltons (48). La secuencia de amiocaci-
dos difiere de un animal a otro , lo que le confiere
"especificidad de especie", razdén por la cual las
somatrotropinas de origen animal son ineficaces en el
tratamiento clinico de humanos (47).

La GH supone el 4 - 10% del peso seco de 1la
adenohipéfisis, sintetizada y secretada como ya hemos
expresado por células especificas, las células soma-
totropas, gque se tinen con colorantes eosindfilos
(47) y se encuentran localizadas fundamentalmente en
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las porciones laterales de la adenohipofisis (49),
representando mas del 25% de las células de esta
glandula en el humanc (50).

La importancia clinica fundamental de la GH,
radica en el hecho de que disfunciones en su pro-
duccidén provocan anomalias en el crecimiento.

El efecto fundamental de la GH sobre el tejido
6seo se produce a nivel de condrogénesis y calcifica-
cién. Cuando se realiza hipofisectomia, cesa la pro-
duccidn de cartilago y las epifisis de 1los huesocs
largos se atrofian. La administracién de la hormona
renueva la formacidn de cartilagos y ensancha las
epifisis (46), efecto que medido en la tibia de 1la
rata es la base analitica para el estudic de la
sensibilidad biolégica a la GH (test de la tibia).

La hiperproduccicén de GH en individuos inma-
duros, produce gigantismo por excesivo crecimiento de
los huesos largos. El mismo problema en el adulto da
lugar a la acromegalia, ya que el crecimiento sdlo es
posible en los lugares en gue persiste cartilago. A
la inversa, el déficit de GH en el inmaduro, produce
enanismo (46,47,49,51).

La secrecion de hormona de crecimiento, se
encuentra regulada por una muy completa relacidén de
influencias de tipo estimulador o inhibidor. Esta
regulacion tiene dos componentes fundamentales en las
neurchormonas hipotalamicas GHRH (Growth hormone
releasing hormone) conocida recientemente y también
denominada GRF ¢ GHRF (Growth hcrmone releasing fac-
tor), y 1la SRIH (somatotroph releasing inhibiting
hormone) o somatostatina, aislada e identificada con
anterioridad. Otros neurocpéptidos, multitud de neuro-
transmiscres y también mensajeros periféricos de tipo
metabélico fundamentalmente, regulan asimismo la

32



secrecion de GH, bien actuando directamente en
la pituitaria, o modulando la GHRH y somatostatina.

5. SECRECION FISIOLOGICA DE GH.

5.1. Secrecidn Basal.

No podemos hablar propiamente de secrecidn
basal de GH, ya gque en el hcmbre, 1la hormona es
secratada de forma episddica y la mayor parte de su
liberacion ocurre durante el sueho (52,53). Durante
el dia, sus concentraciones plasmaticas son a menudo
indetectables, y los picos secretorios escasos.

Por esta razoén, una medida basal disminuida de
GH no puede usarse como diagndstico de sospecha para
casos de deficiencia de la misma, y por el contrario,
el que un nific de escasa estatura tenga valores
detectables de GH no excluye el diagnésticeo de ena-
nismo (51). Algunos nihos con deficiencias parciales,
contindan secretando episédicamente GH, si bien la
amplitud y frecuencia de los plcos secretorios parece
disminuir (54), por esta razén se usan pruebas de
estimulo para medir la respuesta de la hoermona (51).

La secrecidén episdédica de GH no se relaciona
con la actividad fisica, ni con los niveles de gluco-
sa o insulina en sangre, siendo independiente de las
concentraciones de otras hormonas, 1o gque induce a
pensar que se debe a un ritmo intrinseco del SNC, que
activaria las neurcnas secretoras de GHRH (47).

Los pulsos espontdneos de hormona de creci-
mientc se observan durante toda la vida, pero scon mas

evidentes durante la adolescencia. En la pubertad
aumentan el numeroc, la amplitud de los mismos (55), y
los niveles circulantes (48) de la hormona. Sin em-

bargo, otros autores no encuentran diferencias entre
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las concentraciones en la pubertad y las del adulto y
etapa prepuberal (55), por lo gue niegan la partici-
pacion de la hormona en el estirdén puberal.

Niveles muy altos de GH se han descrito en el
feto, con valores maximos alrededor de la 24 semana,
que se mantienen elevados en los primeros dias de
vida (47), por contra en el anciano los picos secre-
torios son escasos (52).

La GH circula en el plasma libremente, su vida
media es de 17-45 minutos, y el total secretado
durante el dia por un adulto normal es de unos 400 ug
(47} .

En la rata, la secrecidén de hormona de creci-
miento es diferente. También es pulsatil, peroc se
presenta comoc ondas secretorias con intervalos de 3-4
horas (47).

Este ritmo de liberacidn puede suprimirse por
multiples causas. En ratas con hipocalcemia parati-
reopriva, la secrecidn normal es anulada, restable-
ciéndose administrando anticuerpos antiscomatestatina,
lo que indicaria que seria una actividad aumentada, o
un exceso de SRIH, la causa de la falta de pulsatili-
dad (56).

La dieta con glutamatomonosddico (MSG), admi-
nistrada desde el nacimiento también abole los pulsos
de GH (57). En este caso lo que se produce es una

destruccidn de los cuerpos celulares del nucleo ar-
cuato productores de GHRH, y de las fibras GHRH-
inmunoreactivas de la eminencia media, o© sea una
deplecidn total de GHRH (58).

El dietiltiocarbamatoe, un inhibidor de 1la

dopamina f-hidroxilasa (59) y los inhibidores de 1la
sintesis de norepinefrina, como la «a-metilparatiro-
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sina (60) también inhiben la secrecidén pulsatil, vy
han sido usados como modelos experimentales para el
estudio de la liberacidén de GH en ratas. Tienen el
inconveniente de presentar valores basales casi inde-
tectables, lc que obliga a emplear suero anti~-SRIH al
usarloes.

La destruccién por cirugia estereotaxica de
los nucleos arcuato y ventromedial, también elimina
el ritmo normal de secrecidén de GH (61).

Parece claro gque la liberacidén de GH en 1la
rata depende de un ritmo impuesto por el hipotalamo y
directamente relacionado con el GHRH y somatostatina.

Por otra parte, también en la rata, se ha
encontrado una mayor respuesta a la GHRH en la puber-

tad v lo contrario en ratas de mayor edad (62,63,64).

5.2. Ritmo Sueno-Vigilia.

Ya hemos indicado que la mayor secrecidn de GH
ocurre durante la noche. Los plcos secretorios mas
significativos, se correlacionan con la aparicidén del
suenio de ondas lentas (SWS) (52,65).

Esta liberacidn nocturna de GH relacionada con
el sueno, se comprueba por los hechos siguientes: Se
demora si el suefioc se retrasa (66), y desaparece con
la privacion total del suefio. La abolicidn selectiva
del suerio de ondas lentas, disminuye, pero no hace
desaparecer totalmente la secrecidn (67). La inver-—
sidon aguda del ritmo suerio-vigilia, modifica parale-
lamente los pices secretorios, 1o gue demuestra que
es el sueno y no un biorritmo circadiano el regulador
de esta secrecion nocturna (52). Inclu- sive pueden
observarse picos de GH en episodiocs diurnos de sueno,
aunque en este caso los niveles hematicos de GH son
menores. En cualquier caso no todos los episodios de
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SWS, se acompanan de picos secretorios. En el ancia-
no, donde las fases de SWS son raras, la secrecidén de
GH en relacidén con el suefio se observa en mencs
ocasiones (67), asimismo, tampoco aparecen picos
nocturnos en los primercs tres meses de vida (55}.

La interaccion entre sueric y secrecion de GH,
no es una relacidn causa-efecto. Se ha 1intentado
postular un mecanismo serotoninérgico responsable de
la liberacidn de la hormona (66), pero ni el papel de
la 5-HT, ni en general el de los neurotransmisores
esta aclarado (47). Por otra parte dosis altas de
glucosa, el incremento de los acidos grasos libres,
ACTH, o la somatostatina (68), parecen inhibir 1la
secrecion durante el suerio de la hormona de creci-
miento, sin modificar las fases de SWS. Esta secre-
cidén nocturna representa en el adulto el 70% de la
global en 24 horas (47).

5.3. Stress, emociones.

La GH es una hormona sensible a variados esti-
mulos estresantes tanto en el hombre como en el
animal de experimentacion.

En el humano la respueta al stress consiste en
una elevacién de sus niveles, 5i bien parece que la
persconalidad del sujeto sometido a stress, es tanto o
mas importante que el propioc tipo o intensidad de
éste (67), vyva dque un individuo puede elevar sus
niveles de GH como consecuencia de una simple inyec-—
cién, mientras que en otro no hay respuesta de la
hormona tras por ejemplo una cateterizaciodn cardiaca.

Lo mismo podria afirmarse del stress psicolé-
gico, aunque aquli si hay discrepancias y no parece
estar clara la participacidn de determinadas emo-
ciones en la secrecién de GH. En los ninos pedquenos,
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por ejemplo, 1la deprivacion afectiva provoca una
inhibicidén de 1a GH (47).

En la rata donde la regulacidén de GH es dis-
tinta al humano, la hormona ante cualquier tipo de
stress responde con una brusca disminucién de los
niveles de GH (66) —al contrario de lo gue ocurre con
el humano-, probablemente mediada pcr conexiones
inhibidoras del hipotalamo anterior, en las gue esta-
ria implicada la SRIH, por lo gque puede ser suprimida
con suero antisomatostatina.

6. REGULACION DE LA SECRECION DE GH.

6.1. Nucleotidos y Prostaglandinas.

Los gue actuian como segundos men sajeros, han
sido implicados en la regulacidn de la GH. El1 c-AMP o
su analogo sintético, el dibutiril c-AMP, producen
liberacién de GH tanto "in vive" como "in vitro"
(67,69).

Tanto el hipotdlamo come la eminencia media
contienen concentraciones elevadas de prostaglandinas

(PG) (70), la implantacion de PG en el hipotalamo
medioco basal (HMB) de la rata, estimula la secrecidn
de GH (47), vy su adicidén a cultivos hipofisarios

produce el mismo efecto (67).

La PGEl1 (69) y la PGE2 (71) producen libera-
cién de hormona de crecimiento en la rata, por via
endovenosa. En el caso concreto de la PGE2, el efecto
liberador se ejerce a nivel hipotalamico y es mediado
por la GHRH, ya que el suero antisomatostatina (anti-
S8), no modifica la respuesta. Por otro lado las PG
favorecen la acumulacién de c¢c-AMP en el medio (22),
con lo que aumentarian paralelamente la liberacidn de
GH -fundamentalmente en cultivos- donde ademas su
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efecto es aditivo al de la GHRH (72), que también
libera c-AMP.

Por el contrario, los inhibidores de la sinte-
sis de PG, reducen la secrecidn de GH. La administra-
cién crénica de acido acetilsalicilico reduce en el
hombre la respuesta de la GH a la insulina (66), y
tanto aquel como la indometazina reducen la respuesta
a la GHRH (49). Este efecto es muy ligeramente modi-
ficade por el suerc anti-SS (71), lo gque indicaria
que el efecto supresor sobre la GH de los inhibidores
de la sintesis de PG, no estd mediado por la SRIH.

En cualquier caso, no se conoce con exactitud
cual puede ser el papel fisioldégico de las PG en la
regulacién de la GH.

6.2. Dieta.

La secrecidn de GH, como se verd con detalle
mas adelante esta sometida al control de los princi-
pios inmediatos por lo que es logico pensar que tanto
el <contenido caldrico comc el metabdlico de la dieta
influyan sobre la hormona.

En el hombre, el ayuno induce un aumento mani-
fiesto de la secrecidn de la hormona a partir del
segundo o tercer dia. Este hecho puede interpretarse
como un mecanismo de defensa, vya que la GH induce la
movilizacidn de los acidos grasos (47). La malnutri-
cion calorica grave, se acompaha de niveles circulan-
tes bajos, mientras que paraddjicamente, en condi-
ciones de malnutricidén proteica cronica, 1los niveles
de GH estan elevados (66).

El descenso de la glucemia estimula la libera-
cién de GH y de hecho la hipoglucemia insulinica es
un test comunmente utilizado para determinar la re-
serva hipofisaria de GH. Por el contrario, salvo en
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situaciones de stress y durante el sueno, 1la hiper-
glucemia suprime la liberacién de la hormona.

Diversos aminoacidos son capaces de liberar GH
y en particular la arginina que es usada como test de
reserva de GH. Este mismo efecto se produce al inge-
rir alimentos de alto contenido proteico.

Un aumento en los niveles de acidos grasos
libres (FFA'S), suprime la secreciodn de GH.

Los pacientes obesos presentan con frecuencia
respuestas disminuidas a estimulos liberadores de GH
como la hipoglucemia insulinica, arginina o GHRH
(73}. La razdén de esta baja respuesta no esta clara,
vya que los cambics inherentes a la obesidad son
multiples. En cualquier caso, tras la pérdida de
peso, las respuestas se normalizan.

7. SENALES PERIFERICAS DE FEEK-BACK.

7.1. Somatomedinas (SM). Insulin like growth
factors (IGF'S). Otros factores de Crecimiento.

Existe una familia de substancias, dependien-
tes de la GH, encargadas al menos en parte, de mediar
los efectos de la hormona sobre el crecimiento, entre
las que se incluyen SM A, SM C, IGFI e IGF II. Los
términos SM e IGF, son usados actualmente como sinéd-
nimos y de hecho, la secuencias de aminocdcidos del
IGF I y la SM C son idénticas (74), y muy parecidas a
la insulina.

La SM C es un polipéptido de 70 aminoacidos,
sintetizado en el higado, que circula en el plasma
unido a una proteina transportada especifica en més
del 95%, con una vida media entre 3 y 6 horas (67),
habiéndose descrito un patrén débilmente pulsatil de
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secrecidén en la rata a intervalos de dos horas, que
no se ha encontrado en el hombre.

Sus valores plasmaticos varian con la edad,
alcanzando sus maximos entre los 13 y 15 anos (75),
para disminuir después gradualmente. Tanto la protei-
na transportadora, como la SM C se encuentran bajoc el
control de la GH.

Los niveles de SM estan altos en la acromega-
lia y disminuidos en los enanismos hipofisarios (76),
asimismo wuna simple inyeccidn de GH provoca rapi-
damente un incrementc de los valores de IGF'S y sus
proteinas transportadoras (66), habiéndose demostrado
igualmente un efecto estimulador de la GHRH en la
sintesis de somatomedinas (78).

Ahora bien, para estimular esta sintesis de
SMC se necesitan unos determinados niveles de GH, vya
que en pacientes con deficiencia de GH, donde los
niveles alcanzados en respuesta a la GHRH son me-
nores, la infusiodn de GRF no lleva consigo la sinte-
sis de SM C (79).

Sin embargo, hay que tener presente que tanto
o mas que la GH, la insulina y otros factores nutri-
cionales influyen en la produccidn de somatomedinas.
Asi una deficiencia insulinica se acompana de niveles
bajos de IGF'S, que se normalizan tras la administra-
cidén terapéutica de aquella (80), y el contenido
protéico de la dieta, influye no sélo en la sintesis
de IGF'S, sino también en su accidn sobre el cartila-
go (76).

La observacién de gue en enfermedades qgque
cursan c¢on niveles bajo de SM, de las que la mas
tipica es el enanismo tipo Laron, se encontraban
cifras elevadas de GH, hacia suponer el papel de
feed-bak negativo que las SM tenian sobre la secre-
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cion de GH, hecho comprobado en la actualidad. En
este sentido el IGF I es considerablemente mas poten-
te que los demas, demostrando una mas alta afinidad
por los receptores IGF, recientemente caracterizados
(81) .

La inhibicidén de la secrecién de GH se lleva-
ria a cabo tanto a nivel hipotalamiceo, estimulando la
SRIH, como hipofisario, aunque esta dltima seria mas
lenta (76).

Las hormonas tiroideas, tambien parecen mo-
dular el efecto del IGF-I sobre las ceélulas somato-
tropas. Se ha demostrado, gue los cultivos monocapa
de células AP de ratas hipotiroideas, son mencos sen-
sibles que los de eutiroideas a los efectos inhibi-
dores del IGF-I sobre la secrecion basal de GH (82).

En contra de todo lo conocido, Madsen (83) ha
comunicado un efecto directo de la GH sobre el carti-
lago epifisario de la rata. "In vitro", 1la GH se
uniria a los condrocitos y estimularia su prolifera-
cién, e 1inyectada directamente en el cartilago de
crecimiento "in vivo", aceleraria el crecimiento
longitudinal del hueso. Si estos datos son ciertos y
se confirman posteriormente, habria que reconsiderar
el papel de las SM sobre el crecimiento.

El factor de crecimiento epidérmico, EGF,
estimula a concentraciones fisioldgicas la secrecidn
de GH por las celulas AP en perfusidén de rata (84), y
es capaz de inhibir "in vitro" la estimulacioén de la
T3 sobre la sintesis y liberacion de GH (85). Recep-
tores para el EGF se han se han encontrado en las
membranas de las células pituitarias del hombre y las
ratas (81). Cuando los cultivos se han llevado a cabo
sobre lineas celulares tumorales, los efectos del EGF
cambian. Asi, producirian estimulo en la secrecidn y
sintesis de PRL e inhibirian la sintesis de GH (ce-
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lulas GH4 Cl), o bién producirian una inhibicién en
el crecimiento celular estimulado por el factor de
crecimiento dependiente de las hormonas tiroideas
(células GH3 D6), también producido por la adenchipé-
fisis (84).

El factor de crecimiento de los fibroblastos
(FGF) asi como el recientemente propuestc factor
regulador del crecimiento del cerebro fetal, necesi-
tan aun de mayor conocimiento para esclarecer su
funcioén (76).

Por ultimoc resaltar, que estos factores pueden
tampbién regular el crecimiento y multiplicacion de
las células somatotropas.

7.2. HORMONAS.

7.2.1. Esteroides sexuales.

Existe actualmente controversia sobre el papel
que desempenan los esteroides sexuales en la secre-
cién de GH. La experimentacidén y la clinica han
mostrado que los estrogenos pueden facilitar la libe-
racion de GH. Las mujeres tienen picos secretorios
mayores y mas frecuentes que los hombres, tanto du-
rante el dia como durante el sueno. Por otra parte,
la respuesta a la arginina y la hipoglucemia insuli-

nica también es mayor {48,67), Ademas es durante la
ovulacidén, en que la secrecidn de estrégenos es ma-
yor, cuando encontramos una mayor respuesta a la

arginina y uncs valores basales de GH mas altos (67).

Sin embargo, otros autores (86) no encuentran
diferencias ni entre las concentraciones de GH en las
diferentes fases del «ciclo, ni entre hombres vy
mujeres (47,86), de hecho, incluso en un reciente
estudio, se ha encontrado mayor respuesta a la GHRH
en hombres que en mujeres (87).
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Aunque los estrdégenos tengan un efecto esti-
mulador en la liberacidén de GH, parecen poseer un
papel inhibidor sobre el crecimiento en si, ya que se
supone que antagonizan los efectos estimulantes de la
GH scobre el crecimiento esquelético, al inhibir 1la
sintesis de SM inducida por la hormona (49). Este
efecto conocido de antiguo supone la base del trata-
miento clasico de la acromegalia con estrdégenos.

El 1lugar de accidén de los estrogenos tampoco
es unanimemente admitido, mientras Webb (88) no en-
cuentra accién de los mismos sobre las células hipofi-
sarias, suponiendo un efecto a nivel hipotalamico,
Jansson encuentra receptores especificos para es-
trogenos en las células somatrotropas adenchipofi-
sarias de la rata y postula que los estrdgenos actua-
rian directamente a este nivel (89).

Si hay acuerdo en el papel de los andrégenos
sobre el crecimiento, vya que el tratamientoc con an-
drdégenos de nines con pubertad retrasada, aumenta la
respuestas de GH a hipoglucemia, arginina y GHRH
(90).

En la rata, las hormonas sexuales parecen
tener un papel determinante. La secrecidn de GH tiene
un patroén diferente sequn el sexc, los machos presen-
tan pulsos amplios y basales bajas, y las hembras
picos menores y valores mayores entre los pulsos
(49), cambios atribuibles a la tetosterona (91) pues
los machos gonadectomizados disminuyen sus pulsos
hasta los niveles de las hembras.

7.2.2. Glucocorticoides.

Los glucocorticoides, tienen un doble efecto
sobre la sintesis y liberacidn de GH, estimulandolas
a nivel pituitario, al mismo tiempo gue por un meca-
nismo hipotaldmico las inhiben.
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La observacion clinica hace suponer que el
efecto 1inhibidor hipotalamico predomina sobre el
estimulador, ya gque los ninos con enfermedad de
Cushing o en tratamiento crénico con corticoides, no
tienen un crecimiento normal, y su secrecidn de GH en
24 horas se reduce (67).

Por otro lado, en sujetos normales, la admi-
nistracicén exogena de glucocorticoides disminuye la
respuesta de la GH a la hipoglucemia y ejercicio
fisico pero no a la arginina (67).

Asinismo, los pacientes con acremegalia trata-
dos con corticoides, tiene disminuida la respuesta de
la GH a la GHRH, al iqual que los afectos de enferme-
dad de Cushing. Sin embargo, Yy sorpresivamente la
dexametasona incrementa "in vitro", la respuesta al
GHRH en cultivos de células de adenomas hipofisarios
de pacientes con acromegalia (92,93,94).

En la rata, 1los cultivos de células hipofisa-
rias normales, aumentan considerablemente su respues-
ta a la GHRH tras ser tratadas con dexametasona (95)
y el numero de receptores para GHRH se incrementa
(96), sugiriendo que en la rata, los glucocorticoides
ejercen un efecto facilitador sobre la secrecidén de
GH.

7.2.3. Hormonas tiroideas.

La secrecion y sintesis de GH esta en depen-
dencia de las hormonas tircideas tanto "in vivo" como
"in vitro". Los nifnos hipotiroideos tiene retardo de
crecimiento, y como en los adultos la respuesta de la
GH a 1la hipoglucemia, arginina, GHRH y los picos
nocturnos estan disminuidos (27,98) hallandose tam-—
bién una menor secrecidn total en 24 horas y unos
valores plasmiaticos menores de somatomedina C (98).
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La triiodotironina (T3), estimula la sintesis
de GH, y las respuestas a la GHRH en cultivos de
células hipofisarias (67). El mecanismo parece ser
esencialmente el mismo que en el caso de los gluco-
corticoides, mediante el cual la hormona se liga a un
receptor nuclear de la célula hipofisaria e increme-
nta la transcripcion del gen regulador de la GH (99).
Se ha propuesto un sinergismo entre hormonas ti-
roideas y glucorcorticoides en su accidén sobre la GH,
ya que el efecto de ambas hormonas juntas es mucho
mayor gue el de cada hormona sola (100).

Ademas de su efecto directo sobre la pituita-
ria, las hormonas tiroideas pueden actuar sobre la
produccidén hipotalamica de GHRH y somatostatina. La
T3 produce liberacidn de somatostatina en células
hipotalamicas de rata "in vitro" (101), lo gue podria
suponer un efecto inhibidor central, en contraposi-
cién a su accidén hipofisaria, y de hecho, en ratas
hipotircideas se ha encontrado una disminucién en el
contenido hipotaldamico de somatostatina (101) y de
GHRH (102), desconociendose por ahora los mecanismos
por los que ocurren estos hechos.

7.2.4. Calcitonina.

Se han encontrado receptores de calcitonina en
en hipotalamo (49), lo que sugiere que puede tener
alguin papel regulador neuroendocrino.

La calcitonina de salmén inhibe la liberacidn
de GH en el humano, mientras la extraida de anguilas
administrada a la rata por via intracerebroventri-
cular suprime la secrecidn de la hormona en el animal
sin anestesia. Sin embargo no se han encontrado efec-
tos de esta calcitonina en cultivos hipofisarios de
rata (103).
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7.2.5. Glucagon.

El glucagdn es capaz de estimular la secrecion
de GH en el hombre, si bien no existe acuerdoc schre
el mecanismo de este efecto. Algunos autores piensan
gue seria una accidén secundaria a medificaciones en
la glucemia, y otros, que la hormcna actuaria direc-
tamente a nivel hipotalamico por un mecanismo cateco-
laminérgico. Esta sequnda hipdtesis se ve apoyada
per el hecho de que el bloquec de los receptores f
favorece esta accidn estimuladora del glucagén (47).

8. SENALES METABOLICAS.

El mecanismoc general por el cual las sehales
metabdlicas son capaces de influenciar sobre la GH no
se conoce. Se sabe gque en el hipotalamo hay células
capaces de detectar las concentraciones de varios
metabolitos en sangre, que pedrian transferir esta
informacidn a la hipdéfisis y modular la secrecidén de
GH. Estas ceélulas podrian ser las ceélulas de la glia,
o las neuronas productoras de GHRP o SRIH, también
podrian ser otras células especificas que transmitie-
ran su informacidn a las neurcnas GHRH o SRIH (67).
En el presente sdlo existen evidencias indirectas de
esta regulacidén hipotalamica, y todos estos mecanis-
mos estan pobremente comprendidos en la actualidad.

8.1. Glucemia.

En el hombre la elevacidn de los niveles plas-
maticos de glucosa inhibe la secrecidn de GH, tanto
basal como tras estimulos y por contra la caida de
estos niveles produce un efecto estimulador sobre la
hormona, mientras la rata responde a la hipoglucemia,
ayuno y diabetes con una dismunicion de la secreciodn
(104), es decir, Jjustamente al revés gue el hombre.
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El comportamiento de la GH frente a la gluco-
sa, no parece ser de tipo homeostatico, ya que antes
de dque la GH secretada pueda actuar sobre el metabo-
lismo de los carbechidratos, 1la glucemia se ha norma-
lizado (47). Tampoco depende de los valores absolutos
de la glucemia, sino mas bien de las variaciones de
esta, ya que puede producirse liberacioén de GH 1in-
cluso en la fase de caida de una curva de sobrecarga
de glucosa, o tras la infusidén de 2 D-glucosa, un
analogo no metabolizable (51).

Por otra parte podria atribuirse en parte al

stress, no pudiéndose descartar la activacién de un
mecanismoe del SNC que funcionaria a través de recep-
tores (47), vya que la hiperglucemia no puede inhibir

la secrecidn de GH tras la seccidn del tallo hipofi-
sario, y las células somatotropas en cultivos no
modifican para nada su actividad aumentando la con-
centracién de glucosé en el medio. El mecanismo por
el cual la hipoglucemia causa liberacion de GH no se
conoce, pero parece ser independiente de la GHRH. La
GHRH y la insulina tiene efectos aditivos cuando se
administran juntas, sobre la secrecidn de GH (105),
si bien después de una primera dosis de GHRH, dosis
posteriores no siguen produciendose picos de GH,
mientras la insulina si los produce (106). El blogueo
de los receptores colinérgicos muscarinicos, due
inhibe la respuesta de la GH a la GHRH, sd&lo produce
una ligera disminucion de la respuesta de GH a la
hipoglucemia {(107), sugiriendose que la hipoglucemia
produciria la liberacion de GH reduciendc la libera-
cién de somatostatina por el hipotalamo (108), aungue
la hipdtesis debe confirmarse.

8.2. Acidos grasos libres (FFA'S).

Los camblos en las concentraciones plasmaticas
de FFA'S tiene los mismos efectos que la glucosa en
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el hombre. La elevacidon de los mismos inhibe 1la
secrecién de GH, su disminucidn la estimula. El efec-
to inhibidor parece ser mas potente que el de 1la
hiperglucemia vya que los picos secretorios de GH que
no se modifican por la glucosa, son suprimidos por
los FFA'S, asi como por la propia hipoglucemia, ejer-
cicio fisico, L-Dopa, clonidina y arginina (109),
cuando se administran a sujetos normales.

Este mismo efecto se observa en pacientes con
FFA'S vy/o triglicéridos elevados (111). Esta acciodn
de los FFA'S debe estar causada por una elevacién de
la somatostatina, ya gue también inhiben el estimulo
de la GHRH sobre la GH (109), y su efecto supresor no
se produce en ratas tratadas con suero antis-SS
(110), habiendose postulado ademas un efecto directo
sobre la hipdfisis (112).

8.3. Aminoacidos.

Ya hemcs indicado el efecto estimulador de
varios aminocadcidos sobre la secrecidén de GH. Ya que
los aminocacidos estimulan también la liberacion de
insulina, ambas hormonas podrian actuar sinérgicamen-
te estimulando la sintesis proteica (67).

Si los aminoacidos actuan como senales metabd-
licas o especificamente como mensajeros, Yy su forma
de actuar sobre la GH se desconoce. Se ha propuesto
gque podrian activar la secrecién de GH en mono,

compitiendo con la sintesis de serotonina, gque ne
dispondria de precursores, si estos son utilizados
como cadenas para construir proteinas (113). En cual-

quier caso, y dado que tampocc esta claro gque la
serotonina inhiba en el honmbre la secrecion de hormo-
na de crecimiento, el problema noc esta aclarado.
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8.4. Elementos traza.

El nickel (Ni ++) y el cobalto (Co ++), son
dos metales de transicion que antagonizan el calcio
en una variedad de sistemas organicos. Ambos inhiben
la secrecidn de GH activada por la GHRH, pero no 1la
basal (114), lc cual es 1légico si pensamos que se
necesita redistribucidén de calcio en la estimulaciodn
de GH, pero no en la secrecidén normal.

Igualmente las ratas tratadas con selenio,
tienen abolida la respuesta a la GHRH, vy las concen-
traciones de SM-C en el plasma son bajisimas (38},
aunque esto ultimo pudiera deberse a la toxicidad
hepatica que posee el metal.

CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA SECRECION DE HORMONA DE

CRECIMIENTO: (GH)

9.1. Areas cerebrales implicadas en la regulacidn de

la

GH.
9.1.1. Hipotalamo.

El papel del hipotalamc es fundamental en la
secrecion de GH tanto en el animal de experimentacion
come en el hombre.

Los tratamientos quirurgiceos gue conllevan
destruccidon del hipotalamo o seccidn del tallo hipo-
fisario, se acompahan de una disminucion de los ni-
veles de GH, vy de abolicidn o muy escasa respuesta a
la hipoglucemia insulinica y arginina en el hombre.
Pequenas lesiones de la eminencia media (EM) y del
hipotalamo medio basal (HMB) en el mono, bloquean la
secrecion de GH inducida por stress e hipoglucemia
insulinica, nmientrtas que en la rata joven la lesidn
del hipotalamo ventro medial (HVM) retarda el creci-
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miento y produce caida de los niveles plasmaticos de
GH (47).

La estimulacidén eléctrica de HVM induce en las
ratas liberacion de GH gue caracteristicamente se
produce a los 10-15 minutos de cesar los impulsos
eléctricos (47,66). Estos hecheos se interpretan como
un efecto de la estimulaciodn eléctica sobre la soma-
tostatina a la que seguiria una secrecién de GHRH,
come fendémeno de rebote al acabar los impulsos.

La estimulacién del area preptica inhibe en
cambio la secrecion de GH en la rata y el humano
(66), y las lesiones de dicha zona facilitan la
secrecion de la hormona, hechos facilmente comprensi-
bles si tenemos en cuenta gque en dicha region se han
encontrado grandes cantidades de somatostatina.

9.1.2. Otras zonas del SNC.

La secrecidon del GH es modificable por la
manipulacion de varias &reas del SNC que tienen cone-
¥xiones directas © indirectas con el hipotalamo. Asi,
la estimulacién eléctrica de los nucleos mesencefali-
cos interpedunculares, el "locus coeruleus" vy los
nucleos del rafe, producen una rapida liberacidn de
GH (67).

La estimulacidén eléctrica del hipocampo y la
porcidn basolateral de la amigdala, causan secrecidén
de GH, mientras que la estimulacion de la amigdala
corticomedial inhibe su liberacidén. Se supone gque la
primera esta conectada al HVM, Yy se sabe con certeza
que su porcidén corticomedial inerva el area predpti-
ca, por lo que tanto el efecto estimulador como el
inhibidor tendrian una explicacioén clara (66).

Los estudios referidos con anterioridad estan
desarrollados en ratas, cuya regulacidén de GH vya
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sabemos que es distinta al hombre. Sin embargo la
estimulacién de la amigdala en el hombre durante
operaciones quirugicas también provoca liberacién de
GH (66), mientras que las lesiones del septo se
asocian con secrecioén disminuida de GH y enanismo,
justamente los efectos contrarios a los producidos en
el hamster (67).

RIF'S. FACTORES INHIBIDORES Y ESTIMULADORES DE LA SECRE-

CION ANTEROHIPOFISARIA.

La transferencia de informacidn en el SNC,
implica la 1liberacidn de neurctransmisores a nivel
sinaptico, que comunicarian una neurona con otra.

Sorprendentemente, hasta los ahos 60 sdélo se
conocian tres substancias con actividad come neurc-
transmisores : las aminas acetilcolina, noradrenalina
y serotonina.

El numero actual de transmisores se encuentra
en continua expansion desde que se conoce gque hay
aminodcidos gue funcionan como neurotransmisores y se
descubrieron las neurohormonas hipotaldamicas y otros
neuropéptidos que se han reconocidc © propuesto como
tales.

Sin embargo para atribuir a un péptido u otra
substancia el papel de neurotransmisor, tendriamos
que revisar primero que entendemos por este y que
condiciones se requieren para considerarlo asi.

Los neurotransmisores (116), son moléculas que
liberadas por terminacicnes nerviosas, alterarian la
actividad eléctrica de las neuronas adyacentes o
modificarian a distancia la actividad fisioldgica de
diversos organos. Deben existir en concentraciones
altas en las terminales neuronales, ser liberados
tras la despolarizacidén de la correspondiente neurona
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y sus acciones deben reproducir los efectos de 1la
estimulacidén de la neurona postsinaptica.

Algunos péptidos no cumplen con claridad estos
requisitos, Yy se les ha propuesto un papel de neuro-
moduladores, substancias que modificarian las ac-
ciones de los neurotransmisores clasicos o modifica-
rian su "turnover" (117).

Esta diferenciacion solo es semantica y no
hace mas que esconder loc poco que se sabe de los
mecanismos internos de las sinapsis, vya gque lo gue
esta claro es gue cualquir substancia peptidérgica o
no, que se libera al despolarizarse una neurcna,
puede transmitir informacioén importante a las adya-
centes.

Todas las substancias peptidérgicas se sinte-
tizarian vy liberarian por las células del sistema
neuroendocrino difuso, constituido por la divisién
central vy periférica del sistema APUD (amine pre-
cursor uptake and decarboxilation). La divisidén cen-
tral incluiria las células endocrinas y neuroendocri-
nas del eje hipotalamo-hipofisario y glandula pineal
y la periférica las células APUD del resto del orga-
nismo, la gran mayoria de las cuales se encuentran en
el tracto gastrointestinal y pancreas. Esta es 1la
razén de gque estos péptidos se encuentren en el SNC y
aparato digestivo y raramente en otras localizaciones
(118) .

No existe ninguna caracteristica anatdmica ni
estructural propia de las neuronas peptidérgicas, a
no ser los granulos de almacenamiento del péptido en
la sinapsis, gque suelen ser mayores gque los de 1los
neurotransmisores clasicos. Sin embargo la dinamica
de los hechos en las neuronas en las gue se realiza
la transmision peptidérgica si es distinta. Por
ejenplo, los péptidos que se liberan en la sinapsis
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no tienen mecanismos de reciclaje, ni pueden ser
sintetizados localmente, con 1lo que cada molécula
debe ser sistituida por otra que se originaria como
precursor en el soma de la neurcna y llegaria a la
sinapsis por transporte axonal (119}.

Estos mecanismos, aparentemente mas ine-
ficaces que los de los neurotransmisores se compensan
por otras caracteristicas, vya que se necesitan con-
centraciones mucho mas bajas para activar los recep-
tores -las concentraciones de péptidos encontradas en
el SNC vienen a ser unas 1.000 veces menores gue las
de monoaminas, y 100.000 veces menores gue las de
aminodcidos-, serian liberados intermitentemente, vy
su efecto seria mas duradero (119).

Existen evidencias de la presencia de péptidos
semejantes a los de los mamiferos en organismos uni-
celulares (120), algunos con estructura similar a los
RIF'S, donde desempenarian un papel de informacidn
como mensajeros solubles, Yy que dada su importante
funcidén se habran conservado en la evolucién filoge-
nética, adaptando su funcidén a medida que se desarro-
llaran el sistema nervioso central y el endocrino.

Se conoce de antiguo que una misma ceélula
puede contener mas de un mensajero, un péptido y un
neurotransmisor, fendmeno muy comun en las células
APUD del tubo digestivo por ejemplo. La coexistencia
de un neurotransmisor y un péptido en una sinapsis se
explicaria como consecuencia de la demanda de una
informacién ma&s rapida y eficaz por parte de los
mamiferos, que desarrollarian las vesiculas sinapti-
cas pequenas, para sintetizar, almecenar y liberar
exclusivamente transmisores clasicos, que se afaden a
las vesiculas mas grandes, donde se almacenarian los
péptidos, o ambos, péptides Y neurcotransmisores
(121). Estudios en el tejidc nervioso periférico han
demostrado gque esta coexistencia puede hacer que
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ambos mensajeros actuen de forma sinérgica en una
determinada via efectora, o gque los efectos del pép-
tido pueden ser independientes, e incluso no directa-
mente relacionados con el mecanismo de transmision.

Una vez explicados todos estos mecanismos de
funcionamiento peptidérgico, diremos que los RIF'S
(releasing and inhibiting factors), son neurohormonas
hipotalamicas constituidas estructuralmente por pép-
tidos de reducido peso molecular, que oscilan entre 3
y 44 aminoacidos, son sintetizados por neuronas hipo-
talamicas y secretados en la eminencia media, donde a
través de los vasos porta alcanzarian la hipofisis
antericr, ejerciendo de manera especifica un efecto
liberador o inhibidor sobre la secrecidén de una hor-
mona adenchipofisaria determinada. Actualmente se ha
demostrade también gue su presencia es necesaria para
que las células encargadas de la sintesis de wuna
hormena hipofisaria se diferencien como tales y en
una proporcién relativa con las demas (122).

La hormona de crecimiento se encuentra bajo la
influencia de dos RIF'S estimulada por la GHRH
(growth hormone releasing hormone) e inhibida por la
somatostatina (SRIH, somatotropin release inhibiting
hormone) .

10. GHRH: GROWTH HORMONE RELEASING HORMONE.

La GHRH, ha sido el ultimo de los factores
hipotalamicos, reguladores de la secrecion adenohipo-
fisaria descubierto. S$Sin embarge el volumen de lite-
ratura acumulada sobre su estudio, asi como la tran-
sicién en el breve espacio de tiempo de 6 anos de la
investigacidn bdsica al desarrollo de nuevas técnicas
diagnosticas y su empleo en la terapéutica clinica no
tienen precedentes.
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La existencia de factores hipotalamicos que
controlarian el funcionamiento hipofisario se sospe-
chaba desde los trabajos de Harris (17), basicos en
la moderna neurcendocrinologia.

En el anho 80 y gracias a los trabajos de
Schally y Guillemin, estos factores estaban ya iden-
tificados excepto el CRF -corticotropin releasing
factor- y el GRF. La GHRH gquizas debido a la mayor
complejidad estructural de su molécula seguia sin
identificarse.

Sin embargo su existencia se sospechaba desde
mucho antes. La primera evidencia de su existencia la
obtuvo Reichlin (123), gque demostro como lesiones del
nucleo ventromedial de la rata producian parada, del
crecimiento y deficiencia de GH. Posteriormente nume-
rosos grupos de investigacidén buscaron la GHRH de
estractos hipotaldmicos, pero o no conseguian identi-
ficar el péptido, o cuando conseguian aislar alguno,
este no cumplia los requisitos biolégicos necesariocs
para considerarlo como GHRH.

Ademas a los problemas propios de identificar
una molécula compleja, se une el hecho de que el
hipotdlamo contiene en relacion con otros RIF'S muy
poca GHRH, y en cambio grandes cantidades de scmatos-
tatina. Por ello, para identificar la GHRH se preci-
saba bien preparar un estracto hipotalamico sin soma-
teostatina, o encontrar una fuente de GHRH que es-
tuviera libre de elila.

Se empezaron a describir tumores que producian
acromegalia, localizados fuera de la hipofisis
(124,125,126), gque se interpretaron como focos ectd-
picos de produccién de GHRH, incluso en uno de ellos,
se llegd a purificar parcialmente la moleécula (51).
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Por fin Rivier, de un tumor pancreatice que
causaba acromegalia a una mujer Jjoven(identificado
por Thorner {127)), logro aislar y caracterizar el
GRF (128,129), gque resultd ser un péptide de 40
aminoacidos, el hp GRF {(human pancreatic GRF). Inde-
pendientemente y de otro tumor diferente, Guillemin
(130), caracterizd otro péptido, éste de 44 aminoaci-
dos, con un grupo amino carboxi-terminal, el hp GRF
1-44. Dentro de este mismo tumor se encontraron otros
dos péptidos el hp GRF 1-40 -idénticoc al de Rivier- y
el hp GRF 1-37, que se suponian productos de degrada-
cidn del hp GRF 1-44. El péptido 1-37 y el 1-40, son
idénticos a los primeros 37 Yy 40 aminoacidcs respec-
tivamente, del péptido 1-44.

Parte del primer tumor fué también analizado
por el grupo de Guillemin (131), y la caracterizacion
obtenida fué la misma que la del otro grupo. Todos
estos autores desarrollarcon andlogos de sintesis de
las sustancias que habian extraido, mostrando la
misma actividad bioldgica que los péptidos criginales
(128,129,130,131).

Una vez identificada la GHRH hipotalamica, se
ha visto que el hipotalamo humano contiene tanto el
GRF 1-44, comoc el GRF 1-40 y el GRF 1-37, lo que
hace pensar que los tres péptidos son variantes na-
turales del mismo compuesto. En cualquier caso el
extremo terminal de la molécula no parece ser impor-
tante, vya que toda la actividad bioldgica se en-
cuentra en los primeros 29 aminoacidos, tanto "in
vivo" como "in vitro" (132).

Estructuralmente la CHRH forma parte de la
familia péptidos gastrointestinales glucagén-secreti-
na, gue incluye tambien al VIP (vascactive intestinal

polypéptide), ¥y al GIP (gastric inhibitory polipép-
tide) (67). Deriva de un poclipéptido precursor, de
107 o 108 aminodcidos, -la pre-pro GHRH- (133), y el
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gen encargado de su sintesis se encuentra en el
cromosona 20. Su vida media en plasma es de alrededor
de 7 minutos, siendo rapidamente degradada por la
dipeptidilaminopeptidasa, produciendose un metabolito
muy estable, 1la GHRH 3-44, dgue es unas 100 veces
menos potente que el GHRH 1-44 en producir liberacidn
de GH, perc conserva toda la inmunoreactividad (134).

El GRF de la rata (r GRF} fué descubierto en
1.983 por Vale y River. Se trata de un péptido de 43
aminocdacidos, de los que 14 son diferentes al h GRF
(135), por ello aungue los h GRF'S sintéticos son
potentes secretagogos de GH en la rata, el r GRF es
dos o tres veces mas potente (135).

10.1. Localizacidn.

Block y cols. (136), utilizando anticuerpos
contra el GRF 1-40, han hecho posible los estudios de
localizacion del péptido por inmunocitoquimica. Usan-
do esta técnica encontraron que tanto en el hombre
como en la rata, las neuronas inmunofluorescentes al
GRF estan confinadas al nucleo arcuato (también lla-
mado en otros trabajos infundibular) y al nidcleo
ventromedial. Estas neuronas, proyectarian sus axones
hacia el area posterior de la eminencia media, donde
entrarian en intimo contacto con los vasos portales.
Esta topografia es la tipica de un sistema neurose-
cretor hipotalamico, y podria considerarse como una
via GHRH-érgica.

En un estudio reciente (137), wusandoc un RIA
especifico para la GHRH, se ha encontrado gque aunque
las concentracicnes mds altas se encuentran en el
nucleo arcuato y el tallo hipofisario, hay también
cantidades significativas, aungque bastante mas bajas
en el area periventricular, nucleo paraventricular y
nicleo supradptico, gque no hablan sido detectadas por
inmunocitoquimica.
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Christofides y Cols (138), estudiandc la dis-
tribucidén de la GHRH en el cerebro e intestino huma-
no, han hallade inmunorreactividad a la GHRH (IR-
GHRH) en el septum y la substancia innominada, aunque
las concentraciones mas altas siguen apareciendo en
hipotalamo. También encontraron IR-GHRH en la mucosa
del intestino superior, fundamentalmente en yeyuno,
con valores mas bajos en ducdenco y estdémago. En
cualquier casc la IR-GHRH del aparato digestivo no ha
demostrado ser auténtica GHRH 1-44 &6 GHRH 1-40.

El hecho de gue los niveles plasmaticos en
sangre periférica de GHRH se eleven tras una comida,
tanto en sujetos normales como en acromegalicos

{139), ha hechec pensar gue la GHRH puede producirse
de forma natural en tejidos periféricos. En cualquier
caso, la produccion ectdpica de GHRH, no produce mas

disturbio endocrino que la acromegalia, y esta en una
proporcidén sorprendentemente baja.

Aparte de los dos tumores en los que se aislo,
se han referido otros productores de GHRH
(140,141,142) ,que ademas han demostrado ser idénticas
a la GHRH hipotalamica y poseer su misma actividad
sobre la secrecién de GH (143,144).

Asa y Cols (145) han encontrado IR-GHRH posi-
tiva en 4 de 24 tumores endocrinos pancreaticos, 1 de
5 tumores carcinoides bronguiales, 2 de 15 carci-
noides intestinales, 1 de 2 carcinoides del timo, 2

de 20 carcinomas medulares de tiroides, 1 de 12
feocromocitomas Yy 5 de 20 carcinomas pulmonares de
células pequenas. Solo 2 de los tumores pancreaticos

vy el carcinoide brongquial estaban asociados a acrome-
galia.

Recientemente, Yy en nuestra ciudad, ha sido

identificado comootre tumor producteor de GHRH, un
tumor carcinoide bronguial (146).
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10.2. MECANISMOS DE ACCION. FUNCIONES FISIOLOGICAS.

La GHRH, estimula la liberacion y la sintesis
de GH.

La liberacidén de GH se produce tras la acciodn
de la GHRH sobre sus receptores especificos, situados
en la membrana de las células somatotropas (96), lo
que produce la activacidn de la adenilciclasa incre-
mentando el c-AMP intracelular por un mecanismo cal-
cio—-dependiente (147). La GHRH también incrementa el
"turnover" del fosfatidil inositol, que es inhibido a
su vez por los antagonistas de la lipooxigenasa, lo
gue sugiere que esta via también es importante para
la secreciodn de hormona de crecimiento (147).

La sintesis de GH se produce por un mecanismo
que estimula la transcripcidén del gen de la misma vy
depende del c-AMP pero no del calcio (148). La GHRH,
también estimula "in vitro", la secrecidn de GH por
adenomas hipofasarios de células somatotropas (149),
lo que indica que las células somatotropas tumorales
también poseen receptores-GHRH.

Midiendo 1la unidn de analogos sintéticos mar-
cados radiocactivamente, a los receptores, se ha com-
probado gque la mayor afinidad la posee la porcién
carboxi-terminal de las moléculas de 29 y 32 ami-
noacidos (135) y como ocurre con otros sistemas ce-

lulares similares, solo se necesita una ocupacidén
parcilal de estos receptores para que la GHRH sea
efectiva, de forma dgque un 10% de ocupacidén es

sufuciente para reproducir la totalidad el efecto
bioldégico (150).

El resto de los péptidos de la familia de 1la
GHRH (glucagdn/secretina), no compiten por los recep-
tores hipofisarios de ésta, mientras que la GHRH,
puede reaccionar con los receptores gastrointesti-
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nales del VIP, estimulando la adenilciclasa y acti-
vando la secrecidén de enzimas digestivas por el pan-
creas (67).

Los receptores de GHRH son dependientes de los
glucocorticoides. Al adrenalectomizar ratas, se pro-
duce una caida de su numero, dgue es restaurado a la
normalidad tras administrar exdégenamente glucocorti-
colides, en menos de ocho horas (96).

La produccidén de c-AMP dependiente de la GHRH
es inhibida parcialmente por la somatostatina, por 1lo
que ésta blogquea parcialmente la secrecidén de GH
inducida por la GHRH (135,150,151), sin embargo, este
efecto supresor no se manifiesta sobre la sintesis
(135,150) . El1 mecanismo de inhibicidén de la secrecién
de GH por la somatostatina, no es competitivo con la
GH-RH (135,150).

La respuesta de la GH a la GHRH, es dosis
dependiente y eqguipotente para el hp GRF 1~37, hp GRF
1-40, hp GRF 1-44 y sus andlogos sintéticos (151). La
administracién endovenosa de GHRH, produce en el
hombre una liberacion de GH que ya es detectable a
los 5 minutos, alcanza su pico maximo sobre los 30 -
60, Y retorna a valores basales a las 2 ¢ 3 horas,
aungue hay gque destacar grandes variaciones indivi-
duales en la respuesta (147). En los niflos y adultos
jovenes se observan respuestas similares, mientras
que en los ancianos esta se va reduciendo paulatina-
mente.

La dosis media (ED/50) a la cual la GHRH pro-
duce su actividad bioldégica en el hombre es de 1
#g/kg., con un rango de respuestas entre 0,1 y 10
pg/Kg., las dosis mas bajas producen una respuesta
monofasica, mientras que las mas altas -entre 3,3 vy
10 wpg/kg., dan lugar a una elevacidén de GH mas pro-
longada, que tiene ademas un segundo incremento dos
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horas después del bolo, dando lugar a una caracteris-
tica curva bifasica (152).

Los niveles séricos de SM-C, aumentan unas 24
horas después de la administracidén de la GHRH, indi-
cando dque la estimulacién de GH por la GHRH tiene un
efecto bioldgico (135).

Utilizando estas dosis, no se afectan otras
hormonas hipofisarias, sin embargo a dosis mas altas
se produce una débil liberacién de PRL (153), efecto
mucho mas marcado en los acromegalicos (154). A dosis
100 veces mayores gue las gue se necesitan para
liberar GH, 1las GHRH induce secrecidn de LH, FSH vy
opidceos enddgenos, interaccionando directamente con
los receptores de LHRH, vYya que los antagonistas de
esta hormona bloquean dicho efecto (155).

La potencia liberadora de la GHRH sobre la GH
es mayor gue la de otros secretagogos convencionales.
Laron (156), encontré que de 6 pacientes diagnostica-
dos de deficiencia de GH, que no respondian a hipo-
glucemia, arginina y clonidina, 2 tuvieron respuestas
positivas a la GHRH, lo gque le llevd a proponer la
prueba como diagnodstico diferencial de las deficien-
cias de GH de origen hipofisario e hipotalamico.

Por uiltimo hacer notar que en un trabajo re-
ciente (157), se ha comprobado que en la rata, la
GHRH no solo induce secrecidn de GH digamos
"convencional", sino dque bajo su control se encuen-
tran al menos otras 17 proteinas gue presentan in-
munoreactividad cruzada con la GH, cuya secrecion es
ademas abolida por la somatostatina, por lo gue los
autores plantean la hipotesis de que al menos en la
rata, hubiera miltiples variedades de GH o de r GH-
genes.
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11. AUTORREGULACION DE LA GH. EFECTO DE LA
ADMINISTRACION CONTINUADA DE GHRH.

La infusidén prolongada o los boles intra-
venosos repetidos de GHRH, producen una disminucién
en las respuestas subsiguientes de la GH a la GHRH
tante "in vitro" como "in vivo". (158,159).

La infusion continua de GHRH causa en el hom-
bre una liberacidén aguda de GH, cuyos niveles perma-
necen altos durante 5 1/2 & 6 horas, para a partir de

ese momento decrecer, aungque continue la infusidén de
la hormona estimuladora (158). Por otra parte, la
administracion pulsatil crénica de bolos de GHRH,
muestra una respuesta total de GH similar (160), con

la salvedad de que si bien durante el dia la respues-
ta a un segundo pulso estd marcadamente disminuida,
durante la noche se produce normalmente, fendmenoc que
no puede asociarse a la fase SWS, ya gque 9 sujetos de
los 12 gque se sometieron a la prueba estaban despier-
tos. La deficiencia puede deberse a la depresion en
la secrecidn de somatostatina durante la noche.

En la rata, como es habitual, la situacidn es
diferente, 1la desensibilizacién se produce tanto "in
vivoe" como "in vitro"™ (161,162), si bien el tiempo
necesario para conseguirla es mayor -alrededor de 24
h.-, vy 1la GH no vuelve a sus valores basales, sino
que se mantiene constantemente elevada en aproximada-
mente el doble de estos (162). La administracién
pulsatil de GHRH no desensibiliza la rata, el patrodn
pulsatil se mantiene, si bien los picos son consi-
derablemente mayores (163), vy la respuesta a los
polos subsiguientes se produce siempre, al menos
durante 1las primeras 30 horas (200, observaciones
personales) .

La perdida de respuesta en sujetos normales no
se aprecia en los pacientes acromegalicos "in vivo"
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ni "in vitro", sugiriéndose alguna anormalidad en la
activacion de la adenilciclasa por su proteina aco-
pladora (Ns), dentro de las células tumcrales {164).

Este efecto tampoco se aprecia cuando se admi-
nistra simultaneamente GHRH y somotostatina (159). Ya
gue el tratamientc con GHRH tiende a deplecionar las
células somatotropas de GH y sabiendo que este efecto
es impedido por la somatostatina, gque inhibe la se-
crecidn de GH inducida por la GHRH (151), es Lldgico
pensar que la deplecidén de GH sea uno de los factores
implicados en éste fendmeno. Esto podria entenderse
asi en la rata, donde la infusién continua de GHRH da
lugar a una pérdida drastica, del orden del 65-70%
del total de GH (161). Sin embargo en el hombre los
trabajos que han medido la cantidad de GH perdida por
las células somatotropas sometidas a infusion conti-
nua de GHRH, no han encontrado nunca una pérdida
mayor del 10% (1-1,5 mgr. sobre el total del 15 mgr.
que contine la adenohipdfisis) (150). Por lo tanto
explicar el fendmeno de la desensibilizacidn refi-
riéndonos sclo a esta hipotesis parece aventurado. Es
evidente que hay otros mecanismos implicados.

El pretratamiento con GRF in vitro, con o sin
somatostatina, produce una disminucién del c-AMP
liberado en respuesta a la GHRH y un aumento en la
ED/50 necesaria para estimular tanto c~AMP como la GH
(162). Este fentomeno es especifico para GH, ya gue
células somatotropas incubadas en medio con GHRH, gque
han perdido parte de su GH intracelular, y en las
gque la GHRH ya no induce liberacidén de GH, conservan
sin embargo, aunque logicamente algc disminuida su
capacidad de respuesta a otros estimulos come el
forskolin y el (Bu)2 c-AMP, gue estimulan directamen-
te a la adenilciclasa para producir c-AMP (162).

Otro de los mecanismos implicados es el feno-
meno de "down regulation'" que la GHRH ejerce sobre
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sus propios receptores (165). El pretratamientc con
GHRH "in vitro", induce una pérdida del 50% de los
mismos, pero la relevancia fisioldgica de este hecho
es cuestionable, vya que sdélo se necesita un acopla-
miento del 10-20% de los receptores pituitarics de la
GHRH para que la hormona ejerza la maxima respuesta
secretora de GH (135,150).

Muy recientemente, el grupo de Cardiff (166),
ha propuesto, que conjuntamente con la deplecidn de
GH, la peéerdida de responsividad ala GHRH también
seria debida a una falta de acoplamientc de la pro-
teina que regula la activacidén de la adenilclasa, o
proteina acopladora (Ns), con la subsiguiente re-
duccion de los niveles de c-AMP.

Por otra parte tanto el pretratamiento durante
dos semanas con GHRH (152), como su infusion continua
durante la noche (167), producen un marcado incremen-
to de los picos de secreciodon nocturna, sin cambiar el
patrén secretorio, que parece ser de gran importancia
para el crecimiento. Ambos métodos se propusieron en
consecuencia para el tratamiento de las deficiencias
de GH. La comprobacidén de que los efectos sobre 1la
secrecidén total de GH son similares en el caso de la
administracion pulsatil, gque antes se suponia mucho
mas efectiva, vy en la administracién continua, ha
supuesto un importante paso adelante en el tratamien-
to de las deficiencias de GH, dque quizas permita el
uso de analogos sintéticos de accion prolongada vy
liberacidn lenta, con la comodidad que ello conlleva
para el paciente (160).

El problema de la autoregulacion de la GH se
complica si pensamos en otros factores también impli-
cados, como las senales de "feed-back" que pueden
producir las somatomedinas y la propila GH, vy en la
liberacidén de somatostatina y GHRH.
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La GH estimula "in vitro" la liberacidén de
somatostatina por células hipotalamicas (168), y la
administracién de 1la hormona a sujetos normales,
disminuye considerablemente, o bloquea su liberacidn
en respuesta a la GHRH. Este comportamiento se obser-
va pretratando a los voluntarios con GH sdlo 3 horas
antes de la administracién de GHRH, y por tanto sin
que puedan producirse cambios en la SM-C inducidos
por la GH, por lo gue esta también produciria libera-
cion de somatostatina "in vivo"™ (169), aunque sélo a
nivel de la circulacidén portal y no se reflejaria en
la circulacidn periférica (170), lo que tampoco es
extrano, teniedo en cuenta la extremadamente corta
vida media de la somatostatina (151). El1 pretrata-
miento con GH también blogquea el estimulo 1liberador
de 1la clonidina, Vv no se modifica por el empleo de
anticuerpos anti-SS, lo que indica que la reduccidén
en la liberacion de la GHRH también juega un impor-
tante papel en el autofeed-back de la GH (171).

La GHRH y la somatostatina, podrian también
autoregular su propia secrecidén a través de un meca-
nismo de feed-back ultracorto, en el que ambas
substancias independientemente de su papel como
neurchormonas actuarian como neurotransmisores a
nivel hipotalamico. La GHRH inhibe "in vitro®* su
propia secrecién y estimula la de somatostatina
(172), mientras que la somatostatina también inhibe
"in vitro" su propia liberacién (173)}). Adicionalmen-
te, 1la 1inyeccidn ICV de dosis muy bajas de GHRH,
provoca en la rata una bajada en los niveles de GH
(174), mientras que las mismas dosis de somatostatina
producen el efectc contrario (173,175).

Hay por ultimo una observacién reciente de
importancia en relacidn con la desensibilizacidén de
las ceélulas somatotropas. Como ya se ha indicado la
hipoglucemia insulinica induce liberacicén de GH por
un mecanismo no dependiente de la GHRH, ya que tras
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un primer bolc de esta, las respuestas a dosis subsi-
guientes no se producen, mientras gue las respuestas
de GH a la hipoglucemia estan preservadas (106), Yy
ambas juntas, GHRH e hipoglucemia insulinica, tienen
efectos aditivos sobre la GH (105). Seria por tanto
posible que las células somatotropas tuvieran dife-
rentes "pools" de liberacidn, y gue el pretratamiento
con GHRH produjera una deplecidn en el "pool" GHRH-
dependiente, sin afectar al dependiente de la hipo-
glucemia (106).

12. SOMATOSTATINA. SRIF. (SOMATOTROPIN RELEASE
INHIBITING HORMONE) .

Desde que Krulich y sus c¢olakcradores, en
1.968 (177) extrajeron una fraccidén de hipotalamc de
rata y oveja, que inhibia "in vitro" la secrecidén de
GH por células hipofisarias de rata, existia la evi-
dencia de un factor hipotalamico inhibidor de 1la
liberacion de hormona de crecimiento. Mas tarde, en
1.978, Brazeau (178), que investigaba la existencia
de la GHRH, aisld un péptido en el hipotalamo de 1la
oveja, capaz de inhibir la secrecidn de GH en culti-
vos hipofisarios tantc humanos como de rata.

Al clarificarse su estructura, se vid gue era
un péptido lineal de 14 aminoacidos, con un puente
disulfuro entre los aminodcidos, 3 y 14 (Cys-5S-Cys),
al que se llamd en base a su primer efecto conocido
somatostatina, growth hormone-release inhibiting ho-

rmone (GH-RIH), o somatotropin-release 1inhibiting
hormone (SRIH). Los analogos sintéticos gque se desa-
rrollaron a continuacioén, mostraron la misma activi-

dad bioldgica que el péptidoc original (178,179).
Posteriormente se descubrieron varias formas

moleculares de la hormona, una de ellas, de importan-
cia bioldgica, parece ser una extension de la porcidn
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N-terminal del péptido original de 14 aminocacidos (SS
- 14), hasta 28, vy se la denomina scomatostatina 28
(S5 - 28) (151).

Al igual que la GHRH, la somatostatina se
sintetiza a partir de un precursor de 116 aminodcidos
(pre-pro-somatostatina), que incorpora tanto la SS5-14
como la S§S-28. Este polipéptido precursor esta cons-
tituido de una primera porcién de 24 aminocacidos
(pre~regidn), 'a la gue sigue una porcidén "conectara"
de 64 (pro-regidn), que se continua con la somatosta-
tina 28 (gue a su vez contiene la somatostatina 14)
(180) .

Se sabe que una vez sintetizado en los cuerpos
neuronales, este polipéptido es transportado por
flujo axonal hacla las terminaciones nerviosas de 1la
neurona, hasta entrar en contacto con los vasos por-
tales. Las funciones de los restos moleculares una
vez generadas las SS-14 y SS-28, no se conocen.

12.1. Localizacion.

La somatostatina es con mucho el péptido hipo-
talamico mas ampliamente distribuideo, ya que existe y
en concentraciones notables en todo el tracto gas-
trointestinal, fundamentalmente en el pancreas, donde
ademas parece que puede ser sintetizado vy liberado
(151) .

Centrandonos en el hipotdlamo, se ha demos-
trado por técnicas de inmunohistoquimica, gque 1los
cuerpos celulares de las neuronas gue contienen soma-
tostatina se encuentran fundamentalmente en el nu-
cleo paraventricular y en el area predptica medial,
en el hipotdlamo anterjior (181), localizacidn muy
similar a la encontrada utilizando métodos de radio-
inmuno ensayo (182).
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Desde agqui, las neuronas proyectarian sus
axones a la eminencia media y el tallo pituitario con
ramos de menor importancia dirigidos a los nucleos
ventromedial vy arcuato, y a la regidén periventri-
cular. Fibras IR-S5S positivas se han encontrado tam-
bién en la neurohipodfisis, indicado la existencia de
un tercer sistema neurosecretor hipotalamo-hipofisa-
rio {181).

Patel vy Reichlin (182), encontraron el si-
guiente orden decreciente de concentracién de soma-
tostatina: islotes pancredticos vy eminecia media,

hipotalamo, médula espinal, corteza cerebral, ldbulo
olfatorio, cerebelo y glandula pineal.

Refiriéndonos a su localizacién subcelular,
las mayores concentraciones de SS se encuentran en
las sinapsis, lo cual es tipico de una sustancia que
actia como neurcotransmisor ¢ neuromodulador (183).

12.2. Acciones hipofisarias.

La somatostatina es un potente inhibidor tanto
"in wvivo" comoc "in vitro" de la secrecidén de GH,
siendo <capaz de suprimir las respuestas de GH a la
hipoglucemia insulinica, arginina, ejercicio, L-Dopa,
clorpromazina, morfina, neurotensina, sustancia P,
dibutiril c<¢-AMP, estimulaciodn eléctrica del nucleo
ventromedial, prostaglandinas y stress, asi como de
los picos nocturnos de la hormona (184). Por otro
lado las hipersecreciones de GH de los enanismos tipo
Laron, las respuestas anormales de algunos pacientes
con sindrome carcinoide y los niveles elevados de GH
de los acromegalicos, también son abolidos por la
somatostatina (151).

Aparte de estas acciones sobre la GH, la soma-

tostatina inhibe la secrecidn de TSH inducida por la
TRH vy la secreciodn nocturna de la misma en sujetos
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normales, por un mecanismos no competitive con el TRH
y dosis-dependientes (20). También reduce la ACTH
secretada por adenomas hipofisarios productores de
esta hormona (21).

Los efectos inhibidores de la 55-28,sobre 1la
CH parecen ser mas potentes y de accion mas prolonga-
da que los de el tetradecapéptido, por contra, su
efecto sobre la liberacidén de TSH seria igual (185).
Estas diferencias en el poder inhibidor de las S5 14
¥y S5 28, y el hecho de que su comportamiento ante los
receptores sea también diferente (185), con una afi-
nidad tres veces mayor por parte de la SS 28, =sugie-
ren que la somatostatina 28 no seria unicamente un
precursor de la 14, sino una molécula con funciones
fisioldgicas independientes (186).

12.3. Mecanismos de accion.

La somatostatina ejerce su efecto uniéndose a
receptores especificos en las membranas de las c¢é-
lulas hipofisarias normales, habiéndose encontrado
también receptores de somatostatina en células
tumurales de adenomas productores de PRL y GH (187).
En el casoc concreto de estos dltimos que causaban
acromegalia, 1los niveles de GH eran inversanente
proporcionales a la densidad de receptores SRIH,
sugiriendo que la somatostatina estd implicada en el
control de GH en los acromegalicos.

El mecanismo por el cual 1la somatostatina
inhibe la secrecidn de GH y TSH nao estd claramente
definido. Se sabe que es independiente de la sintesis
de proteinas, vya que la cicloheximida, un potente
inhibidor de ésta, no previene la inhibicién de la GH
(188) .

Tamb1én sabemos que no es un mecanismo compe-
titive «con la GHRH ni la TRH, va que no blogquea la
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unién de anmbas hormonas estimuladores a sus recep-
tores (188).

Por otro lado, como la somatostatina reduce el
c-AMP, tanto basal como tras estimulacidn, se ha
sugerido due peodria actuar blogqueando la formacidén y
acumulacion de c-AMP intracelular, dque es el paso
inicial del proceso secretorio de GH y TSH (49). Sin
embargo, la SS es capaz de inhibir la secreciodn de
GH, aun con niveles de c¢-AMP muy aumentados (como por
ejemplo, tras la administraciodn de dibutiryl c-AMP)
(151, 184) .

Otro mecanismo que se ha postulade estaria
mediado por el calcio, vya gque la somatostatina puede
reducir los niveles citoplasmaticos de este, dismi-
nuyendo su entrada a través de la membrana o su reci-

claje entre distintas estructuras intracelulares, 1lo
cual bloguearia agquellas funciones gque necesitan del
mismo, entre las que se encuentra la secrecidn de GH
(151) .

La secrecidn SS, va a ser influenciada a su
vez por los cambios en las concentraciones de ciertos
iones intra y extracelulares. Niveles altos de K+ gue
producen despolarizacién de la membrana, estimulan la
liberacion de SS por un mecanismo Ca++ dependiente,
ya que concentraciones bajas de este o el uso de
antagonistas especificos comc el Verapamil, abolen
dicho efecto, y por otro lado, el aumento de 1las
concentraciones intracelulares de Ca++, producen
liberacién de SS inclusoc en ausencia de K+. Este
efecto liberador inducido por la despolarizacion de
la membrana, se ve ademds potenciado por niveles

bajos de Na+ extracelular (189), y se puede bloguear
por los inhibidores de calmudolina, a pesar de unos
niveles intracelulares normales de Ca++, lo que im-

plica también a esta sustancia en la requlacidn de 1la
secrecidén de SRIH (190).
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13. QTROS RIF'S HIPQTALAMICOS.

La TRH nco modifica los niveles de GH en el
adulto sano, si bien en determinadas ocasiones pato-
légicas como la acromegalia, depresidén, anorexia
nerviosa, fallo renal, y en general en aguellos casos
en los que las respuestas de GH estan disminuidas
frente a estimulos del SNC, puede producir la libera-
cién de la hormona (47).

Esta accidn =se deberia a la existencia en
estas enfermedades de una desconexidén funcional entre
SNC y pituitaria, habiéndose demostrado exprerimen-
talmente un efecto directo de estimulacidn de 1la
liberacidon de GH por la TRH, en ratas a las que se
habia destruido previamente la eminencia media o el
nucleo ventromedial (191).

L.a TRH administrada i.c.v. a ratas normales,
inhibe sin embargo la secrecidn normal de GH, y 1la
respuesta de a GH a la GHRH (192), efecto gue puede
revertirse administrado a los animales suerc anti-S§,
con lo que cabe suponer gue en estas condiciones la
TRH estimule la secrecidn de SRIH.

La hormcona estimuladora de corticotropina
puede influenciar también la secrecidn de GH, ya que
la administracion i.c.v. de CRF a ratas en 'freely
moving" causa una inhibicidén dosis-dependiente de la
secrecidén de GH que no es achacable al stress, vy que
tamblién se puede prevenir pretrantando c¢on suero
anti-SS (193).

Para la MSH se ha postulado un efecto activa-
dor de GH, y el efecto contrario para 1lla IHRH (47)
cuya especificidad y significado son por el momento
dudosos.
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14.0TROS NEUROPEPTIDOS.

14.1 GASTRINA (GAS)

En los ultimos afos se han descubierto un buen
numero de péptidos localizados tanto en el cerebro
como en el tracto gastrointestinal. Algunos de estos
péptidos, como la GAS que hacia tiempo se conocia
como hormona gastrointestinal, han sido encontrados
hace poco en los tejidos del SNC.

La GAS, en su forma antral mas abundante, es
un heptadecapéptido (gastrina-17), cuya actividad
bioldégica se debe al tetrapéptido terminal con un
grupo amino. Es de gran interés evolutivo y genético,
mencionar que la secuencia central de la molécula de
GAS es similar a la secuencia 29-35 de la GH humana,
y que el tripéptido N-terminal es similar al TRH, por
su parte el pentapéptido carboxi-terminal es idéntico
al de la colecistokinina (CCK) (194).

En 1.975 Vanderhaeghen y cols. (195), aislaron
en extractos cerebrales de varios vertebrados un
nuevo péptido, que identificaron como GAS, por reac-
cionar con antisueros dirigidos contra ella.

Un ano después Dockaray (196) y el propio
grupo de Vanderhaeghen, observaron que el nuevo pép-
tido era el octapéptido carboxi-terminal de la cole-
cistoquinina (CCK-8), que presenta reaccion cruzada
con muchos sueros antigastrina, debido a gue el pen-
tapéptido terminal de ambas hormonas, como ya hemos
indicado, es igual.

Sin embargo, wusando antisueros especificos
para diferentes secuencias de la CCK y la GAS, 1la
presencia de verdadera gastrina en el cerebro dquedo
demostrada (198). Poco después se la encontraba tam-
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bién en nervios periféricos como el vago, y posible-
mente en el nucleo vagal (199).

Parece que la GAS se encuentra en muy pequenas
cantidades en el cerebro, mientras que las concentra-
ciones en hipotalamo e hipdéfisis son mas importantes
(200,201). Dentroc de estas localizaciones, la GAS se
ha encontrado en 1los nucleos paraventricular vy
supradptico (neuronas hipotdlamo-hipofisarias) y en
las células corticotropas, melanotropas y neuronas de
la hipdéfisis (194,201). El1 péptido es contenidc tanto
por los cuerpos celulares como por los procesos ter-
minales de las neurcnas, apoyando la idea de que la
GAS puede actuar como mensajero en el sistema nervio-
so (199).

Ademas, la GAS es sintetizada en la pituita-
ria. No es posible que la gastrina detectada en
hipéfisis provenga del plasma. Las concentraciones de
GAS en hipéfisis son del orden de 100-1.000 veces
mayores que las plasmaticas, y, definitivamente, los
péptidos precursores de la GAS, localizados en las
pituitarias de los felinos, no estan presentes en el
plasma (194).

Las células corticotropas y melanotropas y las
neurcnas hipofisarias, contendrian por tanto el gen
de la gastrina, que en su ferma humana ha sido re-
cientemente descubierto (202).

La GAS forma parte, por la tanto de un sistema
de multiples seriales, contenido en las células men-
cionadas, Jjunto con ACTH, pB-lipotropina, endorfina,
MSH vy oxitocina {194).

Una distribucisdn tan diferenciada hace pensar
gue la GAS tendria una significacion fisioldégica. La
GAS administrada i.c.v. induce rumiacidén en el carne-
ro (203), e inyectada en el hipotalamo lateral provo-
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ca la secrecidn acida por el estdémago de la rata,
efecto que no se produce, si la GAS se administra
i.c.v. (204,205}, lo gque hace pensar gue hay
funciones comportamentales que estan mediadas cen-
tralmente por la GAS.

Poca informacién tenemos sin embargo sobre la
influencia de la GAS en la secrecidén hipofisaria. El
péptido 1inhibe los niveles de ACTH tanto "in vitro"
com "in vivo", administrado i.c.v. {206); Utilizando
la misma via de administracidén, pero en ratas ova-
riectomizadas, la GAS suprime los niveles basales de
LH, PRL y TSH, e incrementa los de GH. "In vitro" no
ejerce efecto mas que scbre la TSH, inhibiéndola
ligeramente (207).

Estos resultados indicarian que la GAS puede
modificar 1la secrecidn hormonal de la pituitaria a
través de un mecanismo hipotalamico de accidén en el
caso de LH, PRL, GH y de un efecto tanto central como
hipofisario en el caso de la TSH y ACTH. La relevan-
cia fisioldégica de éstas observaciones, sin embargo,
aun no se ha aclarado.

14.2 BOMBESINA

La bombesina es un tetradecapéptido que debe
su nombre a haber sido aislado por primera vez en la
piel de la rana bombina bombina (208). Se la puede
considerar el mas representativo de una familia de
péptidos representada al menes por 10 miembros, 8 de
ellos aislados de la piel de anfibios (209) y 2 del
tejido gastrico de cerdos y gallinas (210). Es un
claro ejemplo de como el descubrimiento de un péptido
en la piel de un anfibio, puede preceder y facilitar
el descubrimiento de sus andlogos en el tracto gas-
trointestinal y SNC de los mamiferos.
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Los péptidos aislados del cerdo y gallina, de
27 amincacidos ambos, se denominaron GRP (gastrin
releasing péptide) por su capacidad de liberar gas-
trina del tracto intestinal. Perc sus similitudes en
la sequencias de aminodcidos y en el extremo carboxi-
terminal, hace gque ambos deben ser reconocidos como
miembros de la familia de péptidos de la bombesina,
sugiriéndose ademas gue estos péptidos no serian
auténticas hormonas activas, sino precursores mas
grandes, de las cuales se ecindirian péptidos mas
pequefios gque serian los encargados de actuar en las
células diana (211). La totalidad del efecto biclogi-
co de 1la BBS, lo ejerce el ncnapéptido carboxi-
terminal.

Mediante técnicas de inmunchistoquimica, RIA,
y radioreceptores, ha quedado ineguivocamente demos-

trado , que el cerebro de los vertebrados contiene
tanto bombesina, como receptores especificos para
ella.

Los estudics en ratas han encontrado que 1las
concentraciones mds altas de BBS se encuentran en
hipotalamo, niveles intermedios en talamo Yy es-
tructuras centrales del cerebro y en mucha menor
cuantia en corteza parietal hipocampo y médula. No se
ha encontrado en cerebelo (212,213,214).

Analizando areas mas peqguenas, se han encon-
trado las concentraciones mayores (>2 fmoles/myg pro-
teina) en el nucleo arcuato hipotalamicoe, nucleo
interpeduncular, substancia gelatinosa del trigémino
y en médula (215). En el hombre las concentraciones
mayores también se encuentran en hipotalamo, y en
substancia gris periacueductal, niclec acumbens,
glomus pallidus y caudado (216).

La BBS se 1localiza subcelularmente en las
vesiculas sindpticas de las neuronas, de donde puede
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ademas liberarse por un mecanismo Ca++ dependiente
(217) .

Las més altas concentraciones de receptores de
BBS se encuentran en la zona anterior limbica, hipo-
campo, amigdala y en hipotalamo (218). Como se obser-
va, no es estrictamente paralela 1la distribucidn
cerebral de la BBS con la de sus receptores,

La BBS parece modular un gran numero de
funciones centrales. Resulta de hecho el péptido mas
eficaz en producir hipotermia en la rata administrado
i.c.v., de forma dosis-dependiente y especifica
(219). Administrado también i.c.v. y dosis—dependien-
te reduce o bloquea completamente la secreciodn acida
gastrica y el vaciamiento gastrica (216), produce
liberacién de gastrina (220), e induce una marcada
hiperglucemia (221). 8Su administracion produce tam-
bién una clara disminucidén de la ingesta, tanto de
sé6lidos como de liquidos (222).

La BBS también parece tener un papel modulador
sobre la secrecién adenohipofisaria, si bién los
datos son contradictorics. "In vivo" se ha notificado
un efecto liberador de GH y PRL en ratas tratadas con
estrogenos (223), Y por centra una inhibicidén de 1la
secrecién de GH (220) y PRL (224,225) en ratas nor-
males.

En cultivos AP de células normales, no se ha
encontrado efecto alguno de la BBS sobre la secrecidn
de GH y PRL, 1lo que induce a pensar en que la BBS
pueda modular la secrecidén AP de GH y PRL a traves de
su accidn en el SNC.

14.3 GHRP (GH-RELEASING PEPTIDE)

E1l GHRRP-& (His-D Trp-Ala-Trp-D Phe-NH2, (his,
Lys 6) GHRP), es un hexapeéptido sinteético, desarro-
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llado por programas de energia en relacidén a la
conformacién, sintesis, y test de actividad bioldgica
(226) .

El péptido libera GH tanto "in vivo" como " in
vitro", y de manera especifica, ya que dicha libera-
cién no se acompaha de la de LH, FSH, TSH o PRL
(227) .

No parece ser especie-especifico, vya que la
liberacidén de GH se produce en ratas, monos, corde-
ros, terneros, Yy en gallinas. Por el momento no se
han efectuado estudios en el hombre, pero el hecho de
que el péptido sea activo en el macaco resus, parece
indicar esta posibilidad (227)

El GHRP es activo en ratas tanto en adminis-
tracioén i.v., s.c. 6 i.p.. Tras la inyeccidn i.v., la
elevacidén de los niveles de GH se produce ya a los
dos minutos, y vuelven a la normalidad sobre las 2
horas (227). Su dindmica de respuesta es diferente al
GRF, produciendo el maximo picc secretorio aproxima-
damente a los 15°'.

La secrecidén de GH es mayor en ratas jovenes
que en adultas, y dentro de esta edad mayor en machos
gue en hembras, resultados que se invierten con la
maduracidén sexual (228).

Tanto "in vivo" (59) como "in vwvitro" (229),
resulta menos potente que el GRF para liberar GH,
necesitéandose mayores dosis de péptido para conseguir
elevar 1los valores de la hormona hasta los niveles
que lo hace a menor dosis el GRF.

En cultivo monocapa de células AP, su estimulo
sobre GH es aditivo al de GRF incluso a dosis maxima,
y sus condiciones idoéneas de cultivo son diferentes a
las del GRF (229), 1lo que habla claramente de recep-
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tores especificos y diferentes mecanismos de libera-
cién de GH.

Su administracién continuada produce ganancia
de peso en la rata (227), Yy un aumento considerable
de las respuestas de GH al péptido (228). Sorprenden-
temente, una unica inyeccidn de GHRP produce una
marcada disminuciodon de esta respuesta, efecto gue no
puede explicarse ademas por la falta de "pool" libe-
rable de GH, ya gue el MRZ 2.549, un agonista opiaceo
(el GHRP remeda una met-encefalina), continda libe-
rando GH después de la inyeccidén de GHRP (228).

En resumen, pensamos gue el GHRP-6, como po-
tente secretagege de GH tanto "in vivo'" como "in
vitro", es un buen modelo para investigar sobre la
funcién pituitaria, Yy que ademas puede tener en un
futuro importantes aplicaciones, dado que en una
amplia variedad de especies produce -via accidén pi-
tuitaria directa- ganancia de peso, anhadiendo in-
cluso, la facilidad y bajo coste de sintesis de un
péptido de sdlo 6 aminodcidos.
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MATERIAL Y METODOS

Todos los experimentos se realizaron en ratas
macho adultas de raza Wistar, entre 250 y 300 gr. de
peso, (Pan-Lab, Barcelona), mantenidas en el animala-
rio en condiciones constantes de luz, con un ciclo de
12 h. de luz y 12 h. de oscuridad (luz de 8 a.m. a 10
p.m.), Yy temperatura (23+2°C), con agua y comida a
libre disposiciodn.

I. EXPERIMENTOS EN VIVO

a) Anestesia.

En los experimentos se han usado dos anestési-
cos diferentes: pentobarbital y xylazina-ketamina.
Como anestésico de trabajo, cuando ha sido necesario
desarrollar previamente a los experimentos alguna
técnica, se ha usado por su mayor seguridad, duracién
del efecto anestésico y facilidad para la recupera-
cién, la equitesina.

al.-Equitesina: La equitesina es un anestésico
con varios componentes. Para una disclucidn de 100 ml
las proporciones son las siguientes: 0.972 mg de
pentobarbital sddico, disueltos en 11.5 ml. de alco-
hol de 965, 4.25 gr. de hidrato de cloral, disueltos
en 42.8 ml. de propilenglicol y 2.126 gr. de sulfato
magnésico disueltos en 45.7 ml. de agua destilada.

Se mezclan las tres disoluciones y la disc-
lucidn resultante se inyecta intraperitonalmente
{i.p.) a razén de 0.4 ml. por 100 gr. de peso de la
rata. Lo que da unas dosis de 40 mg/kg de pentcbarbi-
tal, 170 mg/kg de hidrato de cloral y 85 mg/kg de
sulfato magnésico.
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a2.-Pentobarbital: Solucion de pentobarbital
sédico en agua destilada inyectando i.p. a dosis de
60 mg/kg.

a3.- Xilazina-ketamina: Es un anestésico de dos
componentes. 42.5% de ketamina de 50 mg/ml (Ketolar,
Parke-Davis, Morris Plains N.J., USA) y 20% de xila-
zina de 2 mg/ml (Rompun, Bayer Leverkusen, R.F.A.)
mezcladas con un 37.5% de solucidn salina fisiolo-
gica. La disolucidn es inyectada i.p. a razdn de 0.2
ml por 100 gr de peso, con lo que las dosis/kg son
las siquientes: 2 mg/kg de ketamina y 5 mg/kg de
xilazina.

b) Técnicas quirvurgicas.

Tres han sido las teécnicas que se han tenido
gue realizar con anterioridad a la realizacidén de los
experimentos: canulacién intracerebro-ventricular
(i.c.v.), canulacién aguda de la vena yugular y ca-
nulacidén croénica de la vena yugular.

bl.- Canulacidén intracerebro-ventricular

(i.c.v.).

En la rata anestesiada con equitesina, se in-
trodujo una canula de polietileno (0.3 mm ¢ exXter-
no,0.1%5 mm ¢ interna), en el ventriculo lateral izgdo
de la rata siguiendo las coordenadas esterotaxicas
del Atlas de Konig y Klippel (230), que en nuestro
caso concreto fueron +0.2 mm anteroposterior y +1.5
mm lateral, tomando como referencia craneométrica el
punto Bregma.

El extremo a introducir se corta en pico de
flauta con un bisturi, y su borde inferior penetra 4
mm desde duramadre. Previamente hicimos un tope,
dilatando la cé&nula con calor sobre una guia de
acero, que quedd situado a 5 mm del extremo inferior.
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Las canulas fueron fijadas al craneo por torni-
1lo yv cemento dental. Su correcta colocacidn se com-
probd morfoldgicamente inyectando un colorante a
través de las mismas, inmediatamente después de sa-
crificadec el animal.

b2.- Canulacidn aguda de la vena yugular.

Una vez gque se ha anestesiado el animal se fija
en decubito supino y se practica una incisién longi-
tudinal en el tercio medio de la linea supraclavi-
cular. Separando el tejido celular subcutdnec se
expone la vena yugular en el punto en gue cruza el
misculo pectoral mayor.Se diseca la vena del tejido
subyacente y se colocan 2 ligaduras, una superior con
la que se c¢lampa la vena Yy otra inferior con la dgue
se sujeta una canula de silicona (Silastic, Dow Cor-
ning Co. Midland, Michigan, U.S.A.) de 0.4 mm de ¢
exterior, y 0.25 mm de ¢ interior, gque se introduce
intraatrialmente a través de un pequeno ojal practi-
cado en la yugular. La sangre se hepariniza en este
momento con una solucidén de heparina sdédica al 10%

b3.- Canulacidn crdnica de la vena yugular.

En la rata anestesiada con equitesina, se pro-
cede a canular la vena yugular como se ha descrito
anteriormente, si bien la canula en si no es igual.
Solo el extremo gue se introduce 3cm en la vena es de
silicona, el resto de la canula es de tubo de polie-
tileno (1 mm ¢ exterior, 0.5 mm ¢ interior), mas
rigido que permite la fijacidén de la canula al pecto-
ral mediante un punto y no se colpasa al exteriorizar
la canula mediante un trayecto subcutaneo que termina
en la linea media detras de las orejas.

El extremo libre de la canula se hace pasar a

través del cono de una jeringa de plastice gque es
fijado a la piel por dos puntos, y queda protejido
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por un muelle de acero fijado a éste. Las canulas se
rellenan de una disclucion de polivinil-pirrelidona
(Sigma Chenmical Co., St. Louis, MO, U.S.A.) al 40% en
suero fisicldgico para evitar la ccagulacién en su
interior, vy se sellan al calor. A partir del segundo
dia tras la operacidén, las canulas son purgadas dia-
riamente con suero salino, Yy vueltas a rellenar con
la misma solucidn.

c) Cronoleogia de los experimentos.

Todos los experimentos se desarrollaron si-
guiendo una misma sistematica, siempre por la manana,
comenzando aproximadamente a la misma hora (10 a.m.).

El protocolo que nosctros hemos seguido ha sido:
* —45' anestesia

* 0', primera extraccién (basal), e inmediata-
mente después introducciodn de la/s substancia/s que
correspondan.A partir de aqui los tiempos de extrac-
cién fuercn diferentes en el caso de los experimentos
con GAS, o© con BBS.En el caso de la gastrina se han
tomade nuestras a 15', 30', y 60'y con la BBS a 5",
10', 15'y 30°'.

En todos los casos, la cantidad de sangre gque
se ha extraido con jeringa estéril ha sido de 0.3 ml.

Los experimentos llevados a cabo en ratas sin
anestesiar, constituyen logicamente, una exepcidn a
este protocolo. Sus diferencias se explicaran con
detalle al describir cada experimento.

Una vez recogida la sangre fué inmediatamente

centrifugada, vy el plasma separado y guardado a =-20°¢
C hasta su andlisis.

82



II. EXPERIMENTOS "IN VITRO". CULTIVOS MONOCAPA DE
CELULAS ADENOHIPOFISARIAS.

Tras decapitar los animales (10-15 por experi-
mento aproximadamente) y en condiciones estériles en
una camara de flujo laminar y con material esterili-
zado se sigue el siguiente protocolo:

1) Separacién de la hipdfisis anterior y poste-
rior.

2) Las adenohipdfisis se depositan en solucién
de Earle BBS (Gibco 1ltd, Paisley, Scotland, U.K.),
desprovista de Ca y Mg., llamaremos a esta solucidn
A.

3) Se cortan las adenohipdfisis en peguenios
trocitos con un bisturi y se suspenden en la solucidn
anterior.

4) Centrifugacién a 600 g. durante 5 minutos.

5) Se descarta el sobrenadante y el precipitado
se vuelve a suspender en otra solucion compuesta de
80 mg de colagenasa tipo 1V, 40 myg de dispasa y 20 mg
de hialuronidasa disueltos en una solucidn al 10% de
Foetal calf Serum (F.C.S.) (Gibco) en sclucidn A. La
llamaremos solucidn B, ‘

6)Resuspension cada 15 minutos con una pipeta
de -1 ml del precipitado disueltoc en la solucién B
durante 90 a 120 minutos.

7) Centrifugacién a 500 g durante 5 minutos

8) Resuspensién del precipitado en 20 ml de la

solucidn A.
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9) Se vuelve a centrifugar a 500 g durante 5
minutos

10) Resuspension (del precipitado anterior) en
una nueva soclucion que llamaremos solucidn C, compue-
sta de medio esencial minimo (a-MEM, Gibco) con 10%
de sueroc de rata, 2.5% de FCS y 1% de antibiodticos:
penicilina, estreptomicina vy fungizona, a un ph de
7.4. Las 15 pituitarias se resuspenden en 200 ml, lo
gue da wuna concentracidén aproximada de 40.000
cels/ml.

11) Se deposita 1 ml de la suspensién anterior
en cada "pocillo" (1.67 cm? de superficie) del plato
de cultive (Linbro, Flow Lab. Inc., Mc. Lean, Virgi-
nia, U.S.A.).

12) Se colocan los platos en el incubador a 37¢
C, Y con un 5% de €02 durante 3 dias.

13) Se aspira la solucidén C de cada pocille, vy
se hacen 3 lavados consecutivos con Earle's BSS

14) Se deposita en cada pocilleo 1 ml de wuna
solucidén de o-MEM, en la gque previamente hemos disue-
lto las substancias a estudiar a las concentraciones
deseadas.

15) Se wvuelven a celocar los platos en la
incubadora 2-3 horas a 37¢ C y 5% de CO2.

16)La solucidn de cada pocillo es aspirada vy

depositada en un tubo de plastico, congelandose inme-
diatamente a -20°? C hasta su analisis.
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III. RADIOINMUNOANALISIS (RIA).

1.- RIA de la r GH.

La cuantificacién de la GH de la rata se ha
llevado a cabo utilizando un radioinmunoensayo con
separacion de las fracciones libre y unida, por el
método del seqgundo anticuerpo.

El RIA consiste en la realizacidén de una curva
standard, 10 standards por duplicado, de valores
comprendidos entre 0.25 y 125 ng/ml, gue contenian
una cantidad de suero de rata hipofisectomizada equi-
valente al utilizado en el suero de las ratas proble-
ma (generalmente 20pl). Tras esto se anaden 200 pul
del primer anticuerpc (NIADDK), a una dilucidn final
1: 10.000 y 20-30.000 cpm de GH 125 (ver apartadc
marcaje de hormona) por muestra.

Los sueros se dejan después de este paso in-

cubando a temperatura ambiente durante 24 h., tras
las cuales se afaden 100 ul del segundo anticuerpo
(anticuerpo anti IgG de mono (Nordick)), y se vuelven
a incubar 1los sueros 24 horas en las mismas condi-
ciones, pasadas las cuales se afade 1 ml de polieti-
lenglicol (20%), Yy se centrifuga a 4.000 rpm durante
45",

Tras aspirar el sobrenadante se anade 1 ml de
solucidn salina fisioldégica y se vuelve a centrifugar
a 4.000 rpm durante otros 45'. El sobrenadante vuelve
a aspirarse y el precipitado se cuenta en un contador
gamma (LKB Wallac). Las concentraciones de rGH en las

muestras problema, se han obtenido por lectura en un
ordenador (LKB Wallac), utilizando el programa RIA
calc.
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2.- Marcaje de r GH.

La rGH fué iodada utilizando el método de 1la
cloramina T. A efectos practicos este nétodo consiste
en afadir a una aliquota de 5 pg de rGH (suministrada
por el NIADDK) 50 il de tampon fosfato, 1 mc de I 126
(Amershan Lab., Buckinghan-~Shire, England), y 20 ul
de cloramina T (Sigma) a una concentracién de 1lmg/ml.
Tras 25" se anaden 50 ul de metabisulfito sdédico a
una concentracién de 1 mg/ml. La purificacioéon de la
hormona asi marcada se ha llevade a cabo en una
columna de Sephadex G-50 (25 x 1.5 cm), utilizando un
tampon barbital (0.05 M) para la elucidn de la hormo-
na.

IV. PEPTIDOS.

Durante 1los experimentos hemos usado los si-
guientes: Gastrina (Leu-gastrina, Sigma). Bombesina
(Peninsula Laboratories Inc., San Carlos, CA., USA).
GHRH (GRF 1-29, Seronno, Espana). GHRP (Peninsula).
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V. DESCRIPCION DE LOS EXPERIMENTOS.

A. EXPERIMENTOS CON GASTRINA

Al. Experimentos "in vivo"

Experimento 1 : Efecto de la administracidén intra-
venosa de gastrina sobre la secre-
cidén de GH en la rata anestesiada
con pentobarbital.

Una vez anestesiado el animal se procede a
canular la vena yuqular de forma aguda como se ha
descrito. Un grupo de animales es inyectado a traves
de la misma vena con 5 pgr de gastrina disueltos en
un volumen de 0.3 ml de suero salino fisioldgico.
Otro grupo, control de este experimento, fué inyecta-
do con 0.3 ml de suero salino. Se recogieron las
muestras de sangre de la forma ya indicada.

Experimento 2 : Efecto de la administracidn i.c.v.
de gastrina sobre la secrecién
de GH en la rata anestesiada
con pentobarbital.

Una vez hecha la canulacién i.c.v. siguiendo el
procedimiento descrite, los animales se colocan en
jaulas individuales y se dejan descansar 5-6 dias. En
el dia del experimentc se anestesian las ratas con
pentobarbital. Un grupc es inyectado i.c.v. con 5 pl
de gastrina disueltos en 5 ul de suero salino y otro
grupo recibe i.c.v. 5 ul de salino. Los tiempos de
extraccion son los ya indicados.

87



Experimento 3 : Efecto de la administracién i.c.v.
de gastrina en la rata anestesiada
con xilazina-ketamina.

Protocolo similar al experimento 2 cambiando el
anestésico empleado.

Experimento 4 : Efecto de la administracion i.c.v.
de gastrina en la rata sin
anestesiar.

Este experimento se ha realizado sobre 2 mode-
los diferentes:

- ratas decapitadas.

- ratas c¢on canulacidn crénica de la vena yu-
gular.

a) Ratas decapitadas.

Los animales son canulados i.c.v., depositados
en cajas 1individuales y dejados descansar por 5-6
dias. El dia del experimiento aproximadamente 1 hora
antes de empezar el mismo, Se sacan del estabulario,
se 1llevan a una habitacioén tranquila, donde solo
estan el investigador y sus ayudantes y se las deja
tranquilizarse y habituarse a su nueveo ambiente., 15
minutos antes de la hora en la que se procedera a la
inyeccidn de la substancia correspondiente se coloca
a cada animal una prolongacion de tubo de polietileno
del mismo grosor que la cdnula i.c.v., que se conecta
a la jeringa de Hamilton y se saca fuera de la caja,
dejando nuevamente tranquilo al animal durante este
tiempo para gue se acostumbre al tubo.
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En el tiempo 0', a los animales se les inyvecta-
ban 5 ug de gastrina en 10 ul de salino, o 10 pl de
salino como control, alternando siempre una rata con
gastrina y un control. Todos los animales fueron
inyectados a la misma hora en la misma habitacidén vy
en las mismas condiciones. Un grupo con su correspon-
diente control fué decapitado a los 15', otro a los
30'y otro a los 60!',

b) Ratas con canulacién crénica de la vena
yugular.

Unos 5 & 6 dias antes del experimento las ratas
son canuladas i.c.v. y se les coloca ademdas una
canula crénica en la vena yugular como hemos descrito
previamente.

El procedimiento de manejo de los animales es
similar al modelo anterior, salvo gque antes de intro-
ducir la substancia correspondiente a través de 1la
canula 1i.c.v., se coloca un tubo prolongador en la
canula yugular a través del cual se realizan las
extraccidnes de sangre mientras el animal se mueve
libremente en su caja.

Se toma un valor basal (tiempo 0') tras el cual
se inyectan 5 ug de gastrina en 10p1 de suero salino,
o 10gl de salino como control, y se hacen extrac-
ciones sucesivas cada 20'durante 3 horas (20', 40',
60', 80', 100', 120', 140', 160 y 180'). El volumen
de sangre obtenido de cada extraccidn era mas pegqueno
gue en los experimentos anteriores (200 pl).

Tras el experimento los animales se dejaban
reposar durante una semana si volvian a ser wutiliza-
dos, ¥y en este caso cambiando la substancia que se
introducia, esto es, la rata en que se habia estudia-
do el efecto de la gastrina era inyectada con salino
y a la inversa.
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A2. Experimento "in vitro'.

Experimento 6 : Efecto de la gastrina sobre la se~
crecion basal de GH y estimulada
por el GRF 1-29 en cultivos mono-
capa de células adenohipofisarias.

Una vez realizada la preparacidén de las células
AP comc se ha descrito, se dejarcon 3 filas de poci-
llos como centrol, anadiéndose a las demds GAS sola
(10 a la -5, 10 a la -6, 10 a la -7 M), GRF solo (10
ala -7, 10 a lJa -9, 10 a la -11 M) o bien GRF ( a
las mismas concentraciones indicadas) mas GAS (10 a
la -5 M}.

B. EXPERIMENTOS CON BBS.

Bl. Experimentos "in vivo".

todos ellos realizados en ratas anestesiadas
con pentobarbital.

Experimento 1 : Efecto de la BBS sobre la secrecidn
basal de GH.

Una vez anestesiados los animales, se procede a
la canulacién de la vena yugqular como se ha indicado.
Los animales se dividen en dos grupos. Uno de ellos
-recibe 25ug de BBS disueltos en 300ul de salino y el
otro un volumen similar de salino.

Experimento 2 : Efecto de la BBS sobre la secrecién
basal de GH, en la rata pretratada
con Estrégenos (E2).

El protocolo del experimento es idéntico al
anterior, pero los animales habian sido tratados 3
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dias antes con 250 ug s.c. de Estradiol (Proginon,
Schering Co., U.S.A.). Dosis a la cual los E2 mani-
fiestan con certeza actividad bioldgica (231,232).

Experimento 3 : Efecto de la BBS sobre la secre-
cidén de GH estimulada por el GRF
1-29.

Tras proceder a la anestesia y canulacién de
vena yugular, dividimos a los animales en 2 grupos.
El primero recibe un bolo de 1 ug/kg de GRF disuelto
en 250 pl de salino, Vv el segundo grupe 2 bolos, uno
de igual dosis de GRF e inmediatamente después 100ug
de BBS disueltos en 300pl de salino.

Experimento 4 : Efecto de la BBS sobre la secre-
¢ion de GH inducida por el GHRP-6.

Se procede como en el experimento anterior,
peroc los dos grupos son diferentes. Unc recibe
10ug/kg de GHRP disuelto en 3004l de salino, vy el
otro un bolo similar de GHRP, sequido inmediatamente
de 100ug de BBS disueltos en 300ul de suero salino.

Experimento 5 : Efecto de la BBS sobre la secre-
cion de GH inducida por GRF 1-29,
en la rata tratada con Dexameta-
sona (Dex).

Los tratamientos con Dexametasona (Fortecortin,
Merck, Espana) se han realizado de manera aguda vy
cronica. La actividad bioldgica de la Dex a las dosis
empleadas, esta previamente documentada (233).

5a). Tres horas antes del experimento se inyec-
tan los animales con Dex i.p. a dosis de 4 mg/kg. Los
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grupos y dosis de GRF y BBS son 1idénticos a los
usados en el experimento 3.

5b). Los animales fueron divididos en los mis-
mos grupos y dosis que en 5a), pero fueron pretrata-
dos con lmgr/kg i.p. de Dex diario durante 21 dias.
Dado gque las condiciones de vida de estos animales no
son idénticas a las ratas del experimento 3, pensamos
gue ambos valores no son comparables, y realizamos un
control interno del experimento, inyectando durante
21 dias otros dos grupos de animales con suero salino
(0.1 ml i.p.), que recibieron las mismas dosis de GRF
y BBS que los animales problema.

Experimento 6 : Efecto de la BBS sobre la secre-
cién de GH inducida por GHRP-6,
en la rata tratada con Dex.

6a). Los grupos y las substancias y dosis son
los mismos del experimento 4. El pretratamiento con
Dex idéntico al del 5a).

6b). Los animales bebieron durante 15 dias agua
con Dex disuelta (4mg/litro). Se dividieron los ani-
males en 2 grupos uno de los cuales recibe GHRP
10ug/rata (aprox. 25ug/kg) y el otro GHRP a la misma
dosis e inmediatamente otro bolo de BBS 100upg/rata.
Se realizdé un contreol interno de este expeimento con
ratas sin tratar a las que se administrdé 1l0ug/rata de
GHRP.

Experimento 7 : Efecto de la BBS sobre la secre-
cién de GH estimulada por GRF en
la rata pretratada con estrégenos
(BE2).

También en este caso se han realizado
tratamientos agudos y crédnicos.
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7a). Los animales reciben un pretratamiento con
250 ug de estradios s.c. 3 dias antes del experimen-
to. Los grupos Yy dosis son los mismos gque en el
experimento 3.

7b). Los animales fueron tratados con 250 ug
s.c. de estradiol cada 3 dias, durante 15 dias. Los
mismos grupos y dosis que en el experimento 3.

Experimento 8 : Efecto de la BBS sobre la secre-
cién de GH estimulada por GHRP-6,
en la rata pretratada con E2.

8a). El pretratamiento es el mismc del experi-
mento 7a. Los grupos y dosis los mismos que el expe-
rimento 4.

8b). Pretratamiento idéntico al experimentc 7b.
Los mismos grupos y dosis del experimentc 4.

Experimento 9 : Efecto de la BBS sobre la secre-
cién de GH estimulada por GRF
1-29, en la rata pretratada con
triiodotironina (T3).

Los animales de este experimento, fueron pre-
viamente tratados durante 5 dias, con 75ug s.c. de T3
(Sigma), preparada como se describe: Se realiza una

disclucidén con 5 mg de T3 y 150ug de NaOH2 2M, aha-
diendo a continuacidn agua destilada hasta un volumen
total de 2 ml de disoluciédn.

La T3 a las dosis usadas por nosotros, tiene
con certeza actividad bioldégica (234,235).
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Los grupos y dosis de este ensayo son los
mismos gue los del experimento 3.

Experimento 10 : Efecto de la administracidén previa
de anticuerpos anti-somatostatina
(Ac. anti S8S), sobre la secrecion de
GH inducida por GRF 1-29 en la rata
pretratada con Dex.

El anticuerpo para la realizacldén de este expe-
rimento ha sido cedido por el Dr. F. Sanchez-Franco,
del Dpto de Endocrinologia del Hospital Ramén y Cajal
de Madrid. Tiene una especificidad del 100% contra la
S5-14 con una reaccidén de cruce del 20% contra S5-28.
Estd desarrollado inyectandoc al conejo S5-14 unida a
tiroglobulina bobina mediante el método del glutaral-
dehido (comunicacidn personal del Dr. Sanchez Fran-
co) .

Los animales de este experimento se dividieron
en dos grupos:

1) Este grupc de ratas se inyectd 3 horas antes
del experimento c¢on Dex i.p. a dosis de 4 mg/kg. Una
hora antes del comienzo del ensayo, con las ratas ya
canuladas y anestesiadas se les inyecta por la canula
yugular 0.5 ml por rata de suero de conejo contenien-
do el Ac anti SS. Pasada la hora se administra 1lpg/kg
de GRF disuelto en 250 ul de salino.

2) El mismo procedimiento que el grupo ante-

rior, pero inyectando 3 horas antes suero salino i.p.
en lugar de la Dex.
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B2. Experimento "in vitro".

Experimento 11 : Efecto de la BBS sobre la secre-
cidon basal y estimulada por el
GRF 1-29 de GH en cultivos mo-
nocapa de células AP.

Realizada 1la preparacion de células AP como
hemos descrito, se dejan 3 filas de pocillos como
control, anadiéndose a las demas, diversas concentra-
ciones de BBS (10 a la -10M, 10 a la -9M, 10 a la -
8M, 10 a la -7M, 10 a la -6M) o estas mismas concen-
traciones de BBS con la adiccidn de GRF (10 a la -
gM) .

V. ESTADISTICA.

El tratamiento estadistico de los datos se ha
realizado en la Catedra de Medicina Preventiva vy
Social de nuestra Facultad, bajo la direccidén del Dr.
Juan Ramon Lacalle Remigio.

Para la evaluacion de las diferencias estadis-
ticas entre 1los grupos, se ha aplicado la T de
Student para datos no apareados, previa realizaciédn
de un analisis de la varianza. Para la realizacidn de
estos cdalculos se ha usado el programa estadistico
SSPS/PC, en los ordenadores del servicio informatico
de esta Ccatedra.
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RESULTADOS

En todos los casos los puntos de las graficas
se representan como media *SEM. El numeroc de animales
empleado por experimento, se expresa como (n= ).

GRAFICA 1
Efecto de la administracién i.v. de Gastrina,
sobre la secrecidén de GH, en la rata anestesiada con
pentobarbital.
Comparamos un grupo de ratas (n=8) inyectado
con 5 pg de GAS i.v., con otro al que se le inyectd

suero salino (n=7).

No se observan diferencias significativas
entre los dos grupos.
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GRAFICA 2

Efecto de la administracidn i.c.v. de Gastri-
na, sobre la secrecion de GH, en la rata anestesiada
con pentobarbital.

Comparamos un grupo de ratas inyectado 1i.c.v.
con 5 ug de GAS (n=11) con otro al que se inyectaron

i.c.v. 5 ul de suero salino (n=9).

No hay diferencias significativas entre 1los
dos grupos.
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GRAFICA 3

Efecto de la administracidén i.c.v., de Gastri-
na, scbre la secrecidén de GH, en la rata anestesiada
con xXilazina-ketamina.

Comparacidén entre un grupo de animales que ha
recibido 5 pg de GAS i.c.v. (n=11l) con otro gque se
inyectdé i.c.v. con 5ul de salino (n=6).

Se produce un pulso en el tiempo esperado,
perc no hay diferencias entre ambos grupos ni antes
de producirse el pico (t0' - t15' ), ni después con
las ratas pulsando.

100



— | f :

—

_—

Tl|_




GRAFICA 4

Efecto de la administracidén i.c.v. de Gastri-
na, sobre la secrecidn de GH, en la rata sin aneste-
sia. (Mcdelo de ratas decapitadas).

Comparacién entre un grupo de ratas (n=7)
inyectadas i.c.v. «con 5 pug de GAS disueltos en 10 ul
de suero fisioldgico, y otro que recibidé 10 ul i.c.wv.
de suerc salino (n=5).

Hay una diferencia significativa entre los dos
grupos (18+3 vs 49+15 ng/ml media tsem) en el tiempo
15, al empezar los animales un pulso, que considera-
mos aleatoria (los dos grupos de animales empiezan un
pico secretorio, y es posible gue un grupo lo haga un
poco antes gue el otro. o gue los valores del grupo
control se eleven con mas rapidez), vya gue luego los
valores se igualan, no apreciandecse, mas diferencias.

* p<0.05.
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GRAFICA 5

Efecto de la administraciodn i.c.v. de Gastri-
na, sobre la secrecién de GH, en la rata sin aneste-
siar. (Animales en "“freely moving"),

Comparamos un grupo de animales, inyectado
i.c.v. con 5 pug de GAS, disueltos en 10 pl de salino,
(n=10) con otro grupc gque recibidé una inyeccién simi-
lar de 10 pl de salinc (n=6).

No se obsservan diferencias entre los dos

grupos en ningdin punte de la curva, ni antes ni
durante el pulso.
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GRAFICA 6

Efecto de la administracidon de Gastrina, sobre
la secrecidén basal y estimuada por GRF de GH, en
cultivo monocapa de células adenohipofisarias.

Comparamos la adicidén a los pocillos de culti-
vo de GAS ( 10 a la -7M, 10 a 1la -6M, 10 a la -5M),
GRF {10 a la -11M, 10 a la -9M, 10 a la -7M), o estas
mismas concentraciones de GRF + GAS (10 a la -5M).

No hay diferencias entre el control y los
pocillos con gastrina. Tampoco las hay entre el GRF
s6lo, o éste mads gastrina. E1 GRF estimula la secre-
cién de GH en forma dosis dependiente (59%9*1 vs
47+0.1; 84+8 vs 47+x0.1; 112+11 vs 47+0.1 ng/ml media
tsem, respectivamente para 10 a la -71, 10 a la -9 y
10 a la -7M).

*k*k pP<0.01
*k*x*p<0.,001
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GRAFICA 7

Efecto de la administracidn de BBS sobre la
secrecién de GH inducida por GRF.

Comparamos un grupoe de ratas que se 1inyectd
i.v. con 1 ug/kg de GRF, (n=9) con otro al que se
inyectd esta misma dosis de GRF, mas 100 pg/rata de
BBS (n=5).

Observamos que la BBS produce una significati-
va inhibicidén de la respuesta al GRF en los tiempos
5'(168%x18 wvs 83*20 ng/ml mediatsem) y 10'{(132%+20 vs
64+15 ng/ml mediatsemn).

*p<0.05
**p<0.02
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GRAFICA 8

Efecto de la administracion de BBS sobre 1la
secrecion basal de GH.

Comparamos un grupo de animales inyectado con
25 pg/rata i.v. de BBS, (n=6), con otro al que se
inyectd salino (n=7).

Observamos una progresiva disminucidén de los
valores de GH a partir del tiempo 10' en los animales
a los gue se habia administrado BBS, pero las dife-
rencias no son significativas.
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GRAFICA 9

Efecto de 1la administracién de BBS sobre 1la
secrecion de GH inducida por GHRP.

Se compara un grupo de ratas que recibe 10
©wg/kg i.v. de GHRP (n=14), con otro grupe (n=7), que
recibe ésta misma dosis de GHRP, mas 100ug/rata de
BES.

Observamos una inhibicidén significativa del
estimule del GHRP sobre la secrecidn de GH, en las
ratas que habian recibido BBS, a lo largo de toda la
curva: tiempo 5' (112%7 vs 41+5 ng/ml media *sem);
tiempo 10' (162128 vs 6718 ng/ml, mediatsem); tiempo
1%5' (226%31 vs 96%10 ng/ml mediatsem); tiempo 30!
(89%28 vs 611 ng/ml mediatsemn).

* p<0.05

**p<0.02
*%*p<0.01
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GRAFICA 10

Efecto del tratamiento agudo con Dexametasona
sobre la secrecién de GH estimulada por GRF.

Comparamos dcs grupos de ratas, unc al gque se
administra 1 ug/kg i.v. de GRF (n=9), y otro que
recibe igual dosis de GRF, pero tratadc previamente
con 4 mg/kg i.p. de Dex. 3 horas antes.

Observamos una inhibicién de la respuesta al

GRF, en las ratas tratadas con Dex. Tiempo 5'(168%18
vs 86*+11), tiempo 10' (132120 vs 82+11).

* p<0.05
*kkk p<0.001
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GRAFICA 11

Efecto de 1la administracion crénica de Dex
sobre 1la secrecion de GH estimulada por GRF. Accién
de la BBS en estas condiciones.

Comparamos cuatro grupos de animales. Dos de
ellos recibieron durante 21 dias una inyeccidn diaria
i.p. de 1 mg/kg de Dex, de estos dos grupos, uno
recibe 1 pg/kg i.v. de GRF (n=12)}, vy otro la misnma
dosis de GRF mas 100ug/rata de BBS (n=9).

Los otros dos grupos, control interno del
experimento, recibieron una inyeccién diaria de 100
1l de salino durante 21 dias, y se inyectaron con los
mismos péptidos y a las mismas dosis gue los grupos
anteriores. (n=11, n=8, respectivamente).

No hay diferencias entre las secreciocones de GH
estimuladas por GRF, entre las ratas tratadas con Dex
o con salino, Yy en ambos casos, la BBS inhibe esta
secrecién. En tiempo 5' (269+30 vs 128+31 ng/ml,
mediatsem) , para el grupc inyectado con Dex.; 335+64
vs 139+26 ng/ml media*sem en los inyectados con sali-
no.

* p<0.05
*%% p<0.01L
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GRAFICA 12

Efecto de 1la BBS sobre la secrecidn de GH
inducida por GRF en la rata pretratada agudamente con
Dex.

Comparamos un grupo de animales que fué inyec-
tado con 1 ug/kg i.v. de GRF (n=17), con otro, que
recibid esta misma dosis de GRF, mas 100 ug/rata de
BBS (n=5). Ambos grupos tratados 3 horas antes con

4 mg/kg i.p. de Dex.

No se observan diferencias en los valores de
GH, entre los dos grupcs.

118



GH GRF

ng/mi

——— GRF+Dex

250 +

200 +

150 +

100 +

50 +

Graf. 13



GRAFICA 13

Efecto de la administracidén previa de Ac-anti
S8 sobre la secrecion de GH inducida por GRF en la
rata pretratada agudamente con Dex.

Comparamos un drupo de animales inyectado 3
horas antes del experimento con 4 mg/kg de Dex. 1i.p.
(n=8), con otro al que se inyectd con 250 Kl de
salino i.p., (n=5). Una hora antes del experimento se
administra a todos los animales 0.5 ml i.v. de suero
anti-$S, y en el momento indicade 1 pg/kg 1i.v. de
GRF.

No se observan diferencias en ambos grupos en
los picos secretorios en respuesta al GRF, encontran-
do que ambos grupos son significativamente distintos

en el tiempo 30' (226%42 vs 74+17 ng/ml mediatsem).

**xp<(0.01
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GRAFICA 14

Efecto del tratamiento agudo con Dex. en la
secrecién de GH inducida por GHRP.

Comparamos un grupe de animales inyectado 3
horas antes con 4 mg/kg i.p. de Dex. (n=18) y otro
gue no tuvo pretratamientc (n=14). Ambos grupos de
animales, reciben una inyeccion i.v. de 10 ug/kg de
GHRP, en el momento del experimento.

Observamos que las ratas tratadas con Dex,
presentan una inhibicidn de la secrecién de GH a 1lo
largo de toda la curva (112+17 vs 21%5; 162+28 vs

49%14; 226131 vs 48*18; 89128 wvs 178 ng/ml
mediatsem) respectivament para lostiempos 5', 10°',
15, y 30°'.

k% p<0,01
k%%% p<0.001
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GRAFICA 15

Efecto del tratamiento crénico con Dex. socbre
la secrecion de GH estimulada por GHRP.

Comparamos un grupo de ratas {(n=12), a las que
se afdadié 1 ampolla de 4 mg de Dex por litro en el
agua de bebida durante 15 dias, con otro grupo gue no
tuvo pretratamiento (n=11). Los dos grupos fueron
inyectados i.v. con 10 ug/rata de GHRP, en el momento
del experimento.

Observamos en las ratas tratadas con Dex, una
inhibicién grande de la secrecidn de GH en todos 1los
tienpos, respectivamente : 364+72 vs 94%t15; 640*62 vs
95+13; 66361 wvs 93%17; y 15719 vs 408 ng/ml
mediatrsem, en los tiempos 5', 10', 15'y 30°'.

*% p<0.02

k%% p<0.01
*x%% p<0.001
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GRAFICA 16

Efecto de la administracion de BBS sobre la
secrecidén de GH estimulada por GHRP en la rata trata-
da agudamente con Dex.

Los dos grupos de este experimento, fueron
inyectados 1.p. 3 horas antes con 4 mg/kg de Dex.
Posteriormente un grupo (n=18) se tratd con 10 pug/kg
i.v. de GHRP, vy otro con esa dosis de GHRP mas 100
pg/rata de BBS (n=8).

Las ratas del segundo grupo presentan en todos
los tiempos valores indetectables de GH (se les asig-
na la sensibilidad minima del RIA: 1.5 ng/ml), con lo
que la secrecidn de GH estimulada por GHRP es comple-
tamente inhibida por la BBS en estas condiciones.

*% p<.02
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GRAFICA 17

Efecto de 1la BBS sobre la secrecidén de GH
inducida por GHRP en la rata tratada crénicamente con

Dex.

Comparamos dos grupos de animales gue durante
15 dias habian bebido agua en la que se habian di-
suelto 4 mg Dex./litrc. Uno de los grupos es inyecta-
do con 10 pug/rata i.v. de GHRP, y el otro ccn la
misma dosis de GHRP mas 100ug/rata de BBS. (n=12,
n=7).

La secrecidn de GH estimulada por GHRP esta
inhibida a lo largo de toda la curva, en las ratas
inyectadas <c¢on BBS. t 5': 94115 vs 34%4; t 10':
104%18 vs 2843; t 15': 93117 vs 1812; t 320': 3245 vs
8+1, ng/ml, mediatsem.

**% n<0.01
*kk* p<0.001
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GRAFICA 18

Efecto del tratamiento agudo con E2 en la
secrecién de GH inducida por GRF.

Comparamos un grupo de animales a los que se
inyectoé 1 upg/kg i.v. de GRF (n=%) con otro grupo al
gue se inyectd las misma dosis de GRF, pero gue habia
sido tratado 3 dias antes con 250 pug s.c. de Estra-
diol (n=8).

El pico secretorio de GH, estimulado por el
GRF, esta significativamente inhibido, en las ratas

estrogenizadas (168118 vs 95+22 ng/ml mediatsem).

* p<0.05%
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GRAFICA 19

Efecto de la administracion crénica de E2 en
la secrecién de GH estimulada por el GRF.

Comparamos un grupo de animales, a los que se
inyectd 250 ug s.c. de Estradiol cada 3 dias durante
15 dias (n=%), con otro grupc al que se inyectd 250
14l de salino con el mismo protocolo (n=14). A ambos
grupos se les administra en el experimento 1 ug/kg
i.v. de GRF.

Encontramos inhibida la secrecidén de GH esti-
mulada por el GRF en los animales tratados con E2.
Tiempo 5' (2681151 vs 106+44 ng/ml mediatsem) y 10
(183+126 vs 9557 ng/ml mediatsem).

* p<0.05
*%% p<0.01
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GRAFICA 20

Efecto de 1la BBS sobre la secrecion de GH
estimulada por GRF, en ratas tratadas agudamente con
estrogenos.

Comparamos dos grupos de ratas que han sido
inyectadas 3 dias antes con 250 ug s.c. de Estradiol.
Un grupo (n=8) es inyectado con 1 pg/kg i.v. de GRF,
y otro con la misma dosis de GRF mas 100 ug/rata de
BBS (n=5).

Observamos una potenciacién de la respuesta al
GRF por la BBS en estas condiciones. En tiempo 5':
201x17 vs 95*22 ng/ml mediatsem, y en tiempo 15':
76124 vs 25+9 ng/ml mediatsem.

* pP<0.05

**x p<0.02
%% p<0.01
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GRAFICA 21

Efecto de la administracién de BBS sobre 1la
secrecién de GH inducida por GRF en la rata crdnica-
mente tratada comn E2.

Los dos grupos de animales de este experimento
fueron tratados con una inyeccidén cada 3 dias durante
15 dias de 250 pg s.c. de Estradiel. E1 dia del
experimento un grupo es inyectado con 1 ugg/kg i.v. de
GRF (n=7), Yy el otro con la misma dosis de GRF, mas
un beolo de 100 pg/rata de BBS (n=10).

Observamos también una potenciacion de 1la
respuesta al GRF en los animales sometidos a el
tratamiento crénico con E2 por la BBS. En tiempo 10':

208+117 vs 95*57 ng/ml mediatsemn.

*% p<0.02
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GRAFICA 22

Efecto de la BBS sobre la secrecidén basal de
GH en la rata pretratada con E2 agudamente.

Comparamos dos grupos de animales inyectados 3
dias antes con 250 pg de Estradicl s.c. A un grupo se
le administran 25 pg/rata de BBS (n=6), vy al otro
suero salino (n=5).

Observamos una estimulacion de la secrecion de
GH por la BBS, que dura mas de 15'. En tiempo 5°':
51+%6 vs 10%5; en tiempo 10': 46+9 vs 8+2; en tiempo
15': 28+7 vs 6+3 ng/ml mediatsem.

* p<0.05
*** p<0.01

138



GH
ng/ml

GHRP

———— GHRP+E,

240+

210 +

180 +

150 -

120 +

90 +

60+

30 t

t, min.

Grat. 23



GRAFICA 23

Efecto de la administracion aguda de E2 en la
secrecion de GH estimulada por GHRP.

Comparamos unt grupo de ratas a las gque se
habia inyectado 3 dias antes con 250 ug s.c. de
Estradiol (n=8), con otro que no habia recibido pre-
tratamiento (n=14). El dia del experimento, a los dos
grupcs se les administraron 10 ug/kg 1.v. de GHRP.

No hay diferencias en la secreciodn de GH entre
los dos grupos.
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GRAFICA 24

Efecto de la BBS sobre la secrecion de GH
inducida por GHRP en la rata pretratada agudamente

con estroégenos.

Los dos grupos de animales de este ensayo han
sido pretratados 3 dias antes con 250 ug de Estradiol
s.c. Un grupo (n=8) recibe el dia del experimento 10
ug/kg i.v. de GHRP, y el otro (n=7) 10 ug/kg de GHRP

mas 100 pg/rata de EBS.

No cobservamos diferencias entre los dos grupos.
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GRAFICA 25

Efecto de la administracion croénica de E2 en
la secrecidn de GH inducida por GHRP.

Comparamos un grupo de animales que ha sido
tratado con 250 ug de Estradiol s.c. cada 3 dias
durante 15 dias, (n=9), <con otro grupo de animales
sin pretratamiento (n=14). Los dos grupos fueron
inyectados con 10 pg/kg i.v. de GHRP.

Observamos una inhibicién de la secrecidn de
GH inducida por el GHRP en las ratas estrcgenizadas.
Los valores en los tiempos 10'y 15'son respectivamen-
te : 162128 wvs 64%16 ; 226131 vs 64%17 ng/ml
mediatsem.

*** p<0.01
*%*x%k pP<0.001
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GRAFICA 26

Efecto de 1la BBS sobre la secrecidon de GH
inducida por GHRP en la rata tratada crénicamente con
estrogenos.

Comparamos dos grupos de ratas que han sido
tratadas durante 15 dias con una inyeccidén s.c. cada
3 dias de 250 ug de Estradiol. Un grupo se inyectd
con 10 ug/kg i.v. de GHRP (n=9), vy el otro con la
misma dosis de GHRP mas 100 pg/rata de BBS.

Observamcs como la BBS produce en este caso
una potenciacion de la secrecién de GH por el GHRP.
Los valores son respectivamente: 151*28 vs 77%15,
138+24 wvs 64+16, y 122421 vs 64*17 ng/ml nediatsen,
para los tiempos 5', 10, y 15°'.

* p<0.05
** p<0.02
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GRAFICA 27

Evolucidon de la secrecidn de GH estimulada por
GHRP con la administracion aguda o crénica de E2.

Comparacioén entre una unica dosis de E2 3 dias

antes, o 5 1inyeccicnes durante 15 dias (1 cada 3
dias). La dosis es la misma: 250 ug s.c. de Estra-
diol.

Observamos como aungque la administracidn aguda
de E2 no modifica la secrecidén de GH estimulada por
GHRP, la administracidén crdnica produce una signifi-
cativa disminucidn de éste estimulo.

** n<0.02
*%k* p<0.01
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GRAFICA 28

Efecto de 1la administracion de T3 sobre la
secrecion de GH estimulada por el GRF.

Comparamos un grupc de animales gue fué inyec-
tado diariamente durante 5 dias con 75 pg de T3 s.cC.
con otro grupo gue no tuvo tratamiento (n=7, n=9),
Posteriormente a ambos se les inyecta la misma dosis
de GRF: 1 ug/kg i.v.

Observamos una drastica reduccion de la esti-
mulacidén de GH por el GRF, en las ratas tratadas con
T3. Los valores son 168118 wvs 34%x8; 132x20 vs 29%7;
73%19 vs 29t+5 ng/ml mediatsem, respectivamente para
los tiempos 5', 10'y 157,

* p<o.05
*x%* p<Q,001
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GRAFICA 29

Efecto de 1la BBS sobre la secrecion de GH
inducida por GRF en la rata tratada con T3.

Comparawas ..dos ..grupos de animales tratados
durante 5 dias con una inyecciodn s.c. diaria de 75 ug
de T3. Un grupo (n=9 ) recibe 1 ug/kg i.v. de GRF, vy
el otro (n=8) la misma dosis de GRF mas 100 pg/rata
de BBS,.

La BBS no produce modificacién de la secrecion
de GH estimulada por el GRF en estas condiciones.
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GRAFICA 30

Efecto de la administracion de diversas con-
centraciones de BBS y GRF, en cultivo monocapa de
ceélulas adenohipofisarias, sobre la secrecicén de GH.

Comparamos el efecto de la BBS (10 a la -10,
i0 a la -9, 10 a la -8, 10 a la -7, 10 a la -6 M) y
estas mismas concentraciones de BBS mas GRF,
10 a la -9 M.

Observamos gque la BBS por si sola estimula la
secrecién de GH (todos los valores por encima del
control}) en forma dosis dependiente, y que este efec-
to es aditivo al del GRF, que potencia claramente
esta respuesta cuando se anade a la BBS.

Los valores maximos (BBS 10 a la -6) vs ( BBS
10 a la -6 + GRF 10 a la -9) son respectivamente:

1665 vs 229%11 ng/ml mediazsen.

kkk% p<0.001.
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DISCUSION

I. DATOS DE LA GASTRINA

A) EXPERIMENTOS IN VIVO

En el ano 1.986, un miembro de nuestro grupo,
el Dr. Garcia-Rojas, realizé un estudio sobre 1la
influencia de la gastrina (GAS), en la secrecién de

la hormona de crecimiento.

Encontré gque en la rata, se producia una pe-
quenhia, -aunque significativa-, respuesta secretoria de
GH tras la inyeccidén i.c.v. de GAS (236) , con una
dinamica de respuesta diferente a la encontrada por
Vijayan (207), en el d4nico trabajo internacional que
existe publicado sobre este tema. El Dr. Garcia-Rojas
encontraba un pice de respuesta a los 10' que descen-
dia rapidamente a niveles basales, mientras que Vija-
yan empezaba a apreciar respuesta de GH sobre los
15', manteniéndose 1los niveles elevados aun despues
de una hora.

Ya gque las experiencias del Dr. Garcia-Rojas
estaban hechas en ratas anestesiadas con uretano, un
modelo experimental que puede ser problematico a la
hora de encontrar respuestas de GH por sus condi-
ciones intrinsecas, nos decidimos a investigar la
influencia de la gastrina sobre la hormona de creci-
miento en otros modelos alternativos que permitieran
amplificar la respuesta, Yy en su casc investigar
sobre los mecanismos implicados en ella.
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No ha sido posible, vya gque no hemos encontrado
respuesta de GH en ninguno de los modelos experimen-—
tales empleados.

Iniciamos nuestros experimentos usando animales
anestesiados con pentobarbital, un modelo unanimemen-
te adnmitido como sensible a las respuestas de GH.E1
primer ensayo usando esta anestesia se hizo adminis-
trando GAS 1.v. (S pg/rata). Como se muestra en la
grafica 1, no hemos hayado respuesta. Estos datos son
concordantes con 1los de Vijayan (207) gue tampoco
encontrd modificaciones en estas condiciones.

Es comun que péptidos gue actuan por via sisté-
mica sean inactivos en administracién central y vice-
versa (237), por lo que decidimos usar la administra-
cidén i.c.v. para continuar los experimentos.

En 1la rata anestesiada con pentobarbital, 1la
administracién 1i.c.v. de 5 upug/rata de GAS, tampoco
modificé 1la secrecidén de GH respecto a su control
(Grafica 2).

Es sabido, que la rata tiene un patroén especi-
fico de secrecidén de GH, en el gue cada 3 horas se
producen picos de amplitud variable, que alternan con
periodos en que las concentracicnes de la hormona son
practicamente indetectables (47). Tanto la anestesia
con uretano como con pentobarbital inhiben estos
pulscs, estabilizando los niveles basales (238), si
bien existen diferencias entre ambas.

La anestesia con uretano induce la liberacidn
de SS por sus nucleos productores, c¢on lo que los
niveles de SS en sangre portal son muy altes y 1los
niveles basales de GH pueden llegar a ser indetecta-

bles (239). Con el pentobarbital en cambio, los ni-
veles de 5SS portal son mucho menores y por tanto los
basales mas altos (240). Mientras que en la rata
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anestesiada con pentobarbital, 1la estimulacidén eléc-
trica del hipotdlamo incrementa los valores de GH,
este efecto no se produce en la rata uretanizada
(239), lo gue también se atribuye a la hipersecrecién
de SS. Es mas Stachura y cols. (241), han inhibido 1la
secrecidén basal de GH con concentraciones de S5 mas
bajas en sangre portal (409.8 pg/ml), dque las gue
encontraban (502.5 pg/ml) en ratas anestesiadas con
la misma dosis de uretano gque uso el Dr. Garcia-Rojas
( 150 mg/100 g peso) (239). Ambos anestésicos tienen
sin embargo un punto en comin: valores indetectables
de GRF en sangre portal (150,240).

A la vista de lo referido, los resultados del
Dr. Garcia-Rojas pocdrian esplicarse como una eleva-
cién pasajera de GH que se deberia a una liberacidn
de GRF inducida por los altos niveles de SS en vasos
portales, vya que comec hemos indicadeo, 1la 8§ y el
GRF, pueden modular reciprocamente su liberacidn, vy
valores hipotaldmicos muy altos de SS 1inducen la
liberacidn refleja de GRF y viceversa (172,173,174},
con la consecuente respuesta de GH.

Otros péptidos, gque como la BBS ejercen una
inhibicidén prolongada de la secrecidn de GH mediada
por SS, muestran también una pequena y transitoria
elevacién de la hormona bajo anestesia con uretano,
para después volver ( a los 15') a valores muy bajos
(220), efecto gue no se presenta en la rata conscien-
te o anestesjada con pentobarbital, donde la inhibi-
cion de la secrecidn basal de GH se manifiesta desde
el primer momento.

El hecho de que bajo anestesia con pentobarbi-
tal, no se detecte GRF en vasos portales, hace pensar
gque logicamente esté dificultada, cualguier respuesta
mediada por esta hormona estimuladora. Consecuente-
mente buscamos otro anestésico en el que el patrdn
secretorioc fuera similar a la rata sin anestesiar.
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La xilazina-ketamina (x-k), ya habia sido es-
tudiada por Plotsky y Vale en este sentido (240), que
observaron que los pulsos espontianeos de GH se mante-
nian, y coincidian con subidas de los niveles por-
tales de GRF, que a su vez coincidian o iban precedi-
dos de una disminucion de los niveles de SS.

Nosotros realizamos previamente a la adminis-
tracioén de gastrina un experimento en gue anestesian
do las ratas con x-k comprobariamos la existencia o
no de pulsatilidad con el anestésiceo, extrayendo
sangre cada 15 minutos durante 3 horas, tiempo duran-
te el cual necesariamente habria de producirse algun
pico secretorio. {Los datoes no se muestran). Compro-
bamos que la pulsatilidad ciertamente existia, vy
ademds, dado gque las ratas mantenidas en las mismas
condicicnes presentan los pulsos aproximadamente al
mismo tiempo, realizamos el experimento con gastrina
desfasando 30' el tiempo de administracién del pépti-
do con los picos secretorios, para evitar confusiones
de interpretacidén. Los resultados que se muestran en
la gréfica 3 indican claramente, que tampocco en este
modelo provoca la gastrina liberacidén de GH, a pesar
de la disponibilidad de GRF hipotalamico.

Sin embargo, y ya que los anestésicos "per se'",
modifican la accidén de los neurotransmisores cere-
brales, investigames los efectos de la gastrina en la
rata sin anestesiar. Para ello, usamos dos modelos
experimentales diferentes, a fin de gue uno pudiera
servir de control del otro, y minimizar en lo posible
los efectos que la propia metodologia, stress, etc,
pudieran ejercer sobre la rata.

El stress es el gran enemigo de este tipo de

experimento, ya que una rata estresada bloquea no
sclo su secrecidn basal de GH (242), sino la respues-—
ta a varios estimulos, entre ellos el GRF (47), a

cuya liberacicn se deben los pulsos. De hecho noso-
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tros realizamos un experimento, en el cual, un grupeo
de ratas recibid la dosis I.C.V. de gastrina inmovi-
lizdndolas en un tubo de metacrilato que deja al

descubierto 1la céanula i.c.v, {Pan-Lab, Barce-
lona) ,mientras que otro grupo de animales no se mani-
pulé. Ambos grupos fueron decapitados a los 15', y se

hizo coincidir el momentc de la decapitacién con un
pico secretorio. Los animales a los que se habia
inmovilizado mostraban una supresidén total del pulso,
de hecho los valores eran indetectables, mientras que
aquellos a los gque no se habia manipulado mostraban
los valores elevados normales de un pulso.

Para evitar este efecto, los animales eran
manipulados a diario dentro de sus cajas, a fin de
que se acostumbraran al manejo por el investigador, y
se disend el prolongador para inyectarlas i.c.v.
molestandolas lo menos posible y sin tener que inmo-
vilizarlas. Es mas, las ratas solo veian al investi-
gador en el momento de colocarles las prolongaciones
de canula i.c.v. en el caso de las decapitadas, o de
esta y 1la prolongacidn de la canula yugular en el
caso del "freely moving", tras lo cual se las dejaba
unos 15'-20' tranguilas, hasta el momento de intro-
ducir la substancia, y luego hasta el momento de las
extraciones, o de sacarlas de la caja para ser deca-
pitadas. La prueba de que el stress ha influido poco
en nuestro experimento es que todas las ratas del
modelo de decapitacién y practicamente todas las que
estaban en libre movimiento, presentaron picos secre-
torios en el momento esperado. ‘

Dos animales en freely-moving a los gque se
habia inyectado GAS i.c.v., Yy uno del grupo control,
no presentan pulsos espontaneos, sin que durante el
experimento los animales manifestaran signos de
stress, debilidad, anemia, etc. Los gue por los moti-
vos citados u otros cualquiera presentaron durante el
ensayo signos que nos hayan hecho dudar de la fiabi-
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lidad de los datos obtenidos, se han eliminado del
experimentc presentaran o no pulscs,

La anemia en concreto ha sido de frecuente
aparicién. Vijayan y otros grupos disponen de bombas
de infusiodon continua, lo que permite gque el volumen
de cada extraccidén sea muy pequeno (100 pul.); noso-
tros no disponemos de ellas y el volumen extraido
(200 u4l. x 10 extracciones), es importante (aproxima-
damente 1/4 de la volemia de la rata).

Finalmente en 1las ratas decapitadas se hizo
coincidir la administracidén de GAS con el comienzo de
un pico secretoric, buscando un posible efecto poten-
ciador del GRF, vya que los pulsos en la rata se
deben al citado péptido (61), mientras que en el
experimento en freely-moving, se ha desfasado en 1
hora la introduccidén de la GAS, con el momento espe-
rado para el pico. La dosis de GAS fué la misma en
ambos casos; 5 pg/ rata, disueltos en 10 pl de salino

Es obvio que en ninguno de los dos modelos 1la
gastrina tiene efecto sobre la secrecidén de GH (Gra-
ficas 4 ¥y 5). Es mds en las ratas decapitadas aparece
una diferencia significativa en el minuto 15 ‘'entre
los contreoles y las ratas inyectadas con gastrina,
presentando 1los primeros valores mas altos. Sin
embargo nosotros no interpretamos esto como una
supresion de la secrecidén de GH por la gastrina sino
como una consecuencia de los diferentes valores
aleatoriocs gue se encontraron en las ratas en ese
momento concreto, empezando un plico secretorio, ya
gue luego los valores se igualan entre las ratas gue
habian recibido gastrina y sus controles.

Los animales en "freely-moving", pulsaron en el
momento esperado, y los picos tienen igual amplitud
en el grupo con gastrina que en su control. Los
animales presentan los picos en un intervalo de 40!,
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un poco mayor de lo publicado por otros autores
(243), 1lo que nosotros atribuimos a la diferencia en
la toma de tiempos. Lo ideal seria, extraer los bolos
cada 15', pero nosotros lo hicimos cada 20'para mini-
mizar en lo posible el volumen de sangre extraido.
También puede deberse a pequehas variaciones horarias
en el comienzo de la prueba, o a las propias diferen-
cias individuales de cada rata. En cualquier caso
estas diferencias son pegquehas y no pensamos que
sean significativas (15'-30,'vs 40').

En este punto nuestros valores si son discre-
pantes de los reportados por Vijayan y sus colabora-
dores (207), que encuentran que la administracidn
i.c.v. de GAS,en la rata sin anestesia, produce una
curva ascendente de liberacidén de GH gque aun se
mantiene elevada a los 60

Sin embargo los modelos empleados no son exac-
tamente iguales. El grupo de Vijayan usa de modo
habitual ratas hembras ovariectomizadas para sus
experimentos mientras gque nosotros hemos usado ma-
chos, Yy ellos canulan en el tercer ventricule mien-
tras gque nosotros lo hemos hecho en un ventriculo
lateral.

Tanto nuestros propios datos, como otros de la
literatura, muestran que los estroégenos pueden modi-
ficar la secrecion de GH, encontrandose en concreto

gue "in vivo", pueden ejercer un efecto supresor
sobre la secrecidn de GH, y disminulr la respuesta de
esta al GRF (244). Una hembra ovariectomizada tiene

unos valores de estrégenos menores que un macho, y su
respuesta al GRF es mayor que la de una hembra intac-—
ta (244).Por lo tante, las hembras ovariectomizadas
tendrian una mayor facilidad para secretar GH que un
macho, Yy la gastrina, un estimulo poco potente, po-
dria inducir liberacidén de GH en una hembra castrada
Yy neo en un macho.
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Por otro lado, la colocacidn de las canulas
i.c.v. también puede influir en los resultados. Hace
3 anos, Gloria Tannembaun (245), mantuvo una polémica
con Vijayan y Mc. Cann por este motivo. La primera
encontraba una supresidn dosis-dependiente de GH al
inyectar en el ventriculo lateral izquierdo diversas
cantidades de GRF, mnmientras que los segundos encon-
traban gque dosis bajas inhibian la secrecidén de GH
(el circuito ultracorto de requlacién de GRF y S8§)
mientras que dosis tan pequenas como 200 y 2.000 ng,
inducen una signigficativa elevacién de los niveles
de GH (174).

Es evidente que la colocacidn de la canula en
el 3V, minimiza los efectos que pueda tener la
substancia introducida sobre otras zonas cerebrales
como cortex, hipocampo o anigdala, cuando se coloca
la canula en un ventriculo lateral, desde donde pueda
difundir a las mencionadas zonas via LCR. Estas zonas
tienen conexiones con el hipotalamo, con lo que po-
driamecs ocultar en parte la accidén hipotalamica di-
recta de la substancia. Los efectos que la adminis-
tracidén asimétrica de una substancia, pueda producir
en el cerebro son también dificiles de evaluar.

En cualquier caso, tantc el hipocampo como la

amigdala, y algunos nucleos mesencefalicos tienen un
efecto liberador de GH cuando sus neuronas son esti-
muladas eléctricamente (208) , y ademas, desde un

ventriculo lateral, una substancia puede difundir
rapidamente a) tercer ventriculc y viceversa, y mas
aun en nuestro caso, donde el volumen del vehiculo en
gue se disolvieron los 5 ug de GAS (10 pl), es mayor
gque en el caso de Vijayan (3 ul), y desde agqui
sequir una via comun a través de la glia de la EM
hacia los vasos portales para actuar directamente en
las células somatotropas, o bien producir un efecto
en hipotalamo (los nucleos productores de GRF estan
en 1intimo contacto con las paredes del 3V), para
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actuando sobre éste producir un efecto hipoefisario
indirecto. En nuestro caso no se han producide nin-
guno de estos dos efectos sobre la liberacidén de GH.

No somos los primeros en encontrar resultados
diferentes a Vijayan y Mc.Cann, Yy atribuirlos a las
diferencias metodoldgicas. Mientras que los citados
autores, (246) encuentran gue pequenas dosis de
substancia P (SP) administrada i.c.v. en el 3V de una
hembra ovariectomizada induce una elevacidén duradera
de los valores de GH, Chihara y sus cols. (247), han
encontrado una supresién significativa y tambien
duradera de los niveles de GH tras inyectar la SP en
un ventriculo lateral de un machoc.

En el trascurso de este ano la Dra. Carmen
Barros, ha realizado experiencias con colecistogquini-
na (CCK), de cuya semejanza con la molécula de GAS ya
hemos hablado, en un modelc experimental idéntico al
nuestro. Este péptido también ha sido descrito por
Vijayan como estimulador "in vivo" de la secrecidn de
GH en la rata (248). Los resultados de la Dra. Barros
(comunicacioén personal) no encuentran efecto alguno
sobre GH tras la administracidén central o periférica
del péptido en ratas macho anestesiadas con pentobar-
bital.

En definitiva creemos gue los resultados obte-
nides por Vijayan en su modelo experimental, noc son
superponibles a los encontrados por nosotros u otres
investigadores que usen modelos parecidos al nuestro,

Pensamos, no obstante, 9que son necesarios
estudios mas profundos sobre la biologia de estos vy
otros neuropéptidos, y de sus acclones sobre el
S.N.C. para evaluar estas diferencias.
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2. EXPERIMENTO IN VITRO

Nuestros datos no muestran efecto alguno de la
GAS sobre la secrecidn basal ni estimulada por el GRF
de GH en cultivos monocapa de células AP.

Las diferentes concentraciones de GAS anadidas
al cultivo muestran valores idénticos al control, vy
la estimulacidn gue provocan diversas concentraciones
de GRF, estadisticamente significativas (10 elevadoc a
-11 p<0.001; 10 elevado a -9 p<0.01; y 10 elevado a -
7 p<0.01) respecto al control, no se mnmodifican ni
positiva ni negativamente por la adiccidén al GRF de
GAS a la concentracion maxima empleada (10 elevado a
-5), (Grafica 6).

En este apartado nuestros datos son concordan-
tes con los de Vijayan, que tampoco encontré modifi-
caciones de la secrecidén de GH "in vitro" por la GAS.

Por 1lo tantec la GAS tampoco tendria efectos
directos hipofisarios, ni por si misma ni potenciando
el GRF sobre la secrecidn de GH.

En resumen, en ninguno de los modelos que se

han usado "in vivo" o "in vitro", con o sin anestesia
la GAS ha producido cambios.

II. DATOS DE LA BOMBESINA.

A) . EXPERIMENTOS IN VIVO.

1l.EFECTO DE LA BBS SOBRE LA SECRECION DE GH BASAL
Y ESTIMULADA POR EL GRF.

William Murphy (220), dejo establecido hace vya

tres afios, gque la BBS, ejerce un prolongado efecto
inhibidor sobre la secrecidén basal de GH en la rata.
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Este efecto se producia tanto tras inyeccidén 1i.p.
como s.c¢. del peptido, es dosis-dependiente en un
rangc de 0.008-25 ug/100g. peso, Yy su duraciodén so-
brepasa 1los 90' con una dosis de sdélo 10 ug/100 g de
pesc via i.p. La inhibicidn de la secrecidn de GH, se
acompaha a los 60' de liberacion de gastrina. A
dosis mayores (100 ug/rata) la BBS inhibe ademas de
manera consistente la secrecidén de GH estimulada por
el GRF. Estos efectos estan mediados por la SS, vya
gque se revertian tras la administracion previa de
anticuerpos anti-SS.

Esta inhibicidn se producia tanto en ratas
anestesiadas con pentobarbital como en animales-
conscientes sin anestesia, rechazando por tanto el
posible papel de los anesteésicos. Los efectos de 1la
BBS en ratas anestesiadas con uretano, vya han sido
anteriormente discutidos.

De acuerdo con los datos anteriormente citados
nuestros resultados muestran claramente gque la BBS
inhibe de manera significativa la secrecion de GH
inducida por el GRF (media * SEM: 168+19 vs 8320
ng/ml respectivamente, p<0.02). (Grafica 7). También
encontramos valores inferiores al control en la se-
crecion basal de GH, si bien moviéndonos en valores
tan bajos de basales (1-5 ng), y con varias ratas con
concentraciones por debajo del nivel de sensibilidad
del RIA (0,1 ng) a las que se otorga ese valor, es
dificil postular ningun efecto (Grafica 8). En las
condiciones en que nosotros hemos realizado este
experimento, las diferencias entre las ratas tratadas
con BBS y su control no son significativas.

Ya que la SS inhibe considerablemente la secre-
cidén de GH estimulada por el GRF y basal (184), y que
la BBS ejerce su efecto a través de dicho péptido,
nuestros resultados tienen facil explicacidén. De
hecho las dosis inhibitorias de BBS usadas por Murphy
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(220), son similares a las dosis molares de SS usadas
por el mismo autor en un modelo experimental similar
para 1inhibir la secrecion basal de GH (249). Sin
embargo, 1la duracidén del efecto inhibidor es mayor
con la BBS, un hecho gue debemos resaltar dada 1la
cortisima vida media de los neuropéptidos circulantes
(minutos en el mejor de los casos). Es posible que 1la
BBS estimule de forma todnica y continuada la secre-
cioén de SS, a lo que deberia la mayor duracion de su
efecto supresor.

El efecto de la BBS scobre la S5, parece ser
especifico hipotalamico. No se ha encontrado ningun
efecto de la BBS sobre la liberacidén de S5 en diver-
sos tejidos gastrointestinales en perfusidn continua,
(250), y el hecho de que la inhibicidn de GH se acom-
pane de liberacidn de gastrina, también habla en
contra del papel de la SS intestinal (220,251).

De forma definitiva, Abe y su grupo (252) de-
mostraron que la inyeccién i.c.v. de BBS, se acompana
de un incremento de SS en sangre portal hipofisaria.
Este incremento es dosis dependiente en un rango
entre 0.2 y 2 pg/rata. Sin embargo, incluso a la
dosis maxima, los cambios en la SS portal no tienen
un reflejo en sangre periférica. Los valcores de SS en
sangre portal y vena yugular (mediatsem) son respec-
tivamente 2.012%368 pg/ml y 51+8 pg/ml, lo que indica
claramente el origen hipotalamicc de la SsS.

En este mismo trabajo ({252) se demuestra que la
BBS 1i.c.v. abole por completo los incrementos de GH
inducidos por la fi-endorfina y disminuye considera-
blemente la estimulacidén por PGEl. Ambos estimulos

parecen estar mediados por el GRF (71,253), por 1lo
gue parece logico el efecto de la BBS, mas teniendo
en cuenta la alta dosis (2 ug/rata), dada 1la via

central de administracidén, comparada con las dosis
sistémicas empleadas por Murphy(61).
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A favor del efecto somatostinérgico de la BBS
estd también el trabajo de Kabayama (254), donde
también tras inyeccioén i.c.v. de GRP, se suprime por
completo 1la respuesta de GH al GRF. Este efecto
inhibitoric estd muy atenuado si se administra pre-
viamente cysteamina, cuya accidn sabemos que es la
deplecion de la SS endégena (255,256) o suero anti-
55.

En ninguno de estos dos trabajos (252,254) se
hace mencidén a la inhibicidén sobre la secrecidén basal
de GH, si bien el empleo en sus experimentos de ratas
uretanizadas, con los valores tan bajos que ello
supone en las basales, dificultaria,-como en nuestro
caso-, apreciar dicho efecto.

La 1inyeccidon periférica de BBS provoca una
elevacion de los niveles plasmaticos de glucosa in-
cluso a dosis muy bajas (219,220). Podria pensarse
por tanto gue los efectos supresores del péptido
sobre la GH se produjeran como respuesta a la hiper-
glucemia. Sin embargo, la hiperglucemia también apa-
rece en ratas a las que se ha tratado con suero anti-
55, donde el efecto supresor de la GH por la BBS no
se produce (61), lo que indica claramente gque 1los
cambios en la glucosa plasmatica son independientes
de 1los efectos de la BBS sobre GH. Adenas de forma
diferente al humano, la glucemia no parece tener un
papel importante sobre la secreciodn de GH en la rata.
En 1.979, Gloria Tannenbaum, demostrdé que el ciclo
circadiano de GH se mantenia sin alteraciones en
ratas con niveles de glucosa cuatro veces superiores
a los normales (243).

Los <cuerpes celulares de las neuronas que con-
tienen BBS se encuentran en intimo contacto con las
neuronas inmuncreactivas a SS (215). Es mas, anali-
zando la localizacidn subcelular de la bombesina en
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el cerebro de la rata (217), se ha comprobado que 1la
fraccién de mayor entidad se encuentra en los sinap-
tosomas, Yy que esta BBS puede liberarse de cortes
hipotaldmicos de una forma Ca++ dependiente.

Ia disposicidén de la BBS en el SNC de la rata
es pues la tipica de un neurcotransmisor/neurcmodula-
dor, Y los datos apuntan a gque jugaria un papel
fisioldgico controlando la liberacidn hipotalamica de
5S.

La evidencia de gue la BBS tiene un efecto
fisioldégico en la inhibicidén de la secrecidén de GH en
la rata, ha sido recientemente aportada por Kentroti
(257) . La inyecciodn i.c.v. de un suero anti-GRP alta-
mente especifico, resulta en una elevacidén de 1los
niveles de GH que comienza a las 3 horas, mante-
niéndose significativamente altos (mas de dos veces
sobre el control) 24 horas después. Una segunda inye-
ccion del anticuerpo , a la nmisma dosis, un dia
después de la primera, repite y aumenta en duracidn y
amplitud estos efectos. Queda pues claro que el GRP
(sus similitudes con la BBS ya se han mencionado), es
en la rata un importante neurcomodulador de la funcidén
AP, cuya accion primera seria inhibir la secrecidn de
GH.

En contraposicion a su importancia en la rata,
en el hombre, 1la infusidén continua de BBS 1i.v. no
produce cambios sobre la secrecién de GH (258).

2.EFECTO DE LA BBS SOBRE LA BECRECION DE GH ESTI-
MULADA POR GHRP-~6.
El GHRP-6 (His-D Trp-Ala-Trp-D Phe-Lys-Nh2) es

un hexapéptido sintético, gue se ha mostrado como un
potente liberador de GH tantc "in vivo" como "in
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vitro". Su accidn sobre GH es especifica, vya gque la
liberacién de GH no se acompana de la de otras hormo-
nas hipofisarias como TSH, IH,FSH o PRL, y puede
tener una significacién fisioldgica, vya que la libe-
racion de GH que se produce en la rata como conse-
cuencia de la administracidén continuada del péptido,
se traduce en una significativa ganancia de peso
corporal (227).

Sus nmecanismos de actuacidn tantc "in viwvo"
comc "in vitro" son independientes de los del GRF
(228,229). En células AP en cultivo los efectos de

ambos secretagogos son aditivos inclusc a dosis maxi-
mas (229).

Sin embargo la secrecidén de GH inducida por
anbos péptidos tiene un punto en comuin: el ser sensi-
ble a la inhibicién por la SS, "in vivo" e "in vi-
tro".La secrecién de GH por GHRP puede ser inhibida
de forma dosis-~dependiente hasta llegar a indetecta-
ble por la S88-14 y fundamentalmente por la $5-28, a
la que sesulta mas sensible (227).

Por lo tanto, es ldgico que conociendo el meca-
nismo de actuacidén de la BBS, la secrecién de GH
estimulada por GHRP se encuentre disminuida en nues-
tros experimentos (226131 vs 96210 ng/ml, media*SEM,
p<0.001), por la BBS. {Grafica 9).

Los razonamientos aplicados sobre la secrecion
de S5 por la BBS, en relacion ccon el GRF, son por
tanto igualmente validos en este caso, si exceptuamos
la influencia gue sobre la liberacidén de GH por GHRP
pueden tener factores metabodlicos, como la hiper-
glucemia que produce la BBS, cuyo efectoc es conmpleta-
mente desconocido por ahora
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3.EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES (GLC) SOBRE LA
SECRECION DE GH INDUCIDA POR EL GRF. MODIFICACION
DE LOS EFECTOS DE LA BES.

Los estudios existentes tanto "in vivo" como
"in vitro" sobre el papel que los GLC desempenan en
la neurorequlacién de la GH han aportado datos con-
flictivos.

Los tratamientos de larga duracidn de células
AP "in vitro" con GLC, incrementan la transcripcioén
del gen de la GH (99,259), 1la sintesis de la hormona
(260), el nuimero de receptores para GRF (96) y conse-
cuentemente las respuestas de GH a su hormona estim-
uladora (95,261). Sin embargo, los tratamientos de
corta duracion disminuyen la secrecidn basal de GH, y
la respuesta de las celulas somatotropas al GRF
(261) .

Similarmente, las ratas tratadas con GLC "in
vivo", pueden mostrar secrecidén basal de GH reducida
(260), respuesta reducida a la hipoglucemia indulini-

ca vy escasa actividad hipotalamica liberadora de GH
(262), respuesta aumentadas (263) o bien disminuidas,
de GH al GRF.

Nuestros datos muestran que la administraciédn
de una scla dosis de Dex (4 mg/kg), inhibe considera-
blemente la respuesta de GH al GRF (168118 vs 86111
ng/ml, media*SEM, p<0.001) (Grafica 10), mientras que
no se modifica esta respuesta cuando el corticoide es
administrade c¢ronicamente (lmg/kg durante 21 dias)
(Grafica 11). En el primer caso , la BBS no es capacz
de reducir mas la inhibicidén gque ya han provocado los
GLC (Grafica 12), mientras gue en el segundo se
comporta como en el control, inhibiendo significati-
vamente la respuesta de GH al GRF (269%#30 vs 128%31
ng/ml, media+SEM, p<0.01) (Grafica 11).
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Independientemente de las diferencias metodolo-
gicas (dosis y tipo de GLC, duracidén de los trata-
mientos ) , parece claro que los corticoides tienen
una dualidad de efectos en el control de la secrecidn
de GH, ya que mientras facilitan 1la secrecidén vy
sintesis a nivel hipofisario, tienen un efecto inhi-
bidor central. La dosis y duracidn del tratamiento
puedan ser criticos para determinar cual es el efecto
predominante.

Los efectos en humanos normales, también sugie-
ren esta afirmacién. Asi mientras gque los tratamien-
tos de dosis unica incrementan la respuesta de GH al
GRF ,los tratamientos prolongados, aboclen por comple-
to la responsividad de la GH (233).

Recientemente Nakagawa y cols. (260) han suge-
rido que uno de los mecanismos implicados en la
disminucion que leos glucocorticoides producen en la
secrecidén de GH estimulada por GRF seria la libera-
cion de SS por el hipotalamo. Encontraron gque 2
grupos de sus ratas tratadas durante 3 dias con Dex.,
tenian un contenido hipofisario de GH mayor gque sus
respectivos controles, aungque los niveles plasmaticos
de GH fueron considerablemente mencres en las ratas
tratadas. Midiendo el contenido hipotalamico en SS de
estas ratas, comprobaron gue estaba muy aumentado, y
por contra el de GRF muy disminuido, o sea, escasa
actividad liberadora de GH. Aunque evidentemente no
puede establecerse un paralelismo absolutc entre un
contenido aumentado de S5, y la liberacidn aumentada
de 1la hormona por el hipotalamo, los datos apuntan
en este sentido, al menos en estados crénicos vy
subcroénicos.

En otro reciente estudio (264), se ha demostra-
do gque en las ratas hipotiroideas, en las gue la
sensibilidad de 1las ceélulas somatotropas al efecto
inhibidor de la 5SS estd disminuida, el tratamiento
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con GLC, 1incrementa la respuesta de GH al GRF. Los
GLC tienen un efecto estimulador neto en este grupo
de animales, que no se produce en ratas eutiroideas,
cuya sensibilidad a la S5 obviamente es normal. Toda
esta 1informacidn apunta a un papel mediado por SS en
la inhibicidn de 1la secrecidén de GH por GRF "in
vivo", tras la administracion aguda de Dex. Nuestros
propios datos también. El hecho de que la respuesta
al GRF, vya inhibida por la Dex no se modifique tras
la administracién de la BBS hace pensar que la BBS
no tendria efecto por ejercer su accidon por el mismo
necanismo gue la Dex, y el efecto fundamental de 1la
BBS "in vivo", es la liberacidén de SS hipotaldmica.

Para aclarar definifivamente este punto neutra-
lizamos la SS hipotalamica mediante un Ac altamente
especifico, y se trataron con ¢l dos grupos de ratas,
uno previamente inyectado con 4 mg/kg i.p. de Dex 3
horas antes, y otro al que se inyectd solucidn sali-
na. Las respuestas posteriores a 1 pg/kg de GRF
fueron idénticas en ambos grupos, revertiéndose por
completo el efecto inhibldor que sobre este estimulo
producia la Dex (Grafica 13).

Creemos ser los primeros en haber demostrado,
por tanto, que el efecto inhibidor "in vive"™ de les
GLC en administracidon aguda, sobre la secrecidn de GH
estimulada por GRF esta producido por la liberaciodn
de S8S en hipotdlamo.

Se ha sugerido también hace poco, un efecto
inhibidor hipofisario "in vitro", a la estimulaciodn
por GRF, tras la adicion de Dex al medic de cultivo,
registrado también tras corto espacio de tiempo (<4
h.)} (261).

Estos resultados, se han reproducido en nuestro
laboratorio, realizando el experimento en las mismas
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condiciones (comunicacidn persconal del Dr. B. Burgque-
ra). El mecanismo de esta inhibicién es desconocido,
aunque parece que los GLC actuarian a un nivel poste-
rior a los receptores, vya que la estimulacion de la
liberacién de GH por el dibutiril c-aMP, también se
encuentra disminuida en estas condiciones (88).

En cualgquier caso este efecto hipofisario di-
recto no se ha manifestadoc en nuestro experimento,
donde la inactivacidn de la SS, revierte por completo
la inhibicion que producen los GLC. Es posible sin
embargo, ¢ue la disminucién de los valores de GH que
se observan tardiamente ( minute 30 ) en nuestro
experimento se deban a la puesta en funcionamiento de
ests mecanismo.

Nuestros datos con GLC cronicos, no muestran
diferencias con los animales control, ni en la res-
puesta al GRF , ni en los efectos de la BBS sobre la

secrecidn de GH inducida por GRF. La BBS inhibe el
citado estimulo, mientras que los GLC por si solos no
lo alteran. Tratamientos de mas corta duracién (una
semana), que los empleados por nosotros, muestran un
aumento del estimulo ejercido por el GRF tanto en
ratas normales c¢omo en animales adrenalectomizados
{(263) . Estos resultados también han sido reproducidos
en nuestro laboratorio por el Dr. Burguera (comunica-
cidén personal). Por lo tanto, el efecto hipofisario
estimulador de los GLC seria superior al hipotalamico
inhibkidor tras una semana de administracién, y ambos
efectos se neutralizarian en tratamientos mas largos,
no modificandose en estos ni positiva ni negativamen-
te la secrecidn de GH por GRF. Asimismo, el tono
somatostatinérgico volveria a la normalidad, con 1lo
que la BBS puede actuar nuevamente liberando SS hipo-
talamica, inhibiendc consecuentemente la liberaciodn
de GH inducida por el GRF.
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4.EFECTO DE L©OS GLC SOBRE LA SECRECION DE GH ESTI-
MULADA POR GHRP-6. MODIFICACION DE LOS EFECTOS
DE LA BBS.

Nuestros datos muestran que la secrecidn de GH
inducida por GHRP estd sensiblemente disminuida tras
la administracién a corto (226+31 vs 48%+18 ng/ml,

mediat+tSEM, p<0.001) (Graficald4), o a largo plazo de
Dex (66361 wvs 104+18 ng/ml, mediat+SEM, p<0.001)
(Grafica 15). De hecho la inhibicién gue 1la Dex

produjo de manera aguda (con varios animales con
todos los tiempos indetectables), fué tan grande, que
para el experimento crénico se cambid la forma de
administracién del corticoide, haciéndola oral vy
durante menos tiempo, atenudndose asi algo sus efec-
tos, vy se aumentd la dosis de GHRP de 10 upug/kg a 10
nwg/rata {aprox. 25ug/kg). A pesar de ello la inhibi-
cién siguicé siendo de altisimo grado como muestran
los valores de los picos secretorios.

En ambos casos no obstante, la BBS puede poten-
ciar aun mas esta inhibicidén, hasta hacer que todos
los valores sean indetectables en administracion
aguda (48*18 vs 1.5%0 ng/ml, media*SEM, p<0.01) (Gra-
fica 16), o de disminuirla considerablemente en los
casos cronicos, aun en contra de una mayor dosis de
GHRP (104+18 vs 34*4 ng/ml, mediatSEM, p<0.001l) (Gra-
fica 17). Tanto la accidn de los GLC, como la modifi-
cacidén de este efecto por la BBS son pueés diferentes,
al ejercido por ambos factores sobre la secrecidn de
GH inducida por GRF.

Nuestros resultados son compatibles con un
efecto inhibidor directo hipofisario de la Dex sobre
la secrecidén de GH por GHRP, al que se sumaria el
efecto hipotaldmico liberador de 55 de la BBS. Un
efecto que ademas aumentaria con el tiempo, yva que la
inhibicidn de la secrecién de GH por GHRP es mayor en
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el caso de 1los tratamientos crdnicos que en los
agudos.

La hipétesis enunciada es dificil de demostrar.
La adiccidn de Dex a un cultivo de células AP, aumen-
ta la respuesta de GH a GRF, pero no modifica la de
GHRP (229), vy nosotros hemos mostrado que los GLC
liberan S8 hipotalamica, mecanismo por el cual ejer-
cen su inhibicidén de la secrecidn de GH por GRF. EI1
mismo efecto debe producirse por tanto en el caso del
GHRP.

Ahora bien, sabemos que el GRF es capaz de
inducir secrecién de SS por el hipotalamo (172), es
posible que el GHRP también.El mecanismo por el cual
esto se produce podria ser en el primer casoc compe-
titive y en el segundo aditivo a los efectos de 1la
BBS. También es posible que los GLC y BBS actuaran
sobre el mismo "pool" de 55, pero en el caso del GRF
noe se llegara a liberar totalmente ya gque en cierta
forma estaria "protegido" por el efecto estimulador
hipofisario sobre el GRF, lo que no se produciria en
el segqgundo caso, produciéndose un efecto liberador
muche mayor al sumarse los efectos de la Dex y la
BBS.

Por 1lo tanto pensamos que el efecto directo
hipofisario seria aditivo al de la liberacion de SS
hipotalamica, y este ultimo aditive a los efectos de
la BBS sobre la hormona inhibidora, que se pondria de
manifiesto al no haber efecto facilitador de los GLC
en hipofisis sobre el GHRP, 1lo que daria lugar a una
liberacion mayor de SS con la consigquiente dismi-
nucion de los niveles de GH.

Nos hace pensar asi ademas, el hecho de que la
inhibicidn de los GLC sobre la secrecidén inducida por
GHRP es mayor gque sobre la estimulada por GRF. Si
s6lo se produjera el efecto hipotalamico somatostati-
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nérgico, el grado de inhibicidn seria igqual, vya que
la sensibilidad de ambos estimulos a la S5 es muy
parecida {227).

5.EFECTQO DE LA ADMINISTRACION DE E2 SOBRE LA LIBE-
RACION DE GH POR GRF. MODIFICACION DEL EFECTO DE
LA BOMBESINA.

Es un hecho claro, el gque los esteroides se-
xuales modulan la secrecidén de GH.

En 1la rata, las diferencias que presentan na-
chos y hembras en el patrén secretorioc de GH, se
manifiestan a partir de la pubertad (63,265). Las
hipoéfisis de los machos tienen mayor contenido en GH
gque 1las de las hembras (266), la sintesis de GH es
igualmente mayor (267), y también es mayor el numero
de células somatotropas, vy la responsividad y sensi-
bilidad de estas al GRF (268). Podriamos decir que
la '"calidad" de 1las células productoras de GH es
mayor en el macho que en la hembra.

Abundando en este sentido, la secrecidn espon-
tadnea de GH, y los picos secretorios, son mas grandes
en el macho, y ldégicamente por tanto, las respuestas
"in vivo" al GRF. Aun mas la respuesta al péptido de
una hembra castrada es mayor gue la de una hembra
intacta (244).

Todos estos datos sugieren un efecto supresor
"in vivo" de los E2 sobre la GH.

Evans (269), en un interesante trabajo gque nos
parece de una gran limpieza metodcldgica, encontrd
que las células AP en perfusién continua, provenien-
tes de ratas que habian sido tratadas previamente en
vida con E2 y tetosterona, muestran respectivamente
una disminucion o un aumento de la respuesta de GH al
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GRF. Las respuestas de GH a otros estimulos como
isoproterenol, epinefrina y norepinefrina, de células
AP en perfusién son mayores en machos que en hembras,
lo gue hace suponer que la respuesta de las celulas
somatotropas de los machos es mayor también para 1los
estimulos S-adrenérgicos (270).

Fukata y Martin (271), no encontraron efecto
alguno ni de los E2 ni de la tetosterona en la secre-
cién de GH como respuesta al GRF, en cultivos monoca-
pa de células AP. En contraste Simard y Labrie,
usando un modelo experimental similar, observaron
guela adiccidn directa de estrdégenos, ha resultaba en
un incremento de la secrecidn basal y estimulada por
el GRF de GH, con niveles celulares aumentados de la
hormona {(272).

Los estudios en humanos no han aportadoc preci-
samente claridad a estas cuestiones. En mujeres se ha
encontrado una respuesta aumentada de GH a la argini-
na Yy 1la hipoglucemia insulinica (273), es mas las
respuestas a arginina son mayores durante la mitad
del ciclco, cuando mayocr es la produccién de E2.

Estos datos sugieren un papel facilitador de
los E2 en la secrecion de GH.

En contraste, son numerosos los trabajos donde
no se han hallado diferencias en las respuestas a GRF
entre hombres y mujeres (86), ni en estas a lo largo
del «ciclo (274), Yy Smals (87), encuentra gue esta
respuesta es mayor en los hombres.

Las concentraciones medias de GH durante el dia
se han medido mayores en mujeres que en hombres, vy
dentro de aquellas entre las mas Jjovenes (18-30
anos), por contra la amplitud de los pulscs, y la
cantidad de GH que se libera durante estos nao revela
diferencias sexuales (275). El tratamiento con E2 en
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el mono, aumenta tanto los niveles de GH comoc de Sm-—
C, lo que peodria explicarse como una significacioén
fisioldégica de 1la elevacidén de la GH, gque podria
tener wuna relevancia especial durante la pubertad
(276) .

En definitiva, los datos apuntan a un efecto
facilitador sobre la secrecidn de GH en los primates,
y a un efecto inhibidor en la rata.

Centrdandonos vya en la rata, es evidente 1la
influencia gue los E2 tienen sobre la secrecidn de
GH estimulada por GRF, aunque 1os mecanismos de ac-
cidén por los gue los E2 ejercerian sus efectos nc han
sido esclarecidos.

Pensamos que nuestros resultados pueden aclarar
un tanto estas cuestiones.

Tanto en tratamientos cortos como de larga
duracién, encontrames gque las respuestas al GRF estan
disminuidas en nuestras ratas estrogenizadas (168t18
vs 95+22 ng/ml, media*SEM, p<0.05) en tratamientos
cortos (Grafica 18) y en tratamientocs largos (218%56
vs 122422 ng/ml, media*SEM, p<0.01) (Grafica 19).

El efecto de la BBS esta cambiado en los dos
grupos de animales, produciéndose una potenciacion de
los efectos del GRF (122%+22 vs 229%75 ng/ml, mne-
dia*SEM, en tratamiento croénico, p<0.02, y, 95%22 vs
201*17 ng/ml, media*+SEM, en tratamiento agqudo,
p<0.01) (Graficas 20 y 21).

Es mas, en ratas tratadas con E2 la BBS por si
sola estimula la secrecidn de GH (506 vs 10+5 ng/ml,

mediatSEM, p<0.01) (Grafica 22).

Este efecto estimulador de la BBS en ratas
tratadas con estrogenos, ya habia sido reportado por
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Rivier (223), en ratas anestesiadas con uretano.
Murphy (220), 1lo reprcdujo simplemente anestesiando
las ratas con uretano, sin el pre-tratamiento con E2,
lo que, como ya hemos comentado, le indujo a pensar
en un efecto de rebote producido sobre el GRF por los
altos niveles de SS en sangre portal, vy debido por
tanto a la anestesia, y no a la propia BBS. Nosotros
demostramos gque esto no es asi, vya que el efecto
liberador de 1la BBS se produce en nuestras ratas
anestesiadas con pentobarbital, De hecho la BBS ejer-
ce en la rata estrogenizada el mismo efecto que en
nuestros datos "in vitro": liberacion de GH y poten-
ciacién de los efectos del GRF. Esta dualidad de
efectos de la BBS podria modularse por las senales
perifericas, Yy en el caso concreto de los E2, seria
el efecto facilitador el que prevalece,

Aungque los datos sobre la accidén inhibidora de
los E2 sobre GH apuntaban a un efecto hipofisario
directo, mucho se ha escritc también scbre el posible
papel que pudieran jugar los péptidos hipotalamicos,
concretamente la SS. Se ha postulado (268), gque los
mayores picos secretorios de GH, se deberian en el
macho a una menor responsividad o a una sensibilidad
disminuida de las células somatotropas a la SS, o
incluso gque la SS podria tener un papel en los dife-
rentes patrones sexuales de secrecidn, y que 1los
pulsos mas amplios de los machos se deberian a una
secrecion disminuida de S5 en ellos (277). Nuestros
resultados contradicen esta hipodtesis. Pensamos dque
los efectos de los E2 se producen directamente en
hipofisis, por un mecanismo desconocido si bien el
hecho de ser diferente para uno u otro estimulo puede
hacer pensar gque actien a nivel de receptores distin-
tos.

Al margen de esta inhibicion el tono somatosta-

tinérgico estaria alterado en las ratas estrogeniza-
das, en el sentido de que la SS no podria liberarse (
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esta seria la razdén por la que la BBS actuaria a
nivel hipofisario ), esto es, 1los E2 modificarian o
inhibirian la cadena neuronal hipotalamica que pone
en marcha la liberacidén de SS, impidiendo gque esta se
produzca, razon por la cual la BBS que encontraria
cortados los mecanismos de su accidn predominante -la
liberacién de SS hipotalamica-, actuaria a nivel
hipofisario.

Podria pensarse también gue la accidn inhibido-
ra de los E2 sobre GH esta mediada por la liberacidn
de SS por el hipotalamo, y gue el mecanismo por el
cual esta SS se libera fuera competitive con la BBS y
mas potente en el caso de los E2, con lo que la BBS
tampoco podria actuar a nivel hipotalamico y lo haria
a nivel hipofisario. Nuestros resultados con el GHRP
van en contra de esta hipdtesis y a favor de la
anteriormente enunciada.

6.EFECTQ DE LOS E2 SOBRE LA SECRECION DE GH ESTI-
MULADA POR GHRP-6. MODIFICACION DE LOS EFECTOS
DE LA BBS.

El efecto de los E2 sobre la secrecidén de GH
inducida por el GHRP es diferente al producido sobre
la secrecién estimulada por GRF.

En tratamientos <c¢ortos, 1la secrecidn de GH
estimulada por el péptido no se modifica y la BBS no
ejerce ningun tipo de accidén (Graficas 23 y 24).

Cuando los E2 se administran de forma prolonga-
da, la liberacidén de GH por GHRP esta considerable-
mente disminuida (227431 vs 77115 ng/ml, media*SEM,
p<0.001) y la BBS potencia claramente el efecto esti-
mulador del GHRP (77%15 vs 151:t28 ng/ml, mediatSEM,
p<0.02) (Graficas 25 y 26).

182



El hecho de que la administracidén de E2 por
corto espacio de tiempo no modifique la secrecidn de
GH por GHRP y que la adicion de BBS no tenga ningun
efecto, ni inhibidor ni estimulador, pensamos gue
ratifica las hipétesis que ya hemos expuesto sobre
los mecanismos de actuacidn de los E2. El1 efecto
seria directo hipofisario, pero la actuacidn de los
E2 sobre los receptores de GHRP u eotro lugar especi-
fico de accion seria mas lenta, no efectuandose al
principio, para producirse de forma neta a las 2
semanas, donde la secrecidn estimulada por GHRP esta
ya claramente inhibida (Grafica 27).

La liberacidn de SS hipotalamica, ya esta alte-
rada sin embargo desde el primer momento. La BBS no
puede liberar SS, pero los E2 tampoco, pués en otro
caso la secrecidén inducida por GHRP tendria que estar
disminuida, ya que como hemos hecho notar ampliamen-
te, el efecto estimulador de GH por GHRP, es inhibi-
do por la S5 (227). Es posible que el mecanismo por
el cual la BBS estimule en hipdfisis la liberacidn de
GH (que ya hemos indicado que es independiente del
GRF), interaccione o sea competitivo con el mecanismo
por el que produce su liberacion el GHRP, vy por lo
tanto, dado gque en cualquier caso la accidén esti-
muladora neta de la BBS por si sola no es muy poten-
te, no se produzcan efectos aditivoes al GHRP, en
estos tratamientos cortes.

Sin embargo cuando el efecto estimulador del
GHRP ya se encuentra considerablemente disminuido, el
efecto potenciador de la BBS se manifiesta con clari-
dad, 1lo que podria interpretarse como ya hemos dicho
por actuar ambas substancias por el mismo mecanismo
de actuacién, o sobre el mismo "pool" liberable de
GH.

Los estudios de Bicknell (278) en cultivos AP
de pituitarias bovinas donde tanto la BBS como el
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GHRP estimulan la secrecion de GH de manera indepen-
diente pero no con efectos aditivos, hablarian a
favor de nuestra hipétesis, confirmando que ambas
substancias estan actuando directamente en la hipofi-
sis.

La secrecidén de GH inducida por GHRP-6, depende
en cierto grado del sexo (228). Las respuestas de GH
al secretagogo son mayores en ratas menores de 15
dias, que en animales de 21 dias y mayores, gque con
la diferenciacion sexual, vya presentarian el patrdn
secretorio propio de macho o hembra.las respuestas
antes de los 21 dias son mayores en machos gue en
hembras, mientras que estos efectos se invierten al
aparecer la pubertad, a partir de la cual las hembras
tienen mayores respuestas, lo que sugiere un efecto
favorecedor de los esteroides sexuales sobre la esti-
mulacion por GHRP de GH.

Estos datos parecen contraponerse a los nues-
tros, pero en realidad son dificilmente comparables.
Las dosis de GHRP empleadas por Sartor y sus colabo-
radores son de 15 a 25 veces mayores que las emplea-
das por nosotros, vy ademas los animales puberes fue-
ron tratados con Fla 63 (Bis (4-metil 1- homo-pirazi-
nil-thiocarbonil) disulfide), un inhibidor de la B-
hidoxilasa que estabiliza los niveles de GH inhibien-
do la secrecidén pulsatil, y gue los mismos autores
reconocen tiene complejos efectos sobre la respuesta
de GH al GHRP-6.

En definitiva, el efecto de los E2 sobre la
estimulacion de GH por GHRP no esta claro, y se
necesitarian posteriores estudios sobre receptores,
catecolaminas, y otros factores gque puedan modular 1la
secrecidén de GH para intentar explicarlos.

Resumiendo, los E2 tendrian un efecto inhibidor
hipofisario sobre la secrecidn de GH por GRF gue se
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manifiesta rapidamente manteniéndose inalterade al
menos en el tiempo estudiado por nosotros. Sobre la
secrecion por GHRP su efecto seria diferente, también
directo hipofisario, pero tiempo-dependiente necesi-
tando mas dias para manifestarse, aungue la inhibi-
cidén de la secrecidn ya es clara a las dos semanas.
Desde el primer momento se afecta la liberacidén de SS
por hipotdlamo, efecto que se mantiene durante al
menos dos semanas, Yy gue seria el causante de que la
BBS actuara a nivel hipofisario.

Pensamos de todas formas, que dada la gran
dispersién de datos reflejada en la literatura, se
hacen necesarios mas experimentos tanto anadiendo SS
enxdgena como con Ac anti-SS para elucidar definiti-
vamente cual es el papel desempenade por los E2 en la
neuroregulacién de la GH.

7.EFECTC DE LA ADMINISTRACION DE T3 SOBRE LA LIBE-
RACION DE GH POR GRF. MODIFICACION DEL EFECTO DE
LA BBES.

La sintesis y secrecidén de GH estan en intima
dependencia de las hormonas tiroideas tanto "in vivo"
como "in vitro™.

El hipotircidisme primario se asocia con dismi-
nucioén de la sintesis y contenido hipofisario de GH

(279) ,niveles plasmadticos disminuidos de GH (280), vy
respuestas reducidas de GH al GRF (264,280,281). Por
contra la administracidn de T2 incrementa la tran-

scripcion del gen de GH, los niveles de GH m-RNA, vy
la sintesis y secrecicdn de GH (99,100,282). El trata-

miento con T3, incrementa ademas marcadamente, la
respuesta "in vitro" al GRF (95,283), mientras que
"in vivo" este incremento solo se produce en las

ratas hipotiroideas, pero nc en las eutiroideas
(284).
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Ademas de los efectos directos sobre la pitui-
taria, las hormonas tiroideas pueden influenciar la
produccién de GHRH y SS por el hipotalamo. Las ratas
hipotiroideas han mostrado tanto una disminucidén del

contenido hipotalamico de GRF (102), comc de SS
(101), ademas de que como ya hemos indicada tienen
una sensibilidad alterada a la hormona inhibidora. Es
mas, la adicién de T3 a tejidos hipotalamicos en

perfusién, induce una liberacién de SS en ratas euti-
roideas, e incrementa hasta la normalidad el bajo
contendo en SS hipotalamico de las ratas hipoti-
roideas (101).

Nuestros resultados mnuestran que las ratas
tratadas durante 5 dias con 75 pg de T3 s.c. tienen
muy disminuida la respuesta al GRF (168%*18 vs 34%8
ng/ml, media*SEM, p<0.001), y la adiccidén de BBS es
inefectiva para modificar este estimulo (Graficas 28
y 29).

La situacién es como se ve muy parecida al caso
de los GLC. De hecho tanto 1las hormonas tiroideas
como los GLC parecen controlar de manera sinérgica la
sintesis y secrecién de GH (100). Actuando sobre las
células somatotrcocpas la T3 tendria un efecto neto
estimulador y sobre el hipotalamo un efecto inhibidor
mediado por la liberacion de SS.

Tratamientos con T3 durante mas tiempo (20
dias) y a dosis menores (20 pg) {264), no modifican
la respuesta de GH al GRF. Por lo tanto parece claro
gue las dosis de hormonas tircideas empleadas y la
duracidén del tratamiento pueden ser determinantes de
cual de los 2 efectos opuestos de dichas hormonas se
produce.

"In vivo", la T3 no tendria ningun efecto sobre
la secrecidn de GH a las tres semanas (ambas acciones
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de las HT se neutralizarian mutuamente), mientras que
a los 5 dias, el efecto predomianante seria el hipo-
talénico inhibidor. El1 hecho de que la BBS no pueda
actuar sobre esta secrecion ya reducida indicaria que
ambas substancias estarian funcionando por el mismo
mecanismo, la liberacion hipotalamica de SS.

B) EXPERIMENTO IN VITRO.

Nuestros datos nuestran que la adiccion de BBS
a celulas AP de rata en cultivo, estimula de una
forma dosis-dependiente la secrecién de GH. Este
efecto es independiente del GRF, ya que la adicién a
las diferentes concentraciones de BBS empleadas de
GRF (10 -9 M), resulta en un incrementoc de esta
liberacion, (a la dosis max. de BBS, los picos son
166+5 vs 229+11 ng/ml, mediatsem, p< 0.001) sugirien-
do dque ambas substancias actuarian por mecanismos
diferentes, o sobre diferentes "pools" liberables de
GH. (Grafica 30).

Los datos obtenidos por los diferentes autores
que han estudiado los efectos de la BBS "in vitro",
han sido diferentes ., Murphy (220) no observa ningun
efecto del péptidc trabajando sobre células de ratas
normales mientras que Westendorf (285), encuentra
liberacién de GH en clones celulares tumorales (GH4
Cl), en ceélulas AP en perfusidén continua. Por su
parte Bicnell (278) también observa una liberacion de
GH, en cultivos monocapa de células bovinas, no adi-
tiva ademas con la de GHRP, gue también estimula la
liberacién de GH en este sistema.

Nosotros pensamos que la dispersidn de los
datos se debe en buena parte a los diferencias meto-
dologicas. A pesar de haber obtenido un resultado
similar, pensamos que los datos de Westendorf no son
directamente comparables a los nuestros. Las células
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tumorales "per se" tienen alterado su contenido gené-
tico, y por lo tanto la expresidén de una proteina -
(como la GH) no tiene por gque ser similar a como ésta
se produzca en células somatotropas normales.

Los que si podemos comparar directamente son
los de Murphy (220), pero aqui las diferencias meto-
dolégicas, fundamentalmente en la separacioén de las
ceélulas son grandes. Su grupo emplea un meodelo (286),
en el gue la separacidén celular se efecua con tripsi-
na, y esto puede ser criticc para los resultados. Mc.
Keel y Sattler, en sus estudios con melatonina, de-
mostraron que la inhibicidn que ésta hormona ejerce

sobre las células somatotropas "in vitro", esta en
dependencia directa del modelo usado para la separa-
cidén celular, usandoc -o no-, tripsina (287). Por otra

parte 1la adiccidn por Murphy de suero de caballo al
medio de cultivo es otra diferencia que podria condi-
cionar sus resultados, pero cuya influencia exacta
no conocemos.

Pensamos por lo tanto que la BBS ejerceria un
efecto dual sobre la neuroregulacion de GH, inhibién-
dola cuando actda en hipotalamo, Yy estimulando la
secrecion de la hormona actuando sobre hipofisis, si
bien este segundo mecanismc sdélo se pondria en marcha
en determinadas circunstancias (como el tratamiento
con E2), gquedando normalmente en un segundo plano
ante el efecto predominante de la BBS, la inhibicidn
de la secrecidén de GH mediada por la SS hipotalamica.
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CONCLUSIONES

I. La Gastrina, no tiene ningun efecto liberador de
GH "in vivo", ni "in vitro"™ en los modelos exXperimen-
tales usados por nosotros.

II. La Bombesina inhibe la secrecién de GH, tanto
estimulada por el GRF como por el GHRP.

III. Las sehales periféricas modulan la estimulacidén
del GRF sobre la secrecion de GH "in vivo":

a) Los Glucocorticoides inhiben este estimulo
en administracién aguda.Este efecto se debe a 1la
liberacién  hipotaldmica de Somatostatina. Su admi-
nistracién croénica no modifica la accidn estimuladora
del GRF.

b) Los Estrégencs inhiben la secrecién de GH
estimulada por GRF tanto en administracién aguda como
crodnica.

¢) La Triiodotironina, inhibe la secrecidn de
GH inducida por el GRF, en administracidn subcrdnica.

IV. Las sehales periféricas, influyen en el comporta-
miento de la Bombesina sobre la secrecién de GH
estimulada por GRF "in vivo'':

a) La Bombesina no medifica la inhibicidn pre-
via de los Glucocorticegides en administracion aguda
sobre la secrecion de GH inducida por GRF, lo que
sugiere un mecanismo mediado por la Somatcstatina.
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b) La Bombesina estimula la secrecidn basal de
GH y potencia el estimulo del GRF en la rata tratada
aguda y crénicamente con Estroégenos.

c) La Bombesina no altera la inhibicidén previa
de la Triiodotironina sobre la secrecidn de GH esti-
mulada por GRF.

V. Las senales periféricas modulan el efecto esti-
mulador del GHRP sobre la secrecidén de GH "in vivo™:

a) Los Glucocorticoides inhiben la secrecidén de
GH inducida por GHRP cuando se administran tanto
aguda como crénicamente.

b} La administracidn aguda de Estrdgenos, no
modifica la secrecidén de GH estimulada por GHRP. Su
administracion crdnica, inhibe dicha secrecidn.

VI. Las sehales periféricas también pueden modular el
efecto de 1la Bombesina sobre la secrecidn de GH
estimulada por GHRP "in vivo':

a) La Bombesina potencia el efecto inhibidor de
los Glucocorticoides, tanto en administracion aguda
comoc crénica, sobre la secrecién de GH inducida por
GHRP.

b) La Bombesina no influye sobre la secrecién
de GH causada por GHRP en ratas tratadas agudamente
con Estrdgenos, vy potencia dicho estimulo cuando los
Estrdégenos se administran crdénicamente. Estos datos
junto con los obtenidos con el GRF en las mismas
condiciones, Yy nuestros datos "in vitro", nos hacen
suponer un efecto hipofisario estimulador de la Bom-
besina.

VII. La Bombesina "in vitro' induce liberacidén de GH
por un mecanismo independiente y aditiveo al del GRF.
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VIII. La Bombesina ejerce por tanto un efecto dual
(hipotaldamico inhibidor, e hipofisario estimulador)
en la

en la neuroregulaciodn de la secrecion de GH
rata. Las senales perifeéericas, pueden determinar cual
de ambos mecanismos es el predominante.
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