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INTRODUCCION

1. Hormona de crecimiento

La hormona de crecimiento (“‘GH”, del inglés Growth Hormone) o
somatotrofina es una proteina de 22 kDa compuesta por una Unica cadena
polipeptidica de 191 aminoacidos con cuatro regiones helicoidales y dos
puentes disulfuro (Niall, 1971, Cohen y col, 1987). La GH es la principal
hormona responsable de promover el crecimiento corporal longitudinal posnatal.
Ademas, esta implicada en numerosos procesos fisiolégicos, como el
metabolismo de lipidos, proteinas e hidratos de carbono, o aquellos
relacionados con la funcién neuronal, reproductiva, inmune, cardiovascular y
muscular (Hull y col,, 2003, Mauras y col, 2005). A nivel celular, la GH modula
el crecimiento, proliferacién, diferenciacién, motilidad y apoptosis (Waters y col,
2012, Chia, 2014).

La GH se sintetiza en la hipéfisis anterior, se libera al torrente sanguineo
y actla fundamentalmente en higado, musculo, hueso y tejido adiposo, tanto
directamente como induciendo la sintesis y liberacién del factor de crecimiento
simil insulina de tipo 1 (IGF1), que actla en forma autdcrina, paracrina y
enddcrina (Le Roith y col, 2001, Le Roith, 2003, Kaplan y col,, 2007). El tejido
hepéatico es la principal fuente de IGF1 circulante (Yakar y col., 1999).

1.1. Acciones fisiolégicas de la GH

La GH promueve el crecimiento al actuar sobre el hueso, el cartilago y el
mulsculo esquelético. Las acciones de la hormona en estos tejidos son directas
o mediadas por IGF1, tanto de origen hepatico como local (Le Roith y col,
2001, Kaplan y col, 2007). En las placas de crecimiento epifisarias de los
huesos largos, la GH y el IGF1 promueven la proliferacién, hipertrofia y
diferenciacion de los condrocitos y el proceso de osificacion endocondral
(Isaksson y col,, 1982, Giustina y col, 2008, Tritos y col, 2009). Asimismo, la
hormona induce la remodelacién 6sea, ya que regula las acciones de los
osteoblastos y osteoclastos, estimulando asi la formacién y la resorcién del
tejido 6seo (Giustina y col, 2008, Tritos y col, 2009). De esta forma el eje
GH/IGF1 modula el crecimiento longitudinal del esqueleto éseo. En el misculo
esquelético, la GH promueve la hipertrofia e hiperplasia de las fibras musculares
y, en consecuencia, el aumento de la masa muscular que acompafia el

crecimiento de los huesos largos (Velloso, 2008).
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En pacientes con niveles muy elevados de GH en sangre, los efectos de
la hormona sobre el crecimiento corporal se exacerban y el cuadro clinico
resultante depende de en qué momento de la vida se manifiesta la patologia.
Si el exceso de GH comienza antes de que se cierren las epifisis de los huesos
largos, los pacientes desarrollan gigantismo. Estos pacientes se caracterizan por
exhibir una talla alta, con brazos y piernas largos, producto de un crecimiento
corporal desmesurado. En cambio, si el aumento de los niveles de GH tiene
lugar luego de la fusion de las epifisis, la patologia se denomina acromegalia.
Los pacientes acromegdlicos exhiben un crecimiento excesivo de manos y pies,
ademas de un crecimiento desproporcionado de los tejidos blandos y huesos
faciales, que lleva a la deformacién de la fisonomia de la cara. Asimismo
presentan agrandamiento de las visceras y en general desarrollan patologias
cardiovasculares, insulinorresistencia y neoplasias (Renehan y col, 2008,
Melmed, 2009, Anagnostis y col., 2011).

La GH tiene también numerosas acciones a nivel metabdlico (Mauras y
col., 2005, Vijayakumar y col., 2009, Vijayakumar y col, 2011). Por un lado,
actla sobre el tejido adiposo, donde estimula a la enzima lipasa hormono-
sensible (LHS) y, en consecuencia, promueve la lipdlisis y liberacién de acidos
grasos a circulacién. Ademads, la GH inhibe la captacién de glucosa en este
tejido. En el higado y en el misculo esquelético, la GH aumenta la expresion de
la enzima lipoproteinlipasa (LPL) y promueve asi la captacién y almacenamiento
de triglicéridos. Asimismo, la GH modula el metabolismo de las proteinas. En el
mulsculo esquelético, la hormona estimula la captacion de aminoacidos y la
sintesis de proteinas, al mismo tiempo que inhibe su degradacién (Vijayakumar
y col, 2011). Las acciones de la hormona en este tejido estarian mediadas
principalmente por el IGF1 de sintesis local (Kim y col, 2005, Klover y col,
2007). A través de sus acciones sobre el tejido adiposo y muscular, la GH
regula la composiciéon corporal (Veldhuis y col., 2005).

Por otro lado, la GH tiene un rol importante en la homeostasis de la
glucosa, con efectos tanto similares a los de la insulina como antagénicos. Los
primeros, que estarian mediados por el IGF1l, tienen lugar inmediatamente
después de una administracion de GH e incluyen la promocién de la captacion
de glucosa y la inhibicién de la gluconeogénesis, como también la adipogénesis
e inhibicién de la lipdlisis. Luego de un plazo de 2 a 3 horas, se manifiestan
los efectos intrinsecos y antiinsulinicos de la GH, la cual estimula la

gluconeogénesis y la lipdlisis (Vijayakumar y col., 2009).
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La exposiciéon prolongada a la GH, como la que ocurre en los pacientes
acromegalicos, se asocia a la aparicién de hiperinsulinemia, resistencia a la
insulina y alteraciones en la tolerancia a la glucosa. Diversos mecanismos
estarian implicados en el desarrollo de estas alteraciones. Por un lado, el
aumento del flujo de acidos grasos libres de la circulacién al mdsculo
esquelético y el higado para la sintesis de triglicéridos, promovido por la GH,
produce un incremento en segundos mensajeros lipidicos que pueden modular
la accién de la insulina en estos tejidos. A su vez, los mecanismos moleculares
que regulan la sefializacion de la GH, y que son inducidos por la propia
hormona, pueden actuar sobre la vias de sefializacién de la insulina atenuando

su acciéon (Dominici y col., 2005, Kaplan y col.,, 2007, Vijayakumar y col., 2009).

1.2.Sintesis y liberacién de la GH

La hormona de crecimiento se sintetiza y almacena principalmente en las
células somatotropas de la hipofisis anterior. Ademas, se han descripto
numerosos sitios de sintesis de GH extrapituitarios, como los sistemas inmune,
reproductivo, gastrointestinal, &éseo, muscular, nervioso, cardiovascular vy
respiratorio, en los que la hormona tendria un rol preferentemente autdcrino o
paracrino (Le Roith y col, 2001, Le Roith, 2003, Harvey y col., 2014).

1.2.1. Perfiles de secreciéon de GH

La hormona se libera desde la hipdfisis al torrente sanguineo en forma
de pulsos, que varian en intensidad y amplitud en funcién de la edad y del
sexo. Los perfiles plasmaticos de GH son diferentes entre hembras y machos
para muchas especies, incluyendo ratas, ratones y humanos En ratas se
observan las diferencias mas marcadas: en machos la hormona se secreta por
pulsos de alta amplitud y baja frecuencia, con niveles indetectables de GH
entre picos, mientras que en las hembras los pulsos son de menor amplitud y
mayor frecuencia, por lo que la hormona puede detectarse constantemente en
circulacién. En consecuencia, se habla de un perfil plasmatico de GH de tipo
intermitente en las ratas macho y de tipo continuo en las hembras (Fig. 1). En
el raton, las diferencias entre sexos no son tan marcadas, principalmente
porque hembras y machos presentan periodos libres de GH en circulacién. Sin
embargo, en las hembras los pulsos de liberacion de hormona son mas
frecuentes (Edén, 1979, Jansson y col, 1985, MaclLeod y col., 1991).
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Figura 1 - Patrones de secrecién de hormona de crecimiento (GH) en rata y ratén - Se
esquematiza el perfil de concentracion de GH ([GH]) en sangre de ratas y ratones
adultos, hembras y machos (Adaptado de Waxman y col. 1991 y MaclLeod y col. 1991).

En el humano, al igual que en el ratén, tanto mujeres como hombres
presentan periodos libres de GH en circulacién, aunque también estos son mas
prolongados en los hombres (Fig. 2) (Jaffe y col, 1998). El perfil de GH
masculino se caracteriza por un maximo durante la noche y, durante el dia,
picos de menor amplitud. En las mujeres, en cambio, la liberacién de GH se da
en pulsos de similar amplitud y mayor frecuencia, con una mayor concentracion
promedio de hormona entre picos. En ambos sexos la cantidad de GH liberada

por dia es similar y la mayor liberacion de hormona tiene lugar durante la

noche.
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Figura 2 - Patrones de secrecién de hormona de crecimiento (GH) en humanos - Se
esquematiza el perfil de concentracion de GH ([GH]) en sangre de hombres y mujeres
adultos (Adaptado de Jaffé y col. 1998).
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Estos patrones de secrecion diferenciales determinan las tasas de
crecimiento peripuberales: en ratas hipofisectomizadas, la administracion
intermitente de GH es mas efectiva que la administracién continua en la
promocién del crecimiento corporal (Jansson y col, 1982, Clark y col, 1985,
Isgaard y col, 1988). Ademas, los perfiles de concentracién de GH en sangre
determinan la funcién hepéatica segin el sexo (Jansson y col, 1985, Waxman y
col., 2006, Wauthier y col, 2008). Entre los genes cuya expresiéon depende del
perfil de GH en circulacién se encuentran aquellos que codifican para las
enzimas de la familia del citocromo P450 (CYP), las proteinas mayoritarias de la
orina (MUP) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Las CYP
median el metabolismo hepatico de esteroides, acidos grasos y diversos
xenobidticos. Entre ellas, las enzimas CYPC11l y CYPC12 han sido ampliamente
estudiadas y su expresién en higado constituye un marcador de los perfiles de
GH plasmaticos de tipo continuo o intermitente, respectivamente (Waxman vy
col,, 1991, Jaffe y col, 2002). Las MUPs, que actllan como transportadoras de
feromonas en la orina, y el EGFR presentan una mayor expresién en ratas
macho que en hembras (Norstedt y col, 1984, Ekberg y col.,, 1989, Hirao y col.,
2011).

1.2.2. Regulacién de la secrecién de GH

La sintesis y liberacién de GH esta regulada tanto por factores de origen
hipotaldmico, como la hormona liberadora de GH (GHRH) y la somatostatina
(SST), como de origen periférico (Fig. 3). Mediante su accién sobre las células
somatotropas de la hipdfisis, la GHRH y la SST estimulan o inhiben,
respectivamente, la liberacion de GH y definen no sélo la cantidad de hormona
que se libera en cada pulso, sino también su frecuencia. De esta forma se
constituye un eje neuroenddcrino hipotalamo-hipofisario clasico, sobre el cual
actian mecanismos de retroalimentacion de distinto alcance (Giustina y col,
1998, Steyn y col, 2016). Los llamados mecanismos ultracortos quedan
definidos por los efectos inhibitorios que tienen la GH, la SST y, probablemente,
la GHRH sobre su propia liberacién. Los mecanismos cortos o paracrinos, en
cambio, implican la interaccion de estos tres factores. Por un lado, la SST
inhibe la liberacién de GHRH y esta estimula la liberacién de la primera
(Tannenbaum y col,, 1984, Yamauchi y col,, 1991, de los Frailes y col, 1992). A
su vez, la GH induce la activacion de las neuronas que producen SST e inhibe

a aquellas que producen GHRH (Berelowitz y col.,, 1981, Maiter y col., 1990). Por
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Gltimo, los mecanismos de largo alcance implican la accién de factores de
origen periférico sobre el hipotalamo y la hipdfisis que modulan la secrecién de
GH. Entre ellos, el principal mediador es el IGF1, que, al inhibir la liberacién de
GH, constituye un mecanismo de retroalimentacion negativa (Giustina y col,
1998, Kaplan y col., 2007, Ohlsson y col.,, 2009).

S hipotalamo
B -]
\l,hipéfisis B
’G—
(-
+
@
higado
l l !iJ
— IGF1 —> j
— i}‘
IGF1 IGF1 IGF1
hueso musculo tejido adiposo
Figura 3 - Regulacién de la secrecion de hormona de crecimiento (GH) - Se

esquematizan los mecanismos de regulacion de la secreciéon de GH ultracortos
(anaranjado), cortos (azul) y largos (rosa). SST: somatostatina, GHRH: hormona
liberadora de GH, IGF1: factor de crecimiento simil insulina de tipo 1. Los signos +
indican estimulacion y los signos -, inhibicion.

Los patrones diferenciales de GH entre sexos se originan por la accién
de las hormonas sexuales sobre la liberacién de GHRH y SST. En ratas macho,
la SST y la GHRH se liberan en forma de pulsos completamente desfasados en

el tiempo (Tannenbaum y col, 1984). En las hembras, en cambio, predomina
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una secrecion toénica de SST vy, si bien la GHRH también se libera de forma
intermitente, su concentracién promedio es mayor que en los machos. Como
resultado, las hembras presentan una secrecion de GH pulsatii pero con
mayores niveles de hormona entre pulsos (Painson y col.,, 1991).

A su vez, la liberacién de GH a lo largo del dia también se modifica por
factores relacionados con la ingesta de alimentos y las necesidades
metabolicas del individuo. Entre ellos, la grelina, una hormona con propiedades
orexigénicas que se sintetiza en el estdmago y se libera justo antes de la
ingesta y durante periodos de ayuno, actla tanto a nivel hipotaldmico como
hipofisario. Alli, induce la secrecién de GH y potencia la accién de la GHRH,
ademds de inhibir la liberacién de SST (Kojima y col, 2005). En humanos,
niveles bajos de glucosa en sangre estimulan la liberacion de GH vy, por el
contrario, aumentos de la glucemia inhiben su liberacién e interfieren con la
accion de la GHRH (Roth y col, 1963, Garrel y col, 1989, Cornford y col,
2011). Dado que la GH estimula la lipdlisis del tejido adiposo, el ayuno y la
hipoglucemia inducen la liberaciéon de la hormona y, a través de ella, aumentan
los acidos grasos libres en circulacion. Estos, a su vez, actGan a nivel central
para inhibir la liberacién de GH (Ho y col, 1988, Hartman y col, 1992, Briard y
col.,, 1998).

Los ciclos de suefio y vigilia también modulan la liberacién de GH
actuando a nivel hipotaldmico (Holl y col, 1991, Steiger, 2003). En el humano,
unos minutos antes del comienzo del suefio de ondas lentas ocurre la mayor
secrecion de GH. Si el suefio se retrasa, también lo hace este pico de
hormona. Otras variables involucradas en la regulaciéon de la liberacion de GH
son el estrés y el ejercicio. En nifios, la exposicién prolongada a situaciones
estresantes aumenta los niveles de glucocorticoides 'y  citoquinas
proinflamatorias en circulaciéon, que inhiben el proceso de condrogénesis de
forma directa en la placa de crecimiento y al modular la accién de la GH
(Savendahl, 2012). En cuanto al ejercicio, se ha descripto, en humanos, que la
actividad fisica estimula la secrecion de GH y que esta relacion se ve
influenciada por la intensidad y duraciéon del ejercicio, asi como también por el
sexo y la edad del individuo (Felsing y col, 1992, Weltman y col, 2006,
Wideman y col., 2006).
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1.23. Variaciéon de la secrecién de GH en funcién de la edad

La secrecion de GH en humanos comienza en la vida fetal y aumenta a
lo largo del periodo de gestacién (Hindmarsh y col, 1987, Mullis y col., 2008).
Sin embargo, la hormona no participa en la regulaciéon del crecimiento uterino
(Rimoin y col, 1966); en esta etapa, el crecimiento depende principalmente de
la funciéon placentaria y del estado nutricional de la madre y el feto. Las
principales hormonas que influyen en este proceso son la insulina, el IGF1 y el
IGF2 (Murray y col,, 2013).

En el inicio de la vida posnatal, el crecimiento continta a una velocidad
similar a la del feto, pero luego disminuye de forma pronunciada durante el
primer afio de vida. En este periodo, si bien el estado nutricional es el principal
determinante del crecimiento, las acciones de la GH y las hormonas tiroideas
comienzan a cobrar relevancia (Murray y col, 2013). Desde el primer dia de
vida ya se observa una marcada liberacion pulsatii de GH, con niveles de
hormona, referidos al area corporal, superiores a los que se observan en la
infancia y en el adulto (de Zegher y col, 1993).

Durante la nifez, la velocidad de crecimiento se mantiene relativamente
constante aunque, en general, la menor tasa de crecimiento se alcanza al final
de este periodo, justo antes de la pubertad (Giustina y col,, 1998, Murray y col,
2013). En esta etapa el eje GH/IGF1 y las hormonas tiroideas cumplen un rol
primordial en el control del crecimiento corporal. Cuando comienzan a
evidenciarse cambios bioquimicos y fisiolégicos asociados a la accién de las
hormonas sexuales, la secrecion de GH y la tasa de crecimiento corporal
aumentan sustancialmente (Rose y col, 1991, Martha y col, 1992, Mauras y
col, 1996). Durante la pubertad, los niveles de testosterona y de estrégenos
correlacionan de forma positiva con los niveles de GH y participan, junto con el
eje GH/IGF1, en la promocién del crecimiento corporal longitudinal. Entre los 18
y los 25 afios, se alcanza la maxima liberacion de GH y terminan de
establecerse los patrones de secrecion caracteristicos de cada sexo (Giustina y
col, 1998).

A lo largo de la vida adulta la secrecion de GH disminuye
exponencialmente. Este fendmeno, conocido como somatopausia, se generaria
por un aumento de la liberacién ténica de SST y una disminuciéon de la
secrecion de GHRH. La edad, la composicién corporal y la capacidad de
ejercicio del individuo determinan la liberacion de GH en esta etapa de la vida

(Bartke y col, 2013, Steyn y col.,, 2016). En las mujeres, los estrégenos retrasan
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el efecto de la somatoupausia (Weltman y col, 1994). En hombres y mujeres
postmenopausicas, la menor liberacién de GH se asocia con pérdida de la
vitalidad, disminuciéon de la masa muscular y de la capacidad fisica, fragilidad
Osea, adiposidad central, complicaciones cardiovasculares y deterioro de la
funcion mental (Jergensen y col., 2005).

Los ratones presentan distintas etapas de crecimiento que mayormente
reflejan las descriptas en el humano (Lupu y col, 2001, Tang y col, 2005,
Martinez y col,, 2013, Martinez y col,, 2015). Luego del nacimiento, tiene lugar
una primera etapa de crecimiento rapido que dura hasta aproximadamente las
dos semanas de vida. A lo largo de esta fase, la elevada velocidad de
crecimiento observada al nacer disminuye gradualmente. Luego de una breve
pausa, se inicia una segunda etapa de crecimiento rapido que corresponde al
crecimiento peripuberal. Durante este periodo se manifiestan los efectos de las
hormonas sexuales y, alrededor del dia 20 de vida, comienzan a evidenciarse
diferencias en el tamafio corporal de hembras y machos. Luego de las cinco
semanas de vida, el crecimiento se desacelera gradualmente. A diferencia del
humano, en el que el crecimiento longitudinal finaliza cuando se cierran las
placas epifisarias de los huesos largos, el crecimiento en los ratones persiste
durante la adultez, aunque a baja velocidad (Lui y col, 2011).

El rol que ejercen el eje somatotrdépico y otras hormonas en la
regulacion del crecimiento corporal se conoce, en gran medida, debido a las
observaciones realizadas en modelos animales. La modificacién genética de uno
o varios de los actores involucrados en la regulacién del crecimiento corporal
brinda informacion acerca de la contribucion de cada uno al proceso final
(Efstratiadis, 1998). Ratones con mutaciones en el gen que codifica para IGF1
presentan un retraso del crecimiento ya desde el periodo embrionario (Baker y
col,, 1993, Liu y col,, 1993, Lupu y col, 2001). En cambio, modelos murinos con
deficiencia de GH, o con resistencia a la accién de la hormona por mutaciones
a nivel de su receptor, exhiben un tamafio corporal normal al nacer (Zhou y
col, 1997, Bartke y col, 2001, Lupu y col, 2001). Sin embargo, luego de la
segunda semana de vida comienza a evidenciarse un retraso de crecimiento
significativo en estos animales. La ausencia de actividad de la GH, ademas,
induce una marcada reducciéon de la produccién de IGF1 en higado, pero no en
otros tejidos (Lupu y col,, 2001). Este IGF1, de sintesis independiente de la GH
y de accién autécrina y paracrina seria uno de los principales mediadores del
crecimiento posnatal temprano. A partir de la segunda semana de vida, el

crecimiento corporal pasa estar bajo la regulacion del eje enddcrino GH/IGF1.
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En concordancia con estas observaciones, ratones que sobreexpresan GH no se
diferencian de sus hermanos de camada normales hasta alrededor de la
tercera semana de vida (Mathews y col,, 1988, Martinez y col., 2015).

En resumen, en estos modelos animales se evidencia el rol de la GH en
la promocién del crecimiento corporal longitudinal: mientras que el crecimiento
embrionario y la primera etapa de crecimiento rapido posnatal son
independientes de la accién de la GH, a partir de la tercera semana de vida el
crecimiento es dependiente de la hormona. Sin embargo, antes de esa edad la
GH ya es capaz de desencadenar eventos moleculares en higado, segln
antecedentes de nuestro grupo de trabajo en ratones GH-transgénicos o en
animales normales estimulados con la hormona (Martinez y col, 2013, Martinez
y col., 2015).

1.3. Sefializacién de la GH
1.3.1. Receptor de GH (GHR): estructura, activacién e inicio de la sefalizacién

La hormona de crecimiento ejerce sus acciones a través de la union a
su receptor de membrana plasmatica (GHR), una proteina de 110-130 kDa que
pertenece a la superfamilia de receptores de citoquinas de tipo I. Entre los
miembros de esta familia se encuentran los receptores de eritropoyetina,
prolactina, distintas interleuquinas y factores estimulantes de colonias (Bazan,
1990). GHR se expresa principalmente en higado, pero también se ha detectado
en numerosos tejidos como hueso, tejido adiposo, rifién, hipotalamo e hipdfisis,
entre otros (Kelly y col, 1991, Ballesteros y col., 2000).

Los receptores de citoquinas de tipo | poseen un dominio extracelular de
unién al ligando, un Unico paso transmembrana y un dominio citoplasmatico
que media su sefializacién intracelular (Fig. 4). La GH se une a la region
extracelular de GHR, la cual es estructuralmente equivalente a la proteina de
union a GH (GHBP) que transporta la hormona cuando esta se libera a
circulacion. Los receptores de esta familia no tienen actividad tirosina quinasa
intrinseca, sino que su sefializacién se inicia por la activacién de proteinas
quinasas asociadas. Entre ellas, la tirosina quinasa Janus 2 (JAK2) es la
principal enzima que participa en la sefalizaciéon del receptor. JAK2 interacciona
con GHR especificamente a través de una secuencia rica en prolina de la
region citoplasmatica del receptor. Esta secuencia es conocida como box Iy
se ubica cerca de la cara interna de la membrana plasmética (Argetsinger y
col., 1993, Brooks y col., 2010).
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Figura 4 - Esquema de la estructura del receptor de GH (GHR) - Se representa la
estructura del complejo formado por dos mondémeros de GHR unidos a una molécula
de GH. Se muestran sus dominios, la regién box I y los residuos de tirosina (Y) del
dominio intracelular susceptibles de ser fosforilados (Adaptado de Brooks y col. 2010).

El receptor de GH se sintetiza como un precursor, que luego se
ensambla en dimeros o trimeros en el reticulo endoplasmatico y se glicosila en
el aparato de Golgi. Una vez en la superficie de la célula, varias moléculas de
receptor pueden interactuar y formar complejos de mayor peso molecular. La
union de la GH promueve la formacion de estos multimeros, principalmente
aquel formado por seis moléculas de GHR y dos moléculas de GH, que actlan
como plataformas de sefalizacién (Sedek y col, 2014). En este proceso, la GH
induce cambios conformacionales en GHR que acercan espacialmente sus
regiones citoplasmaticas y, en consecuencia, las moléculas de JAK2 asociadas
al receptor. Este movimiento es fundamental para permitir la transfosforilacion y
consecuente activaciéon de la quinasa (Rowlinson y col., 2008).

Una vez activa, JAK2 fosforila residuos de tirosina clave en la region
citoplasmatica de GHR que sirven como sitios de anclaje para proteinas de
sefializacion con dominios de unién a tirosina fosforilada (PTB) o dominios de
homologia al dominio 2 de la proteina Src (SH2). La unién de estas proteinas
mediadoras a fosfotirosinas especificas en el receptor desencadena la
activacion de mudltiples vias de sefializacién, entre las que se encuentran la via
de los transductores de la sefial y activadores de la transcripcién (STATs), la
cascada de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) y la via de
la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) (Fig. 5) (Zhu y col, 2001, Rowland y col,
2005, Lanning y col, 2006, Brooks y col, 2010, Carter-Su y col, 2015).
Asimismo, a través de su receptor la GH es capaz de inducir la reorganizacién
del citoesqueleto de actina. Si bien JAK2 es reconocida como la principal

quinasa asociada a GHR, la unién de la GH a su receptor puede inducir
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también la activaciéon directa de las quinasas de la familia de Src. El rol que
cumple una u otra quinasa en la sefializacion de GH depende del tipo celular
(Zhu y col,, 2002, Jin y col, 2008, Rowlinson y col., 2008).

"
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| Ras | k>, / Akt b PDK1
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Figura 5 - Vias de sefalizacion activadas por la uniéon de la GH a su receptor - Se
representan los principales mecanismos de transduccién de la sefial de la hormona de
crecimiento. Akt: proteina quinasa b; ERK: quinasa regulada por sefiales extracelulares;
Grb2: proteina unida al receptor del factor de crecimiento 2; GSK3B: glucégeno sintasa
quinasa 3B; IRS1: sustrato del receptor de insulina 1; JAK2: tirosina quinasa Janus 2;
mTORC1/2: complejos 1 y 2 de la proteina-quinasa blanco de rapamicina en
mamiferos; MEK: ERK quinasa; PDK1: quinasa dependiente de fosfoinositidos 1; PI3K,
fosfatidilinositol 3-quinasa; PIP2: fosfatidilinositol 3,4-bifosfato; PIP3: fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato; Raf: MEK quinasa; Ras: proteina intercambiadora de nucledtidos de
guanina; Shc: proteina relacionada con el coldgeno con dominio SHZ2; SOS: factor
intercambiador de nucleétidos de guanina; Src: proteina quinasa producto del
protooncogén Src, STAT: transductor de la sefial y activador de la transcripcién. Los
circulos llenos representan residuos de aminoacidos fosforilados.

Muchos de los efectos de la GH en los distintos tejidos estan dados por
la modulacién que la hormona ejerce a través de su receptor sobre procesos
de crecimiento y la proliferacién celular. Mediante la activacion de las vias de
sefializacion mencionadas, la GH induce la expresién de los genes c-myc, c-fos
y cyun que codifican para factores de transcripcion de proteinas reguladoras
del ciclo celular (Waters y col., 2012, Chia, 2014). El estricto control de la
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division celular esta dado por un conjunto de proteinas conocidas como
quinasas dependientes de ciclinas (CDK) que, en asociacién con ciclinas
especificas, regulan el pasaje a través de cada fase del ciclo celular (Sherr y
col, 1999). La proteina c-Myc activa la expresién de ciclina DI, ciclina E'y
cdk4, entre otros, y reprime la expresién de inhibidores del ciclo celular (p15,
p2l, p27) (Dang y col, 2006, Wierstra y col, 2008). Por otro lado, c-Fos y c-
Jun dimerizan y forman la proteina activadora 1 (AP-1), un factor de
transcripcion que induce la expresion de estos y otros genes implicados en la
proliferaciéon celular (Hess y col,, 2004). Asimismo, a través de fosforilaciones en
sitios especificos, ciertas quinasas de las vias de sefializacién de GH pueden
modular la estabilidad de c-Myc, AP-1 y algunas ciclinas (Hess y col, 2004,
Sears, 2004).

1.3.2. Via de sefalizacion JAK2/STAT

Los STATs, o transductores de la sefial y activadores de la transcripcion,
son una familia de proteinas que contienen un dominio SHZ2 y que son
principalmente activadas por JAK. Actlan como factores de transcripcién de
genes relacionados con procesos de inmunidad, proliferacion, apoptosis vy
diferenciacion celular. Dentro de las proteinas de esta familia, la GH es capaz
de inducir la activacién de STAT1, STAT3 y STAT5 (Herrington y col, 2000). A
través de su dominio SHZ2, los STATs se unen a residuos de fosfotirosina
especificos en la regién citoplasmatica de GHR, donde son activados por JAK2
mediante su fosforilacién en residuos de tirosinas especificas. Luego, los STATs
son fosforilados por las MAP quinasas en residuos de serina, alcanzando su
maxima activacion como factores de transcripcion (Decker y col, 2000, Park y
col, 2001). Una vez activos, se disocian del receptor, dimerizan, traslocan a
nicleo y se unen a sitios especificos del ADN para inducir la transcripcién
génica (Lanning y col., 2006, Waxman y col,, 2006, Carter-Su y col,, 2015).

STAT5 es el principal mediador de la accién de la GH. Existen dos
isoformas, STAT5a y STATS5b, codificadas por dos genes distintos, que
presentan un 90 % de identidad en su secuencia codificante. La isoforma
STAT5b esta directamente relacionada con las acciones de la GH sobre la
promocién del crecimiento. A través de STAT5b, la GH induce la expresion del
gen que codifica para IGF1 (Woelfle y col, 2004, Chia y col, 2006). Mientras
que ratones deficientes en STAT5a presentan un tamafio corporal normal,

aquellos deficientes en STATSb tienen un retraso importante del crecimiento
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que se manifiesta en ambos sexos, pero principalmente en los machos (Udy y
col, 1997, Davey y col, 1999b). El déficit de STAT5b se acompafia de una
feminizacién de la expresién génica en higado (Clodfelter y col., 2006).

En ratas, el perfil marcadamente pulsatil de GH en circulacién asociado a
los machos induce ciclos repetidos de activacién e inactivacién de STAT5b en
higado. En las hembras, en cambio, el perfil de hormona aproximadamente
continuo y la ausencia de periodos prolongados libres de GH dan lugar a una
baja activacién de STAT5b que se mantiene en el tiempo. Tanto en ratas como
en ratones, la duracién del periodo libre de GH entre pulsos determina la
resensibilizacién de STAT5b, la que, a su vez, modula la expresién de genes
masculinos o femeninos (Waxman y col, 2006, Thangavel y col., 2007).

En lineas generales, la acciéon de los STATs se relaciona con mecanismos
de proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis (Shuai, 1999). En células
normales, estos mecanismos de sefializacion son estrictamente controlados para
evitar su desregulacidon y respuestas celulares inapropiadas. En cambio, la
activaciéon constitutiva de estos factores de transcripcién puede contribuir a la
oncogénesis al inducir la expresién elevada de proteinas que inician o
mantienen la transformacién celular (Bowman y col, 2000, Calo y col, 2003,
Thomas y col, 2015). Entre ellas, pueden mencionarse los factores de
transcripcién c-Myc y c-Fos, y otras proteinas relacionadas con la regulacién
del ciclo celular, como ciclina D1 y p21, asi como también proteinas

antiapoptoéticas de la familia de Bcl-2.

1.3.3. Via de sefializacién PI3K/Akt

La GH induce la activacién de la via de la PI3K/Akt a través de la
activacién de los sustratos del receptor de insulina 1 y 2 (IRS1, IRS2), o
directamente mediante la interaccién de la PI3K con el complejo GHR:JAK2 (Zhu
y col, 2001, Lanning y col, 2006). Una vez activa, la PI3K fosforila al lipido de
membrana fosfatidilinositol 3,4-bifosfato (PIP2) y lo convierte en fosfatidilinositol
3,4 5-trifosfato (PIP3), que recluta Akt a la membrana plasmatica y permite que
la quinasa PDK1 acceda a Akt. PDK1 fosforila Akt en el residuo de treonina 308
y lo activa parcialmente. La activacion completa de Akt tiene lugar una vez que
es fosforilado en su serina 473. El complejo mTORC2 seria el principal
responsable de la fosforilacion de Akt en este residuo (Sarbassov y col., 2005,
Jacinto y col,, 2006, Laplante y col., 2009).
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La via de la PI3K/Akt activa diferentes sustratos que median procesos
celulares relacionados con la proliferacion y supervivencia celular, la
reorganizacién del citoesqueleto y el metabolismo de proteinas e hidratos de
carbono (Zhu y col., 2001, Song y col,, 2005, Manning y col.,, 2017).

Uno de los mediadores esenciales de las acciones de Akt es la
glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3). Existen dos isoformas de GSK3, ay B, que
exhiben un 85 % de homologia de secuencia. Si bien comparten algunas de sus
funciones, la isoforma B estaria mas relacionada con la supervivencia y
viabilidad celular (Jope y col, 2007, Kaidanovich-Beilin y col, 2011, Jacobs y
col, 2012). Akt inhibe a GSK3B mediante su fosforilacién en el residuo de
serina 9. La menor actividad de GSK3B resulta, por un lado, en una menor
fosforilaciéon de C/EBPB que permite la unién de este factor de transcripcién al
promotor de c-fos y, en consecuencia, un aumento de su expresién (Piwien-
Pilipuk y col, 2001). Por otro lado, al inhibir a GSK3B, Akt previene la
fosforilacién y degradacién de ciclina D1 y B-catenina. La acumulacién de pB-
catenina en el citoplasma promueve su traslocaciéon a ndcleo donde induce la
transcripcién de genes tales como ciclina D1, c-myc y c-un (Nicholson y col.,
2002, Takahashi-Yanaga y col., 2008, Manning y col, 2017). GSK3B también
regula el metabolismo celular, tanto de forma directa, al fosforilar e inhibir
enzimas involucradas en vias metabdlicas, como la glucégeno sintasa, o
indirectamente, mediante la regulacion de factores de transcripciéon que regulan
globalmente programas metabdlicos (Kaidanovich-Beilin y col,, 2011).

Akt cumple un rol fundamental en la promocién del crecimiento celular
mediante la activacion del complejo mTORC1, formado por las proteinas mTOR,
Raptor, mLST8, PRAS40 y Deptor. La activacién de este complejo tiene lugar
cuando Akt fosforila e inactiva a la tuberina (TSC2), que mantiene inhibido a
mTOR. Una vez activo, mTORC1 induce numerosos procesos anabdlicos, que
incluyen la biosintesis de proteinas y lipidos, y limita procesos catabélicos como
la autofagia, permitiendo un mayor crecimiento y proliferacion celular (Laplante
y col, 2009). La fosforilacién de mTOR en la serina 2448 constituiria un
marcador de la sefializaciéon a través de mTORCI1, aunque los mecanismos que
dan lugar a ella no son claros (Chiang y col, 2005, Rosner y col, 2010,
Manning y col, 2017). A su vez, mTOR participa del complejo mTORC2, que
incluye también a las proteinas Rictor, mSIN1, Protor-1, mLST8 y Deptor,
involucrado en la activacion de Akt, a través de mecanismos que tampoco

estan aun establecidos.
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Adicionalmente, Akt actla directamente sobre proteinas que modulan el
proceso de apoptosis, como BAD, caspasa-9 y los factores de transcripcion
Foxo y CREB, promoviendo la supervivencia celular. Ademas, Akt fosforila y
activa al factor de transcripcién nuclear kB (NF-kB) que induce la expresion de
genes que codifican para proteinas antiapoptéticas, como Bcl-xL e inhibidores
de las caspasas (Song y col, 2005, Manning y col,, 2017).

1.34. Via de sefalizacion MAPK/ERK1/2

Las MAPK son una superfamilia de serina-treonina quinasas activadas por
mitégenos que median las respuestas celulares a diversos estimulos
extracelulares. Entre las cascadas de sefializacién de las MAPK, la GH activa
principalmente a la via de ERK1/2 (quinasa regulada por sefales extracelulares),
pero también a JNK (quinasa del amino terminal de c-Jun) y p38 (Zhu y col,
2001, Lanning y col.,, 2006, Carter-Su y col.,, 2015).

La activacion de la via de las MAPK por GH comienza con la unién de la
proteina adaptadora Shc a GHR, mediante su dominio de unién a tirosinas
fosforiladas. Una vez unida al receptor, Shc es fosforilada por JAK2 en residuos
de tirosina especificos e interacciona con la proteina adaptadora Grb2. A
continuacioén, el factor intercambiador de nucleétidos de guanina, SOS, se une
a Shc y se activa, permitiendo que la proteina Ras se una al nucleétido GTP.
Este evento da lugar a la activacion secuencial de las quinasas Ras, Raf,
MEK1/2 vy, finalmente, ERK1/2. Otros mecanismos, que involucran la accién de
Src o PI3K, también pueden desencadenar la activacion de ERK1/2 (VanderKuur
y col, 1997, Zhu y col,, 2001).

ERK1/2 regula la actividad de distintos tipos de mediadores moleculares,
como proteinas quinasas, proteinas del citoesqueleto, fosfolipasas y factores de
transcripcién. Entre estos Ultimos, ERK1/2 fosforila a Elkl y al factor de
respuesta al suero (SRF), que promueven la transcripciéon de c-fos. A su vez,
ERK1/2 fosforila a c-Fos, aumentando su estabilidad, y a c-Jun, estimulando su
actividad. Por consiguiente, a través de esta via, la GH modula numerosas
respuestas  celulares relacionadas con mecanismos de proliferacion,
diferenciacion, respuesta al estrés y apoptosis (Yoon y col, 2006, Chhabra y
col.,, 2011).
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1.4.Regulacién negativa de la sefalizacién de GH

El control de la acciéon de la GH requiere una regulacién precisa de su
sefializacion, que tiene lugar a través de diversos mecanismos que limitan la
magnitud y la duracién de la respuesta iniciada a través de GHR. De esta
forma, se modulan los procesos de crecimiento y metabolismo relacionados con
la actividad de la hormona.

Los niveles de GHR en superficie son los principales determinantes de la
capacidad de respuesta a la GH. La disponibilidad de GHR es regulada tanto a
nivel transcripcional (Schwartzbauer y col, 1998, Talamantes y col, 2002) como
postranscripcional. La internalizaciéon de GHR ocurre de forma constitutiva, pero
la unién de GH promueve este proceso (Flores-Morales y col, 2006), dando
lugar a la degradacién de los complejos formados por la hormona y el
receptor en el lisosoma o mediante el sistema ubiquitina-proteosoma (Strous y
col,, 2002, Frank y col., 2008).

La remocién de GHR de la superficie celular constituye uno de los
primeros pasos involucrados en la terminacién de la sefial de la hormona
(Allevato y col,, 1995). Ademas, otros mecanismos participan en este proceso. A
la vez que se inicia la transduccion de la sefial de la hormona, se recluta un
grupo de fosfatasas de tirosina que actla sobre proteinas activadas por
fosforilacién, constituyendo un primer mecanismo de finalizacién inmediato. A
continuacién, comienzan a actuar los supresores de la sefial de citoquinas
(SOCS), cuya expresion se induce por la misma respuesta que regulan. En
consecuencia, las proteinas SOCS constituyen un  mecanismo de
retroalimentacién negativa de la sefalizacién a través de GHR de efecto
mediato (Flores-Morales y col., 2006, Croker y col., 2008).

1.4.1. Supresores de la sefial de citoquinas

La familia de proteinas supresoras de la sefial de citoquinas (SOCS)
cumple un rol primordial en la regulacién de la transduccion de la sefial a
través de GHR. En general, la expresién de las SOCS es constitutivamente baja,
pero aumenta rapidamente por la estimulacion con diferentes citoquinas o
factores de crecimiento, entre ellas la GH. De los ocho miembros de esta
familia, la GH induce la expresién de SOCS1, 2, 3 y CIS (proteina inducible por
citoquinas que contiene un dominio SH2) (Adams y col, 1998, Tollet-Egnell y
col, 1999), mediante la activacién de STAT5b (Davey y col, 1999a, Woelfle y
col., 2004). En particular, en higado, la induccién de SOCS1 por la GH es muy
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débil o no existe, mientras que las otras tres tienen un rol destacado (Flores-
Morales y col., 2006).

Las proteinas SOCS contienen un dominio SH2 de unién a fosfotirosinas
y un motivo conocido como “SOCS box”, que participan en los dos mecanismos
de acciéon que presentan estas proteinas, el de inhibicion directa y el de
promocién de la degradacion (Fig. 6). Para cualquiera de ellos, es fundamental
el dominio SHZ2, que les permite unirse al complejo hormona-receptor activado.
SOCS1 y SOCS3 exhiben, ademas, una regién inhibidora de quinasas (KIR)
mediante la cual inhiben la actividad de JAK2. Para ello, SOCS1 se une
previamente a JAK2. En cambio, SOCS3 puede unirse tanto a JAK2 como a
fosfotirosinas de la regién citoplasmatica de GHR para ejercer su acciéon. SOCS2
y CIS, a su vez, cuando se unen al receptor, bloquean los residuos de tirosina
fosforilados necesarios para la unién y activacién de STAT5b (Ram y col.,, 2000,
Greenhalgh y col, 2005, Landsman y col, 2005, Vesterlund y col, 2011). La
inhibicién de STAT5b por CIS cumple un rol fundamental /n vivo, ya que su
sobreexpresion produce un fenotipo similar al de ratones modificados
genéticamente que no expresan STAT5b (Matsumoto y col, 1999). Ademas, una
mayor actividad de CIS seria la responsable de la desensibilizacién de STAT5b
frente a niveles continuos de GH, como los que presentan las ratas hembra o
modelos de ratones transgénicos que sobreexpresan GH (Gebert y col, 1999a,
Gonzalez y col, 2002, Miquet y col, 2004, Waxman y col, 2006, Thangavel y
col,, 2007, Martinez y col,, 2015).
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Figura 6 - Regulacién negativa de la sefializacion de GH mediada por las proteinas
SOCS - El esquema muestra los mecanismos de acciéon de los supresores de la sefal
de citoquinas (SOCS) 1, 2, 3 y CIS (proteina inducible por citoquinas que contiene un
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dominio SH2) sobre la sefalizacién de GH mediada por JAK2 y STATS5. Estos supresores
pueden, ademas, inducir la internalizacién y degradaciéon por proteosoma del receptor
de GH. Las flechas rojas indican mecanismos inhibitorios. Los circulos llenos representan
residuos de tirosina fosforilados.

Por otro lado, a través de la caja SOCS, estos supresores reclutan las
elonginas B y C, permitiendo el ensamblado del complejo ubiquitina-ligasa.
Luego, mediante la interaccion con las enzimas activadora y conjugadora de
ubiquitina, se produce la poliubiquitinizacion y degradacion por proteosoma de
las proteinas que se encuentren unidas a SOCS (Kile y col,, 2002, Linossi y col,
2012). De esta forma, la unién de estos supresores a GHR promueve su
internalizacion y protedlisis. A su vez, las mismas SOCS pueden ser degradadas
activamente en el proceso. Si bien SOCS1 y SOCS3 tienen la capacidad de
actuar como ubiquitina-ligasas y marcar a GHR para su degradacién por
proteosoma, su principal mecanismo de accién esta dado por su actividad
sobre JAK2 (Ram 2000). Para poner fin a este proceso inhibitorio, SOCS2 se
une a SOCS1 y SOCS3 e induce su degradacién por proteosoma (Tannahill y
col,, 2005, Piessevaux y col., 2006).

En conjunto, estos supresores permiten la terminaciéon de la sefial de
STAT5b y la resensibilizacion del sistema para el siguiente pulso de GH (Ram y
col,, 2000, Landsman y col,, 2005). A su vez, las proteinas SOCS intervienen en
la modulacién de la sefializacion de GH promovida por otros factores o sefiales
extracelulares. Por ejemplo, los estrégenos, los glucocorticoides y la insulina
influyen sobre la actividad de la GH al inducir la sintesis de SOCS2 y SOCS3
(Flores-Morales y col.,, 2006).

1.42. Fosfatasas

Las fosfatasas de tirosinas participan en la regulacién negativa de la
sefializacion de GH al remover fosfotirosinas activadoras y sitios de anclaje
para distintas proteinas mediadores de la sefalizacién (Fig. 7) (Flores-Morales y
col., 2006). Entre ellas, SHP1, SHP2 y PTP-1B se unen a través de su dominio
SH2 a tirosinas fosforiladas de GHR, JAK2 y STAT5 y los desfosforilan,
atenuando la activaciéon de esta via. SHP2 tiene un rol dual, ya que si bien
actla como fosfatasa, también puede servir como proteina adaptadora al unirse
al receptor y desencadenar la sefializacion a través de las vias de la PI3K/Akt
o de las MAPK (Ram y col, 1997, Yu y col, 2000, Qu, 2002, Pasquali y col,
2003).
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GHR

B
S

STATS

Figura 7 - Regulacién negativa de la via de sefalizacién JAK2/STAT5 mediada por
proteinas fosfatasas - El esquema muestra los mecanismos de terminaciéon de la sefial
de GH mediados por la desfosforilacién de residuos de tirosina (circulos llenos) por la
proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) y las fosfatasas de tirosina con dominio SH2 1 y
2 (SHP1 y SHP2).

Existen otras familias de proteinas fosfatasas que modulan la sefializacién
a través de las vias de la PI3K/Akt y de las MAPK (Fig. 8). Si bien no estarian
particularmente implicadas en la regulacion de su activacién a través de GHR,
se incluyen en esta seccién porque contribuyen a finalizar la sefializaciéon de
GH. Por un lado, las fosfatasas de la familia PP2A, remueven grupos
fosforilados de residuos de serina y treonina en Akt y en distintas enzimas de
la familia de las MAPK (Janssens y col,, 2001, Junttila y col., 2008). PP2A, junto
con las fosfatasas PHLPP, limitan la actividad de Akt al desfosforilar sus
residuos de serina 473 y treonina 308, respectivamente (Gao y col, 2005,
Newton y col, 2014). La regulacién negativa de la via de la PI3K/Akt también
estd mediada por PTEN, que desfosforila al fosfolipido PIP3 y remueve el sitio
de anclaje de Akt a la membrana. Al liberarse Akt, esta no puede ser
fosforilada por PDK1 y es susceptible a la accién de PP2A y PHLPP (Shi y col,
2012).
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Figura 8 - Regulacién negativa de las vias de sefalizacién PI3K/Akt y MAPKs mediada
por proteinas fosfatasas - El esquema muestra los sustratos susceptibles de ser
desfosforilados por la proteina fosfatasa 2A (PP2A), la proteina fosfatasa con dominio
PH y repeticién rica en leucinas (PHLPP), la proteina homdloga de fosfatasa y tensina
(PTEN) y la proteina fosfatasa de actividad dual (DUSP). Los circulos llenos representan
residuos de aminoacidos fosforilados.

Por otro lado, las proteinas fosfatasas de especificidad dual (DUSP),
también conocidas como MAPK fosfatasas (MKP), actlian especificamente sobre
la via de las MAPK al desfosforilar residuos de tirosina y treonina activadores.
Algunas proteinas de esta familia presentan especificidad por ERK1/2, JNK o
p38 y pueden ser inducidas por una o varias MAPK, conformando un
mecanismo de retroalimentacién negativa y de intercomunicaciéon entre las

distintas quinasas de estas vias (Kidger y col.,, 2016).

1.43. Retroalimentaciéon negativa mediada por proteinas quinasas

La regulacién de las vias de las MAPK y de la PI3K/Akt también esta
dada por mecanismos de retroalimentacién negativa que involucran la
fosforilacién inhibitoria de mediadores de estas vias. Por un lado, tanto ERK1/2
como Akt pueden fosforilar e inactivar a Ras, limitando la sefializacién a través
de las vias de las MAPK (Zimmermann y col, 1999, Dougherty y col.,, 2005). Por
otro lado, la quinasa S6K, sustrato de Akt, fosforila a IRS-1 y lo conduce a
degradacion, disminuyendo la activacién de PI3K (Zick, 2004, Harrington y col,
2005).
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2. Uso terapéutico de la hormona de crecimiento

La hormona de crecimiento se utiliza en la practica clinica para tratar su
deficiencia desde la década de 1950 (Raben, 1958). Las causas de la
deficiencia de GH (GHD) pueden ser congénitas, de origen genético o asociadas
a defectos estructurales del cerebro, o adquiridas. Entre estas (ltimas pueden
mencionarse: trauma cerebral pre o postnatal, meningitis, encefalitis, tumores
del sistema nervioso central, exposicion a radioterapia, hipotiroidismo,
deficiencias neurosecretoras, entre otras. Sin embargo, en nifios predomina la
GHD idiopatica (Dattani y col, 2004, Ayuk y col., 2006).

La deficiencia de GH en la infancia se manifiesta por un marcado retraso
del crecimiento, con baja estatura y proporciones corporales normales. En los
casos mas severos, si no se tratan, los pacientes pueden alcanzar solo un
70 % de su talla esperada. Ademas, los niflos con GHD exhiben un retraso en
el comienzo de la pubertad y, en algunos casos, menor capacidad de atencién
y trastornos de conducta (Hull y col, 2003). En los adultos, la deficiencia de
GH tiene efectos perjudiciales sobre la calidad de vida. Por un lado, los
pacientes presentan alteraciones en la composicion corporal, debido a la
disminucion de la masa muscular y el aumento de la adiposidad central,
ademas de disminucion de la capacidad de hacer ejercicio, osteopenia,
osteoporosis y sequedad de la piel. Asimismo, la GHD en el adulto se asocia al
desarrollo de patologias cardiovasculares, como consecuencia de la disfuncién
endotelial vascular, la dislipidemia y la insulinorresistencia que la deficiencia de
GH promueve (Hull y col., 2003, Ayuk y col,, 2006, Hgybye y col., 2015b).

Las primeras preparaciones de GH provenian de hipdfisis humanas
cadavéricas, por lo que su disponibilidad era baja. En consecuencia, pocos
pacientes accedian al tratamiento (Kemp y col, 2011). En la década de 1980,
el uso de estas preparaciones de GH se vinculé a la aparicion de la
enfermedad de Creuzfeldt-Jacob en algunos paises, por lo que su uso fue
discontinuado. Sin embargo, en esta misma época comenzé a producirse GH en
grandes cantidades mediante su expresién en £scherichia coli'y, en 1985, la
FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos aprobd la
comercializacién de la GH humana recombinante. Las primeras preparaciones de
GH, cuya secuencia contenia una metionina que se adicionaba para permitir el
inicio de su sintesis en bacterias, promovian la producciéon de anticuerpos en
los pacientes (Kaplan y col, 1986). En consecuencia, el efecto del tratamiento

se atenuaba con el tiempo. La producciéon de GH se fue perfeccionando y las
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preparaciones actuales tienen una secuencia aminoacidica idéntica a la GH
nativa (Franklin y col,, 2011).

Cuando comenzé a comercializarse la hormona recombinante, su uso se
extendié a otras condiciones clinicas no relacionadas con la deficiencia de GH
(Laron, 2011, Pfaffle, 2015). En la actualidad, la hormona se utiliza en nifios
con retraso del crecimiento intrauterino, nacidos pequefios para la edad
gestacional que no alcanzan el tamafio esperado a los dos afios de vida o con
baja talla asociada a enfermedad renal. Asimismo, se tratan con GH pacientes
con distintas enfermedades genéticas que cursan con retraso del crecimiento,
como el sindrome de Prader-Willi, el sindrome de Turner y el sindrome de
Noonan. El tratamiento con GH también se recomienda para aquellos nifios que
presentan baja estatura sin causa aparente -baja talla idiopatica- y que
cumplan una serie de criterios clinicos por los cuales se evidencia que su
estatura es significativamente menor a la esperada segin su edad y la talla de
sus padres. En general, en los pacientes con retraso de crecimiento no
asociado a alteraciones en la secrecién de hormona, el tratamiento con GH se
discontinta luego del cierre de las epifisis o cuando se haya alcanzado la
estatura esperada (Rose y col., 2014).

Los adultos con deficiencia de GH también son tratados con la hormona
por sus efectos sobre el perfil metabdlico, la composicién corporal y la funcién
neuronal y reproductiva. Ademas, se utiliza en el tratamiento de procesos
catabédlicos severos, como el cuadro caquéctico asociado al sindrome de
inmunodeficiencia adquirida. Asimismo, se ha descripto el uso ilegal de la
hormona, como suplemento para mejorar el rendimiento fisico de atletas o para
retardar el envejecimiento, aun cuando los beneficios de estos tratamientos no

estén debidamente comprobados (Kemp y col,, 2011, Laron, 2011).

2.1.Formas de administracién de GH

A lo largo de los afios, los protocolos de administracién de GH fueron
variando con el fin de encontrar aquellas condiciones que logren, no solo una
mayor efectividad, sino también que sean menos incObmodos para los pacientes,
ya que el tratamiento puede extenderse por afios. Los primeros pacientes
tratados con GH eran inyectados por via intramuscular, pero luego, al
comprobarse una efectividad similar, la hormona comenzé a administrarse de
forma subcutanea y por esta via se administra en la actualidad. En general, las

inyecciones se dan a la noche, para emular el pico de GH que ocurre

28



Introduccion

normalmente antes del periodo de suefio. Asimismo, la frecuencia de estas
administraciones fue variando a lo largo del tiempo: los primeros tratamientos
implicaban dos o tres inyecciones por semana, pero luego comenzé a indicarse
una aplicacién diaria con menores dosis de GH (Kemp y col, 2011). Si bien
este protocolo de administracién logra un perfii de GH en circulacion mas
similar al fisiolégico y, por ende, una mayor respuesta al tratamiento, resulta
inconveniente y estresante para los pacientes y en muchos casos lleva a la
falta de adhesion al mismo. Por este motivo, hay un creciente interés en
desarrollar formulaciones que permitan la liberacién sostenida de GH para
prolongar el tiempo entre administraciones (Clemmons, 2007, Hgybye y col,
2015a). Estas nuevas estrategias, algunas de las cuales ya han sido aprobadas
o estan en fases avanzadas de los estudios clinicos, incluyen prodrogas, formas
pegiladas de GH o la hormona fusionada a proteinas que prolonguen su
actividad en el tiempo (Hgybye y col,, 2015a).

La efectividad del tratamiento con GH administrado de forma intermitente
o sostenida se ha evaluado tanto en humanos como en modelos animales. En
roedores, la administracion pulsatii de GH promueve un mayor crecimiento
corporal y una mayor produccién de IGF1 que el tratamiento continuo (Jansson
y col, 1982, Clark y col, 1985, Isgaard y col.,, 1988, Maiter y col., 1988, Bick y
col, 1992). En humanos, las administraciones intermitente y continua de
hormona a nifios con GHD promueven cambios similares en el tamafio corporal,
aunque la forma sostenida induce un mayor aumento de los niveles de IGF1
circulante (Tauber y col, 1993). En pacientes adultos, la terapia de reemplazo
con GH intermitente o continua genera efectos similares a nivel 6seo y de la
composicién corporal, asi como también en marcadores bioquimicos del
metabolismo de lipidos, proteinas e hidratos de carbono (Laursen y col.,, 2001,
Heybye y col, 2015a). Sin embargo, al igual que en los nifos, la administracion
continua generaria mayores niveles de IGF1 en suero que la administracion

intermitente (Jgrgensen y col,, 1990).

2.2.Efectos adversos del tratamiento con GH

Los estudios referidos a la seguridad del tratamiento con la hormona
abarcan el andlisis de efectos adversos que pueden ocurrir tanto a corto como
a largo plazo. Entre los primeros, el mas frecuente es la aparicion de
reacciones en el sitio de inyeccién, que raramente lleva al abandono del

tratamiento. Con menor frecuencia, los pacientes, principalmente los adultos,
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pueden exhibir dolor de cabeza, edemas o sindrome del tlnel carpiano, debido
a una mayor retenciéon de fluidos, asi como también mialgia y artralgia. En
niflos, particularmente, se ha descripto la aparicion de hipertensién intracraneal
transitoria, que resuelve si el tratamiento se discontinla y se retoma luego con
menores dosis de GH. Ademas, pueden desarrollar ginecomastia y deslizamiento
de las epifisis femorales. En algunos pacientes tratados con dosis elevadas de
hormona por periodos prolongados se observé la maduracion temprana del
esqueleto y el inicio prematuro de la pubertad. Otros efectos adversos
relacionados al tratamiento con GH son el desarrollo de resistencia a la
insulina, especialmente en pacientes con sindrome de Turner o de Prader-Willi
(Kemp y col., 2011, Laron, 2011).

En cuanto a los efectos adversos que el tratamiento con GH podria
producir a largo plazo, la aparicion de neoplasias constituyé, desde que
comenzd a usarse la hormona en la practica clinica, uno de los principales
aspectos a considerar. Los primeros estudios epidemiolégicos parecian indicar
una relacién entre el tratamiento con GH y la aparicion de segundas
neoplasias, e incluso se describieron casos de cancer de novo en estos
pacientes (Swerdlow y col, 2002, Jenkins y col, 2006). Sin embargo, la
poblacién analizada incluia a muchos de los primeros pacientes tratados, que,
en general, reciban menos aplicaciones de GH por semana con dosis mas
altas. Por ende, estaban expuestos a mayores cantidades de hormona en cada
inyecciéon que los pacientes sometidos a los protocolos de administracion mas
modernos. Ademas, en esos pacientes, la dosis de GH no se ajustaba a sus
necesidades individuales. Si bien otros estudios mas recientes también
mostraron un aumento en la mortalidad de los pacientes tratados con GH
asociada, no sélo a la aparicién de tumores, sino también al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y hemorragias cerebrales (Carel y col, 2012,
Poidvin y col,, 2014), esto no fue confirmado en otros estudios epidemiolégicos
(Savendahl, 2012). Recientemente se han publicado los resultados de un anélisis
retrospectivo, que incluyé el seguimiento por alrededor de 25 afios de
pacientes de ocho paises europeos tratados con GH durante el periodo de
crecimiento desde la década de 1980 (Swerdlow y col, 2017). Se evaluaron
aproximadamente 24 000 pacientes, a diferencia de otros estudios a largo
plazo que involucraron un namero restringido de individuos, y se incluyeron
aquellos tratados por distintas causas, no solo GHD. Los resultados de este
analisis sugieren que el tratamiento con GH no incrementaria el riesgo de

desarrollar tumores en pacientes con antecedentes de cancer. Sin embargo, en
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pacientes con falla de crecimiento aislada sin evidencias de otra patologia de
gravedad, se observa una mayor incidencia de cancer de hueso y vejiga

asociada a la administracién de la hormona.

3. Relacién entre la hormona de crecimiento y el desarrollo de tumores

A lo largo de los afios, los efectos observados en situaciones de exceso
o déficit de GH, tanto en humanos como en modelos murinos, sugieren la
participacién de la hormona en el desarrollo y progresién tumoral (Jenkins y
col., 2006, Bartke, 2011, Clayton y col, 2011, Perry y col, 2013). Por un lado,
la ausencia de actividad de GH se asocia a una menor incidencia de cancer:
practicamente no se describen casos de neoplasias en pacientes resistentes a
la accién de la hormona o con GHD (Shevah y col, 2007, Guevara-Aguirre y
col,, 2011, Steuerman y col,, 2011). Por otro lado, niveles elevados de GH como
los que presentan pacientes acromegalicos se asocian a una mayor incidencia
de cancer de colon, de mama y de prostata (Jenkins y col, 2006, Renehan y
col., 2008). Sin embargo, los estudios epidemiolégicos no son concluyentes en
cuanto a la relacién entre la exposiciéon a niveles terapéuticos de hormona y el

riesgo de desarrollar neoplasias, como se describié en la seccién anterior.

En cuanto a los modelos murinos, ratones con deficiencia de GH o IGF1,
o con mutaciones que inactivan sus receptores, desarrollan tumores menos
severos y a edades mas avanzadas que los ratones normales (Wu y col., 2002,
Alderman y col., 2009, lkeno y col, 2009). Mas aln, estos animales son
resistentes a la induccién de tumores por agentes carcinogénicos (Ramsey y
col, 2002, Swanson y col, 2002, Wu y col, 2003). En cambio, ratones
transgénicos que sobreexpresan GH son mas susceptibles al desarrollo de
tumores y presentan una mayor incidencia de carcinoma hepatocelular (HCC) en
edades avanzadas que los ratones normales (Orian y col, 1989, Quaife y col,
1989, Orian y col, 1990, Snibson y col, 1999). Este modelo animal ha
permitido el estudio de los mecanismos moleculares que podrian estar
implicados en el desarrollo de tumores asociados a niveles muy elevados de
hormona. Asimismo, estos ratones permiten el estudio del proceso de
carcinogénesis hepdtica como consecuencia de un continuo estimulo
proliferativo en higado.

A continuaciéon se detallan los cambios que se suceden a lo largo del
tiempo en el higado de ratones que sobreexpresan GH y que dan lugar al

desarrollo de HCC. Si bien son numerosas las alteraciones moleculares
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vinculadas al proceso de carcinogénesis hepatica, se describira en mayor
detalle la participacién en este proceso de dos factores que se evaluaran en
este trabajo de tesis, el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y

la galectina-1.

3.1.Ratones que sobreexpresan GH como modelo del proceso de carcinogénesis

hepatica

El proceso de tumorogénesis hepdtica en ratones que sobreexpresan GH
se desarrolla a lo largo de un periodo de aproximadamente un afio, con una
secuencia que incluye: dafio hepatocelular, inflamaciéon progresiva, hiperplasia
regenerativa, adenomas Yy, eventualmente, HCC (Snibson y col, 1999). Los
cambios que preceden a la aparicion de tumores en estos animales también
predisponen al desarrollo de cancer hepatico en humanos (Orian y col.,, 1989,
Orian y col,, 1990, Snibson, 2002).

Los primeros cambios se evidencian a edades tempranas, cuando
comienzan a manifestarse las acciones de la GH sobre el crecimiento corporal.
Alrededor de las tres semanas de vida, estos animales presentan hepatocitos
de mayor tamafio, con una mayor tasa de proliferacién y hepatomegalia, en
comparacién con los ratones normales (Quaife y col, 1989, Snibson y col,
1999, Snibson, 2002, Martinez y col, 2016). El porcentaje de células en
proliferacion se mantiene en el tiempo, mientras que en los ratones normales
disminuye en funciéon de la edad. En ratones adultos jévenes, de entre dos y
tres meses de vida, se profundiza la hipertrofia de los hepatocitos, que ademas
presentan nlcleos de mayor tamafio con inclusiones e invaginaciones de la
membrana nuclear (Orian y col, 1989, Orian y col, 1990, Miquet y col., 2013).
Los hepatocitos hipertréficos 'y en activa proliferacion se localizan
preferentemente cerca de los espacios portales y de las venas
centrolobulillares, pero a esta edad aln se mantiene la organizacién del tejido
en lobulillos (Quaife y col., 1989, Miquet y col.,, 2013).

A lo largo del tiempo, en paralelo al aumento de las areas con células
hipertroficas, comienzan a aparecer signos de inflamacion de bajo grado.
Después de los seis meses, las zonas displasicas pueden abarcar todo el l6bulo
hepatico y se observa frecuentemente infiltracién linfocitica intralobulillar. La
severidad de la inflamacion aumenta con la edad y siempre precede al

desarrollo tumoral, que comienza a observarse alrededor de los ocho meses de
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vida, en general en forma de adenomas. Mas del 70 % de los ratones que
sobreexpresan GH presentan tumores después del afio, que van desde
adenomas eosinofilicos, basofilicos o mixtos hasta carcinomas hepatocelulares
con distintos grados de diferenciacion. En el higado tumoral se observan,
ademas, distintos grados de cambios cirréticos, con depédsitos de fibras de
colageno y evidencia de regeneracién tisular (Quaife y col, 1989, Orian y col,
1990, Snibson, 2002).

El proceso de tumorogénesis descripto se observa no solo en distintas
lineas de ratones transgénicos, independientemente del origen de la GH que
sobreexpresen y del promotor que induzca la expresién del transgén, sino
también en ratones que sobreexpresan GHRH (Quaife y col, 1989, Snibson,
2002). Asimismo, ratones que sobreexpresan IGF1 no exhiben estas lesiones
hepaticas, por lo que se trataria de efectos directos de la hormona y no
mediados por dicho factor de crecimiento (Quaife y col, 1989, Behringer y col,
1990). Las evidencias provenientes de cultivos primarios de hepatocitos de rata
respaldan esta aseveracion: luego de una exposicién prolongada a la GH, las
células presentan hipertrofia y pleomorfismo celular, vacuolizacién e inclusiones
citoplasmaticas (Vergani y col., 1991).

En estudios realizados en ratones transgénicos adultos jévenes, se
demostré que existe una mayor activacién y/o expresion de mediadores de las
vias de sefializacion relacionadas con crecimiento, proliferacién y supervivencia
celular en comparaciéon con sus hermanos de camada no transgénicos. Entre
ellos se destacan Akt y sus sustratos mTOR y GSK3, Src y Erkl/2 (Miquet y
col, 2008, Miquet y col, 2013). Por otro lado, estos animales presentaron
mayor activacién de otros factores, como NFkB y STAT3, que median procesos
inflamatorios en higado y contribuyen a la tumorogénesis hepatica (Aggarwal y
col, 2009, Luedde y col, 2011, Miquet y col, 2013). Ademas, se observé un
aumento en los niveles de [-catenina, que participaria en el proceso de
transformacion de los hepatocitos (Miquet y col, 2013, Lee y col, 2014). La
mayor activacion de estas vias de sefalizacion en los ratones transgénicos se
asocia a una mayor expresién de los reguladores del ciclo celular ciclina D1 vy
ciclina E, como también a mayores niveles de c-Myc, c-Fos y c-Jun (Miquet y
col.,, 2013).
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3.2.Otros actores en el proceso de carcinogénesis hepatica
3.21. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

Los factores de crecimiento comprenden un numeroso grupo de
compuestos, principalmente de naturaleza polipeptidica, que modulan procesos
celulares basicos en distintos tejidos. En general actian de forma autdcrina o
paracrina, regulando el crecimiento, la proliferaciéon, la supervivencia y la
movilidad celular. La desregulaciéon de su sefializacion cumple un rol importante
en los procesos de tumorogénesis: diferentes familias de factores de
crecimiento o sus receptores estan involucradas en el crecimiento auténomo de
las células cancerosas. Estas células, en general, exhiben un menor
requerimiento de factores de crecimiento de origen exégeno para mantener una
elevada tasa de proliferaciéon debido, en parte, a que producen altos niveles de
los mismos con accién autocrina. En las células tumorales, ademdas, otros
mecanismos pueden amplificar las sefiales intracelulares que desencadenan los
factores de crecimiento, contribuyendo al proceso de crecimiento desregulado.
Entre ellos puede mencionarse, por ejemplo, el aumento del nimero de
receptores en la superficie celular o la expresidon de variantes constitutivamente
activas (Normanno y col,, 2006).

Entre los factores de crecimiento, el EGF y su receptor participan en la
patogénesis y progresién de distintos tipos de carcinoma, incluido el carcinoma
hepatocelular (to y col, 2001, Henson y col., 2006, Normanno y col, 2006,
Buckley y col., 2008, Wee y col., 2017). En el higado, el EGFR cumple un rol
fundamental principalmente en la vida adulta (Carver y col, 2002) y, en
particular, en los procesos de regeneracion del tejido hepatico luego de una
injuria. Si el dafio persiste, los mecanismos involucrados en la recuperaciéon del
tejido  pueden desregularse, dando lugar a una proliferacion celular
desmesurada que facilita la acumulacion de alteraciones genéticas y, en
algunos casos, conduce al desarrollo de HCC. La sefializacion a través del EGFR
participa en todos los estadios de la respuesta al dafio hepatico, desde la
inflamacién temprana y la proliferacién hepatocelular hasta la fibrogénesis y
transformacion neoplédsica (Berasain y col., 2014, Komposch y col., 2016).

El receptor del factor de crecimiento epidérmico pertenece a la familia de
receptores tirosina quinasa ErbB. Ademas de EGFR, esta familia estd compuesta
por ErbB-2, ErbB-3 y ErbB-4, que son activados por otros miembros de la
familia del EGF (Yarden, 2001, Normanno y col, 2005). Estos receptores poseen

un dominio extracelular de union a ligando, un dominio transmembrana y un
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dominio intracitoplasmatico con actividad tirosina quinasa, altamente conservado
entre los miembros de la familia (Olayioye y col, 2000, Lemmon y col., 2014).
La unién especifica del ligando induce la dimerizacién del receptor y su
activacion, que conduce a la transfosforilacion en tirosinas especificas de la
region citoplasmatica mediada por su dominio tirosina quinasa (Ferguson y col.,
2003, Lemmon y col.,, 2014, Wee y col.,, 2017). Estas fosfotirosinas sirven como
anclaje para proteinas con dominios SH2 o PTB, que luego desencadenan la
activacion de diversas vias de sefializacion.

Una vez activo, el EGFR recluta a proteinas de andamiaje como Shc,
Grb2, Src y PI3K y activa, en consecuencia, las vias de las MAPK/ERK1/2, la via
de la PI3K/Akt y de los STATs (Fig. 9) (Henson y col, 2006, Normanno y col,
2006, Quesnelle y col, 2007). A su vez, Src puede fosforilar tirosinas en la
regién intracitoplasmatica del receptor, potenciando su actividad (Biscardi y col,
1999). La fosforilacién y activacién de STAT3 y STAT5 puede ocurrir de forma
directa, mediante su unién al receptor, o a través de Src o JAK, segln el tipo
celular (Quesnelle y col,, 2007). La hormona de crecimiento, asi como también
la prolactina, pueden activar a EGFR al inducir su fosforilacion en residuos

especificos mediada por JAK2 (Yamauchi y col,, 1997, Yamauchi y col., 2000).
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Figura 9 - Vias de sefializacién activadas por la unién del factor de crecimiento
epidérmico (EGF) a su receptor EGFR - Se muestra un esquema simplificado de los
principales mecanismos de transduccién de la sefal del EGF que llevan a la activacién
de las vias de las MAPK/ERK1/2, de la PI3K/Akt y de los STATSs.
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El EGF y la GH se encuentran estrechamente relacionados a nivel
intracelular, ya que ambos activan las mismas vias de sefializacién y controlan
la expresion de los mismos moduladores de la sefal (Frank, 2008). Ademas, la
GH regula los niveles del receptor del EGF: mientras que ratones que
sobreexpresan la hormona presentan mayores niveles de EGFR en higado,
ratones con una disrupcién en el gen que codifica para GHR presentan una
menor expresién del receptor (Miquet y col,, 2008, Gonzalez y col., 2010, Miquet
y col, 2013). A su vez, la expresiéon de EGFR depende del perfil de liberacién
de GH. En roedores, los machos presentan mayores niveles de EGFR en higado
que las hembras, en asociacion al perfil intermitente de GH en circulacién
(Norstedt y col., 1984, Ekberg y col, 1989, Johansson y col, 1989). De la
misma forma, la expresién de EGFR aumenta en ratones hembra expuestos a un
tratamiento intermitente con GH y disminuye en machos tratados de forma

continua (Diaz y col,, 2014).

3.2.2. Galectina-1

Las galectinas son una familia de proteinas de union a B-galactésidos
que se caracterizan por la presencia de al menos un dominio de
reconocimiento de carbohidratos (CRD) (Elola y col, 2007). Existen 15
galectinas, algunas, como Gal-1, -3 y -9 se expresan en numerosos sitios, como
el mlsculo esquelético, el tracto gastrointestinal, el sistema inmune, el endotelio
y las neuronas, mientras que otras proteinas de esta familia tienen una
ubicacion mas restringida (Chiariotti y col., 2002).

Las galectinas actGan tanto a nivel intracelular como extracelular. En el
citoplasma se unen a sus ligandos preferentemente por uniones proteina-
proteina y regulan el procesamiento del ARN premensajero, la progresion del
ciclo celular, la apoptosis y la proliferacién celular (Liu y col, 2002). Si bien no
poseen un péptido sefal, son secretadas al medio extracelular mediante una via
no clasica, independiente del reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi
(Nickel, 2003, 2005). En el medio extracelular, se unen a componentes
glicoconjugados de la matriz y moléculas de adhesion de la superficie celular.
En consecuencia, las galectinas cumplen roles importantes en la adhesion,
migracion y supervivencia celular al regular las interacciones entre células y
entre las células y la matriz extracelular (Liu y col, 2005, Elola y col, 2007).

Ademas, mediante la unién a glicoconjugados de la superficie celular, pueden
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desencadenar la transmisién de sefiales intracelulares (Rabinovich y col., 2007,
Garner y col,, 2008, Laderach y col., 2010).

Galectina-1 (Gal-1) pertenece al grupo de galectinas prototipicas, con un
Gnico CRD. Puede formar homodimeros mediante uniones no covalentes y asi
permitir el entrecruzamiento de moléculas glicoconjugadas de la superficie
celular como las integrinas, y glicoproteinas de la matriz extracelular, como
laminina y fibronectina (Elola y col, 2005a). A nivel intracelular, Gal-1 participa
en el procesamiento del ARN e interacciona con la proteina H-Ras, uno de los
miembros de la familia de proteinas Ras en células humanas. Gal-1 contribuye
al anclaje de esta proteina a la membrana plasmatica, un paso necesario para
que H-Ras active la via de las MAPK/ERK1/2 y la PI3K. Por consiguiente, la
sobreexpresion de Gal-1 promueve la transformacién celular (Liu y col, 2005,
Belanis y col., 2008).

La expresién de Gal-1 estda aumentada en el HCC (Chung y col, 2002,
Kondoh y col,, 2003), pero también en el carcinoma de prostata, tiroides, colon,
vejiga y ovario, astrocitoma y melanoma (Danguy y col, 2002, Balan y col,
2010). En pacientes con HCC los niveles de Gal-1 aumentan de forma dréstica,
principalmente en los estadios mas avanzados de la enfermedad y en aquellos
pacientes con un tipo de cancer metastasico. La expresion de Gal-1
correlaciona con la agresividad del HCC (Spano y col, 2010, Wu y col.,, 2012,
Chen y col, 2014). Los tumores mas agresivos presentan un mayor tamafio,
baja diferenciacién, encapsulaciéon incompleta, mayor capacidad metastasica y
mayor riesgo de recurrencia. En consecuencia, la sobreexpresién de Gal-1 es un
predictor de mal prondstico para los pacientes (Wu y col., 2012).

En lineas celulares de HCC, que presentan una mayor expresiéon de Gal-1,
esta proteina media los procesos de adhesion celular al actuar sobre integrinas
especificas y desencadenar la activacién de las vias de la PI3K/Akt y/o ERK1/2
(Espelt y col, 2011). La sobreexpresion de Gal-1 en estas lineas celulares
genera una activacion constitutiva de Akt, un incremento en la traslocacién de
B-catenina al nicleo y una mayor expresion de ciclina DI 'y c-myc, promoviendo
la proliferacion celular. Por otro lado, niveles elevados de Gal-1 inducen la
transicién epitelio-mesénquima, proceso por el cual las células pasan de un
fenotipo epitelial a uno de tipo fibroblastico y que es clave durante la
progresién y diseminacién tumoral. Durante esta transicion, disminuye la
expresion de proteinas que participan en las uniones adherentes y, en
consecuencia, las células son capaces de invadir el tejido circundante y hacer

metastasis. Asimismo, Gal-1 promueve la resistencia a la anoikis, un tipo de
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muerte celular programada que se induce cuando las células dejan de
interaccionar con las células vecinas, facilitando su diseminacién por el torrente

sanguineo (Bacigalupo y col., 2015).

En vista de los antecedentes descriptos, niveles constantemente elevados
de hormona de crecimiento, como los que exhiben los ratones GH-transgénicos,
estan vinculados con el desarrollo de neoplasias hepaticas en ratones. Sin
embargo, los mecanismos moleculares involucrados son complejos y aln no
fueron completamente dilucidados. Asimismo, tampoco estd establecido
especificamente el rol del perfil de concentracion de GH en circulacion sobre
estos mecanismos que podrian vincularse con procesos de transformacién
celular. Dado que la hormona tiene efectos diferenciales segin su perfil de
concentraciéon en sangre, ya sea este intermitente o continuo, y que, ademas,
estas diferencias fisiolégicas tienen relevancia en la practica clinica debido al
creciente interés en el desarrollo de formulaciones de liberacién sostenida de
GH, es fundamental explorar esta relacién. Teniendo esto en consideracién, se

plantean a continuacion los objetivos de la presente tesis.
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OBJETIVOS

La hormona de crecimiento se utiliza en el tratamiento de nifios con
deficiencia de GH (GHD) desde finales de la década de 1950. Desde 1980,
cuando la GH comenzé a producirse de forma recombinante, su uso se ha
extendido a otras patologias que cursan con disminuciéon de la tasa de
crecimiento aun cuando no se relacionen directamente con alteraciones del eje
somatotrépico (Kemp y col, 2011, Laron, 2011, Pfaffle, 2015). En simultaneo, ha
aumentado la preocupacion acerca de la seguridad de este tratamiento
considerando las acciones anabdlicas y mitogénicas de la hormona y las
acciones antiapoptéticas de su mediador, el IGF1 (Jenkins y col, 2006, Perry y
col,, 2006, Clayton y col., 2011).

Estudios epidemiolégicos y en modelos animales ponen de manifiesto la
relacién que existe entre la GH y el desarrollo de tumores. En humanos,
pacientes con GHD u otras patologias asociadas a una menor actividad de la
hormona presentan una menor prevalencia de cancer (Guevara-Aguirre y col,
2011). Asimismo, ratones con deficiencia de GH son resistentes a la induccién
de tumores por agentes carcinogénicos (Ramsey y col, 2002, Swanson y col,
2002). Por otro lado, pacientes acromegalicos exhiben una mayor incidencia de
neoplasias en comparaciéon con la poblaciéon sana (Renehan y col, 2008). En
modelos de ratones transgénicos con niveles elevados de GH, se observa una
mayor susceptibilidad al desarrollo de tumores y una mayor incidencia de
carcinoma hepatocelular (HCC) en edades avanzadas (Orian y col,, 1989, Quaife
y col, 1989, Orian y col, 1990, Snibson y col, 1999, Snibson, 2002, Bartke,
2003).

En situaciones extremas de exceso o déficit de GH, la asociacién entre la
hormona y el desarrollo de tumores resulta evidente y esta debidamente
documentada (Perry y col, 2013). Sin embargo, ain hoy existe controversia en
cuanto al potencial oncogénico de la terapia con GH en humanos, donde los
niveles de hormona en circulacion son menores que en los pacientes
acromegalicos, pero se elevan por encima de los valores normales (Renehan y
col, 2008, Kemp y col, 2011, Chae y col, 2015, Swerdlow y col, 2017). En
general, las poblaciones de pacientes tratados con GH son heterogéneas y los
estudios epidemioldgicos frecuentemente carecen de una verdadera poblacion
control (Rosenfeld y col, 2012). Muchos de los pacientes que reciben una
terapia de reemplazo con GH presentan una patologia tumoral subyacente al

déficit de hormona, como por ejemplo en aquellos casos en los que su
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secrecion se ve afectada por neoplasias del sistema nervioso central o como
consecuencia de la exposicion a radioterapia para tratar el cancer. Por otro
lado, algunas de las patologias genéticas que cursan con baja talla no
relacionada a la actividad de la GH se asocian a un mayor riesgo de
desarrollar tumores (Thorner, 2001, Clayton y col., 2011). En consecuencia, los
pacientes tratados con la hormona generalmente exhiben un mayor riesgo de
desarrollar neoplasias que el resto de la poblacion debido a sus antecedentes
clinicos (Allen y col, 2015). La clasificacién de los pacientes que recibieron GH
como de alto o bajo riesgo de desarrollar tumores y la decisién de incluirlos o
no en los estudios epidemiolégicos da lugar a distintos resultados y condiciona
las conclusiones finales de estos estudios. Asimismo, su interpretacion puede
estar limitada por el tamafio de la muestra o el periodo de seguimiento de los
pacientes, considerando la baja incidencia y prolongada latencia del cancer
(Rosenfeld y col., 2012).

En pacientes con GHD u otras patologias, el riesgo potencial del
tratamiento con GH se evallGa teniendo en cuenta la mortalidad asociada a la
patologia en si misma (Jenkins y col, 2006, Rose y col, 2014). No obstante,
dado que el uso de la GH en pacientes de baja talla sin una patologia severa
de base ha ido en aumento a lo largo de los afios, es esencial comprender los
efectos de la hormona en concentraciones que superen los valores fisiolégicos.
Teniendo en cuenta que las aplicaciones de la GH en pacientes con secrecién
normal de hormona han sido aprobadas hace relativamente poco tiempo (Kemp
y col, 2011) y que, por ende, no existen estudios epidemiolégicos a largo
plazo, el andlisis de los mecanismos moleculares que se desencadenan ante
niveles suprafisiolégicos de GH constituye un abordaje fundamental para
explorar el potencial oncogénico de este tipo de tratamiento. Por lo tanto, el
objetivo general de esta tesis es estudiar los efectos a nivel molecular de la
hormona de crecimiento en relacién al desarrollo de tumores. Los estudios se
centraran en el tejido hepatico ya que es el principal 6rgano blanco de la GH
y, en ratones, las neoplasias asociadas a niveles elevados de la hormona se
desarrollan principalmente en higado (Orian y col, 1989, Quaife y col,, 1989,
Orian y col,, 1990).

Los ratones GH-transgénicos constituyen un modelo de carcinogénesis
hepatocelular como resultado de un continuo estimulo proliferativo en higado
durante toda la vida del animal. Sin embargo, no es posible extrapolar
directamente las observaciones realizadas en este modelo a otras situaciones

donde la exposicién a niveles suprafisiolégicos de GH tiene lugar por un
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periodo limitado y en dosis farmacolégicas como ocurre, por ejemplo, en nifios
con baja talla no asociada a alteraciones en la actividad de la hormona que
son tratados con GH. Es por ello que se postula, como primer objetivo
especifico, evaluar los efectos hepaticos de un tratamiento con GH en una
dosis baja pero suficiente para promover el crecimiento corporal en ratones en
crecimiento sin alteraciones en el eje somatotrépico. En particular, se estudiara
si los animales tratados con es dosis farmacolégica de GH exhiben, al finalizar
el tratamiento, alguna de las alteraciones hepaticas que se observan en los
ratones que sobreexpresan la hormona, tanto a nivel histolégico como
molecular. En este aspecto se evaluard el estado de activacién de vias de
sefializaciéon relacionadas con procesos de crecimiento y proliferacion celular,
como también la expresién de protooncogenes vinculados a estos procesos.
Ademas, de existir alteraciones asociadas a la administracién de la hormona, se
evaluara si estas perduran luego de finalizado el tratamiento. Teniendo en
cuenta el interés creciente en desarrollar formulaciones de liberacidon sostenida
de GH que permitan prolongar el tiempo entre aplicaciones y que ciertos
efectos de la hormona dependen de su patrén de administraciéon (Jansson y
col, 1985, Waxman y col, 2006, Wauthier y col., 2008), estos andlisis seran
realizados en animales tratados de forma intermitente, mediante inyecciones
diarias, y de forma continua, a través de dispositivos de liberacién sostenida.

El efecto de la GH sobre el desarrollo de tumores hepaticos no estaria
mediado por el IGF1, sino que se trataria de un efecto directo de la hormona.
Ratones que sobreexpresan IGF1 presentan una mayor incidencia de tumores en
distintos tejidos, pero no desarrollan lesiones en higado (Quaife y col, 1989).
Ademas de las acciones mitogénicas propias de la GH, esta podria actuar
favoreciendo la accion de otros factores que promuevan procesos de
crecimiento y proliferacion celular hepatica, como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF). El EGF y la GH se encuentran estrechamente relacionados a
nivel intracelular, ya que ambos activan las mismas vias de sefializaciéon (Frank,
2008). Ademaés, la GH regula los niveles del receptor de EGF y modula su
sefalizacion (Jansson y col, 1988, Gonzalez y col., 2010, Diaz y col, 2012,
Miquet y col,, 2013, Diaz y col,, 2014). Considerando la participacién del EGF en
el desarrollo del HCC (Normanno y col., 2006, Berasain y col, 2014, Komposch
y col, 2016), se propone, como segundo objetivo especifico, evaluar los efectos
del tratamiento con dosis farmacoldgicas de GH sobre la sensibilidad del tejido

hepatico a un estimulo con EGF.
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En los ratones GH-transgénicos se evidencia, a lo largo del periodo de
crecimiento, una desregulacion secuencial de vias de sefializacion relacionadas
con crecimiento, proliferacion y supervivencia celular como correlato de los
cambios a nivel histoléogico que presentan estos animales desde edades
tempranas (Martinez y col, 2015, Martinez y col, 2016). Dichas alteraciones
moleculares se profundizan en los adultos jévenes, en los que la patologia
preneopldsica ya estd establecida. Ademds, en la adultez, los ratones GH-
transgénicos presentan una mayor expresién de protooncogenes (Miquet y col.,
2013), una caracteristica tipica de los estadios tempranos del HCC (Feitelson y
col, 2004, Llovet y col, 2008, Niu y col, 2016). Dada la implicancia de los
factores de transcripcién y otras proteinas codificadas por estos genes en la
regulacion del crecimiento y la proliferacion celular, alteraciones en su
expresion podrian estar también relacionadas con los cambios histolégicos que
se observan antes de que se establezca la patologia. Por consiguiente, se
postula, como tercer objetivo especifico, evaluar la expresiéon de protooncogenes
en ratones GH-transgénicos en crecimiento para ahondar en los mecanismos
moleculares que llevan a la transformacién de los hepatocitos frente a niveles
elevados de GH. Conocer en detalle la progresién de cambios que tiene lugar
en este modelo de hepatocarcinogénesis permitird establecer un marco de
comparacién para los ratones tratados con dosis farmacoldgicas de GH. De
esta forma, se podra determinar si los mecanismos moleculares que pueda
desencadenar el tratamiento con la hormona se corresponden con alguno de
los estadios de avance de la patologia hepatica asociada a niveles
suprafisiolégicos de GH.

El HCC es uno de los tumores soélidos mas frecuentes y una de las
principales causas de mortalidad relacionada a cancer a nivel mundial (Global
Burden of Disease Liver Cancer, 2017). Normalmente se asocia a la infeccion
con el virus de la hepatitis B o C, el consumo excesivo de alcohol o la
exposicién a aflatoxinas. Independientemente de su etiologia, el proceso de
hepatocarcinogénesis involucra multiples pasos que van desde dafio
hepatocelular, inflamacién progresiva, hiperplasia regenerativa, adenomas v,
eventualmente, HCC (Schlageter y col, 2014). Numerosos estudios se han
llevado a cabo con el objetivo de dilucidar los mecanismos subyacentes a este
proceso y asi obtener marcadores moleculares tempranos y/o nuevos blancos
terapéuticos. A partir de ellos surge abundante evidencia que destaca la
participacién de las galectinas, una familia de proteinas de unién a glicanos, en

el proceso de hepatocarcinogénesis (Chung y col, 2002, Bacigalupo y col,

42



Objetivos

2013). En particular, galectina-1 (Gal-1) se encuentra sobreexpresada en lineas
celulares de HCC y en humanos con esta patologia sus niveles de expresion
correlacionan con la agresividad del tumor (Wu y col,, 2012, Chen y col,, 2014).
Considerando la participacion de Gal-1 en el desarrollo y progresion del HCC,
se propone, como cuarto objetivo especifico, explorar si existe una relacion
entre GH y Gal-l en un contexto de hepatocarcinogénesis. Para ello, se
estudiard la expresion de Gal-1 en el modelo de ratones GH-transgénicos
adultos donde ya esta establecida la patologia preneoplasica. Luego, se
explorara su expresiéon en estos ratones durante el periodo de crecimiento y en
los modelos de ratones tratados con dosis farmacolégicas de GH para evaluar
si, de existir alguna relacion entre estas proteinas, también se evidencia a
edades tempranas y/o frente a menores niveles de hormona.

Los resultados de esta tesis permitirdn profundizar el conocimiento
acerca de los mecanismos moleculares que se desencadenan frente a niveles
suprafisiolégicos de GH en relacion al desarrollo de tumores hepaticos. Se hara
especial hincapié en determinar cuales son los primeros mecanismos que se
alteran, que luego pueden dar lugar al desarrollo de esta patologia, a través de
los estudios en ratones expuestos a dosis farmacolégicas de GH o en ratones

GH-transgénicos en crecimiento.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

Los siguientes compuestos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich, Inc. (San
Luis, Misuri, EE. UU.): 2-mercaptoetanol, aprotinina, azul de Coomassie R-250,
dodecilsulfato de sodio (SDS), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), fluoruro de
sodio (NaF), glucosa, HEPES, ortovanadato de sodio (Na;VaO,), persulfato de
amonio ((NH,).S,0y), pirofosfato de sodio (Na,P,0-), seroalbimina bovina (SAB),
Tricina, Tris-HCl, Triton X-100 y Tween 20. Los reactivos acrilamida, N,N-
metilenbisacrilamida y N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) fueron
comprados en Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, California, EE. UU.. Los
compuestos acido acético glacial p.a., cloruro de potasio (KCl), cloruro de sodio
(NaCl), etanol absoluto p.a., glicina p.a., metanol p.a., paraformaldehido (PFA)
puro, peréxido de hidrégeno 30 % p/v p.a. y xilol p.a. fueron adquiridos en
Biopack (Zarate, Buenos Aires, Argentina). Los siguientes reactivos fueron
comprados en MERCK KGaA (Darmstadt, Alemania): acido bérico, acido citrico,
acido etilendiaminotetraacético (EDTA), cloroformo p.a., fosfato acido de sodio
(Na,HPO,), fosfato diacido de potasio (KH,PO,) e isopropanol p.a. Los reactivos
agarosa y Tris base utilizados son de Genbiotech (Sophia Antipolis, Antibes,
Francia), el glicerol ultrapuro, de la marca Gibco (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts EE. UU) y el azul de bromofenol, de Mallinckrodt
(Dublin, Irlanda).

Los anticuerpos primarios anti-actina (cat. 47778), anti-CIS (cat. 1529),
anti-GAPDH (cat. 47724), anti-IR (cat. 711), anti-MUP (cat. 66976), anti-PCNA (cat.
7907), anti-SOCS2 (cat. 9022), anti-SOCS3 (cat. 9023), anti-STAT5a/b (cat. 835),
anti-tubulina (cat. 166729) y los anticuerpos secundarios anti-inmunoglobulina G
de cabra (cat. 2020), conejo (cat. 2004) y ratén (cat. 2005) unidos a peroxidasa
de rabano picante (IgG-HRP) fueron adquiridos en Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(Dallas, Texas, EE. UU.). Los anticuerpos anti-Akt (cat. 9272), anti-fosfo-Akt Ser*”?
(cat. 4060), anti-EGFR (cat. 2232), anti-ERK1/2 (cat. 9102), anti-fosfo-ERK1/2
Thr?%/Tyr®™ (cat. 4370), anti-GSK3p (cat. 9315), anti-fosfo-GSK3p Ser® (cat.
9323), anti-mTOR (cat. 2972), anti-fosfo-mTOR Ser®**® (cat. 2971) y anti-fosfo-
STAT3 Tyr’® (cat. 9131) fueron adquiridos en Cell Signaling Technology, Inc.
(Danvers, Massachusetts, EE. UU.). El anticuerpo anti-STAT3 (cat. S21320) es de
BD Transduction Laboratories™ (San José, California, EE. UU.) y el anticuerpo
anti-fosfo-STAT5a/b  Tyr®*/Tyr®® (cat. 05-495), de Millipore (Millipore, Billerica,
Massachusetts, EE. UU). El anticuerpo anti-Gal-1 fue generado por las Dras.
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Nilda Fink y Mariana Gonzalez de la Facultad de Ciencias Exactas de la
Universidad Nacional de La Plata (La Plata, Buenos Aires, Argentina) (Elola y
col.,, 2005b).

2. Modelos animales
2.1.Ratones tratados con GH

En el presente trabajo de tesis se utilizaron ratones hembra y macho
exocriados de la cepa Swiss-Webster provenientes del Bioterio Central de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires (Ciudad
de Buenos Aires, Argentina). Los animales fueron mantenidos en un ambiente
controlado con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, a una
temperatura de 22 + 2 °C y con libre acceso a agua corriente y a una dieta
balanceada estandar (Alimento Balanceado Cooperaciéon, ACA Nutricién Animal,
San Nicolds de los Arroyos, Buenos Aires, Argentina). Para poder realizar un
seguimiento de los animales desde los primeros dias de vida, se obtuvieron
ratones hembra nuliparas prefiadas y se trabajé con sus crias. Las camadas se
limitaron a doce animales para asegurar su correcta alimentacion. El destete se
realizé el dia 18 de vida y los animales se separaron en grupos de entre 4 y 5
ratones hembra o macho por jaula.

Los ratones fueron tratados con hormona de crecimiento porcina
(Reporcin®, Zamira Life Sciences, Pty Ltd, Knoxfield, Australia) mediante dos
patrones de administraciéon: uno intermitente y otro continuo. La elecciéon de la
dosis utilizada, la edad y la duracién del tratamiento sera explicada en la
seccién “Resultados”. Los ratones alojados en cada jaula se dividieron
aleatoriamente en dos grupos: uno que recibi6 GH y el otro, solucién fisioldgica
(grupo control). Para lograr una administracion intermitente los ratones fueron
inyectados dos veces por dia a las 8 h 'y 17 h. Los dias sabado y domingo los
animales recibieron la misma dosis diaria de GH pero en una (nica aplicacién
al mediodia. Las inyecciones se administraron por via subcutdnea en la regién
interescapular, con los animales inmovilizados manualmente.

El tratamiento continuo se realiz6 mediante el implante de bombas
osméticas (modelo 1002, Alzet®, DURECT Corporation, Cupertino, California,
EE. UU.) que contenian una solucién de GH disuelta en solucién fisiolégica. Para
ello, los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (80 mg/kg,
Holliday Scott, Beccar, Buenos Aires, Argentina) y clorhidrato de xilazina (5

mg/kg, Kensol Konig, Avellaneda, Buenos Aires, Argentina), controlandose la
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induccion de la anestesia por medio de la pérdida de los reflejos pedal y
corneal. A continuacién, se realizé una incision de 0,5 cm en la regién dorsal
interescapular, habiéndose afeitado y lavado previamente la zona. Por dicha
incision se inserté una pinza hemostatica y se fue expandiendo el espacio
subcutdneo para generar un bolsillo donde alojar el dispositivo. Una vez
introducida la bomba, la herida se sutur6é y se aplicé un antiséptico de uso
externo (yodo povidona). Un grupo de animales se sometié a una intervencion
simulada como control del tratamiento. Los ratones tratados y control se
colocaron en jaulas individuales, para evitar que el contacto normal entre los
animales genere la apertura de la herida, y se mantuvieron asi hasta el final
del tratamiento.

Las bombas utilizadas aseguran una liberacién sostenida de su contenido
por aproximadamente 17 dias. Por ende, para lograr una liberacion de GH
durante cinco semanas fue necesario reemplazar las bombas el dia 17 de
tratamiento. Para ello se repiti6 el procedimiento descripto: una vez
anestesiados los animales, se realiz6 una nueva incisiéon y se retiré la bomba
con ayuda de una pinza. Luego, en el espacio que ocupaba esta, se coloco la
segunda bomba. Los ratones control fueron sometidos nuevamente a una
intervenciéon simulada.

Con el objeto de evaluar la estabilidad de la hormona expuesta a
temperatura corporal durante 17 dias, una alicuota de la solucién de GH se
mantuvo en una estufa a 37 °C durante este tiempo. Luego, se analizd la
capacidad de esta preparacién de hormona de inducir la fosforilacién de STATS5
en higado de ratones, como una medida de su actividad. Para ello, un grupo
de ratones hembra adultas de la cepa Swiss-Webster fue estimulado con esta
soluciéon de GH durante 7,5 minutos en una dosis de 1 pg/g de peso corporal,
por via intraperitoneal (Martinez y col, 2013). En paralelo y a modo de
comparacién, otro grupo de animales se estimulé con la misma dosis de GH,
pero proveniente de una solucién conservada a -20 °C y se sacrificé
transcurridos 7,5 minutos. Ademas, se realizé un control del estimulo mediante
un tercer grupo de ratones inyectados con solucion fisioldgica. Los animales
fueron sacrificados de acuerdo a la técnica que se detallara a continuacién en
la seccién “Obtencién de tejidos”.

La manipulaciéon de estos animales, asi como todos los procedimientos a
los que fueron sometidos que se describen a continuacién, se llevaron a cabo

de acuerdo al protocolo aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y
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Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Farmacia y
Bioguimica de la Universidad de Buenos Aires (Protocolo n°® 0032383/2014).

2.2.Ratones transgénicos que sobreexpresan GH

Los ratones transgénicos utilizados para la presente tesis derivan de
animales originalmente provistos por el Dr. T.E. Wagner y actualmente son
mantenidos por el Dr. A. Bartke en la Facultad de Medicina de la Universidad
del Sur de lllinois (Springfield, lllinois, EE. UU). Estos ratones poseen el gen de
la hormona de crecimiento bovina (bGH) fusionado a una secuencia de la
region reguladora del promotor de la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK) de rata. Para su obtencién se llevaron a cabo técnicas estandar: luego
de la microinyecciéon del gen de fusién en el pronlcleo masculino de huevos
fertilizados de ratén, los embriones viables se implantaron en ratones hembra
receptoras (Wagner y col, 1981, McGrane y col, 1988). La descendencia fue
analizada por técnicas de dot blot, Southern blot y ELISA para seleccionar
como machos fundadores aquellos ratones en los que se hubiese integrado el
transgén y que mostrasen niveles elevados de bGH en suero. Estos fueron
apareados con hembras C57BL/6 x C3H y luego se seleccioné de la primera
filiacion (F1) un macho heterocigoto con altos niveles de expresién de bGH y
un tamafio corporal equivalente a dos veces el de sus hermanos de camada
normales. A partir de este individuo deriva la linea de ratones transgénicos
PEPCK-bGH utilizada para este trabajo, a los cuales se hara referencia como
“GH-transgénicos” para simplificar la lectura. Dado que las hembras que
expresan el transgén son estériles y los machos presentan fertilidad reducida,
esta linea es conservada mediante el apareamiento de machos transgénicos
heterocigotos con hembras C57BL/6 x C3H. En esta cepa, la transmision del
transgén da lugar a una progenie con aproximadamente la misma proporcién
de animales normales y transgénicos. En los experimentos desarrollados en este
modelo animal, los ratones normales hermanos de camada de los GH-
transgénicos se utilizaron como individuos control.

El gen de fusiéon se expresa luego del nacimiento y durante toda la vida
posnatal de los ratones GH-transgénicos, principalmente en higado, corteza
renal y tejido adiposo (McGrane y col, 1990). Como consecuencia, estos
animales presentan niveles de GH en sangre que son alrededor de 300 veces
mayores que los de sus hermanos de camada normales (Sotelo y col, 1998,

Miquet y col, 2008, Palmer y col, 2009). Por el contrario, los valores de IGF1
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circulante solo alcanzan a ser entre dos y tres veces mayores que los de los
controles (Mathews y col, 1988, McGrane y col, 1990, Sotelo y col., 1998). A
pesar de los niveles continuamente elevados de hormona desde el nacimiento,
los ratones GH-transgénicos presentan un mayor peso corporal que los
animales normales recién a partir de la tercera semana de vida (Mathews y col,
1988, Martinez y col.,, 2015). La diferencia de peso aumenta con la edad y en
la adultez los ratones GH-transgénicos duplican el peso de los normales vy
exhiben organomegalia, con lesiones histofisiopatolégicas en higado, corazén y
rifién (Wanke y col, 1991, Kopchick y col,, 1999, Bartke y col, 2002, Palmer y
col, 2009, Miquet y col, 2013, Martinez y col, 2016). Los ratones GH-
transgénicos presentan, ademas, alteraciones de la composicién corporal, con
una disminucién del tejido adiposo y un aumento de la masa muscular en
comparacién con sus hermanos de camada normales después de los seis
meses de vida (Palmer y col, 2009, Ding y col,, 2011). El conjunto de cambios
que se observa en este modelo animal se asemeja a las alteraciones que
presentan los pacientes con gigantismo o acromegalia (Wanke y col, 1991,
Kopchick y col,, 1999, Bartke y col., 2002).

En los estudios llevados a cabo en estos animales se utilizaron ratones
hembra y macho, adultos y en periodo de crecimiento. Se eligieron tres edades
representativas:

- dos semanas de vida, cuando los animales transgénicos no se
distinguen por su tamafio corporal de sus hermanos de camada
normales;

- cuatro semanas de vida, cuando los animales se encuentran en
periodo de crecimiento rapido dependiente de GH y los ratones que
sobreexpresan la hormona presentan un crecimiento exacerbado en
comparacién con los no transgénicos;

- nueve semanas de vida, que es un adulto joven que ya presenta
lesiones hepaticas preneoplasicas (Miquet y col, 2013, Martinez y
col, 2016).

Los ratones se distribuyeron en grupos de entre 3 y 5 animales por jaula
y fueron mantenidos en un ambiente controlado con un ciclo de 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad, a una temperatura de 22 + 2 °C y libre acceso a
agua corriente y una dieta balanceada estandar (5001, LabDiet, San Luis, Misuri,
EE. UU.. La manipulacién de estos animales se llevd a cabo en la Facultad de

Medicina de la Universidad del Sur de Illinois de acuerdo al protocolo aprobado
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por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (LACUC) de
dicha universidad (Permiso n® 178-02-001).

3. Determinaciones somatométricas

Con el objeto de evaluar la efectividad de los tratamientos intermitente y
continuo con GH, se determinaron en los animales tratados y sus controles: el
peso corporal, tres veces por semana a partir de la primera semana de vida y
hasta el sacrificio; la longitud corporal, a las tres, seis y nueve semanas de
vida; el peso del higado, corazén y rifiones y la longitud de la tibia y el fémur,

post mortem.

4. Prueba de tolerancia a la glucosa

Para realizar este ensayo, los ratones fueron sometidos a un ayuno
durante 6 horas a partir de las 8 h, cuando se retiré el alimento de las tolvas.
Durante este periodo se permitié el libre acceso de los animales al agua de
bebida. Transcurrido el tiempo de ayuno, se realizd una pequefia incisién de
forma oblicua en la parte lateral de la cola de manera de obtener una gota de
sangre, segin el método descripto por Diirschlag y colaboradores (Dirschlag y
col, 1996). Mediante tiras reactivas y un glucémetro (Accu-check® Performa,
Roche, Basilea, Suiza) se realizé la determinacion de glucemia. Este valor
corresponde a la glucemia basal, en ayunas. A continuacién los ratones fueron
inyectados por via intraperitoneal con una solucién de glucosa (20 % p/v en
solucién fisiolégica) en una dosis de 2 g/kg de peso corporal. A los 15, 30, 60,

90 y 120 minutos luego de la inyeccion se repitié la medicién.

5. Estimulaciéon con EGF

Un grupo de ratones hembra de ocho semanas de vida de la cepa
Swiss-Webster previamente tratados con GH de forma intermitente y sus
respectivos controles sin tratar fueron estimulados con EGF humano
recombinante (Sigma-Aldrich, Inc.) el Gltimo dia del tratamiento. El estimulo se
realiz6 transcurridas 6 horas de la dltima aplicacion de GH. Para ello, los
animales recibieron por via intraperitoneal una dosis de EGF de 2 pg/g peso
corporal y fueron sacrificados luego de 10 minutos. La dosis y el tiempo de
estimulo se seleccionaron en base a resultados previos de nuestro grupo de

trabajo que corroboraron una activaciéon significativa en estas condiciones de
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las vias de sefalizacién de EGF en higado de ratones (Gonzalez y col., 2010,
Diaz y col, 2012, Diaz y col, 2014). Los animales fueron sacrificados de

acuerdo a la técnica que se detallara a continuacién.

6. Obtencién de tejidos

Los ratones utilizados para los distintos experimentos que se presentan
en este trabajo de tesis fueron sometidos a un ayuno de 6 horas a partir de
las 8 h. Durante este periodo se permitié el libre acceso de los animales al
agua de bebida. A los animales sometidos al tratamiento intermitente con GH vy
sus respectivos controles se les retir6 el alimento en el momento en que
recibieron la Ultima inyeccion de hormona o solucién fisiolégica.

Transcurrido el periodo de ayuno, los animales fueron sacrificados por
dislocacién cervical y se les extrajo el higado, el corazén, los rifiones y los
huesos de las patas traseras. En estos animales, siempre que fue posible, se
recogioé la orina al acecho en el momento del sacrificio. Cuando fue necesario
tomar muestras de sangre, los animales fueron anestesiados con una mezcla
de ketamina (80 mg/kg, Holliday Scott) y clorhidrato de xilazina (5 mg/kg,
Kensol Konig), controldndose la induccion de la anestesia por medio de la
pérdida de los reflejos pedal y corneal. La extraccién de sangre se realizé6 por
puncién intracardiaca y los animales fueron inmediatamente sacrificados por

dislocacién cervical para extraer el higado.

7. Procesamiento de las muestras
7.1.Sangre

Las muestras de sangre se mantuvieron a temperatura ambiente durante
30 minutos para permitir la formaciéon del codgulo de fibrina. Luego, fueron
centrifugadas a 3000 g por 15 minutos a 4 °C (microcentrifuga 5415 R,
Eppendorf, Hamburgo, Alemania) para separar el suero, el cual fue conservado

a -70 °C hasta su utilizacion.

7.2.Orina

Las muestras de orina fueron centrifugadas a 8800 g durante 3 minutos
a 4 °C inmediatamente después de su obtencién (microcentrifuga 5415 R,
Eppendorf). A continuacidon se recuperaron los sobrenadantes, los cuales fueron,

en primer lugar, diluidos 1:1 en un buffer que contenia Tris 60 mM y EDTA 1
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mM (pH 7,40) y luego, nuevamente diluidos 1:1 en buffer Laemmli 2X (Tris-HCl
125 mM, 2-mercaptoetanol 10 % v/v, glicerol 20 % v/v, SDS 4 % p/v, azul de
bromofenol 0,05 % p/v; pH 6,80) (Laemmli, 1970). Por dltimo, las muestras
fueron hervidas a 100 °C por 5 minutos y conservadas a -20 °C hasta su

utilizacion.

7.3.Higado
7.3.1. Fijacién y obtencién de cortes histolégicos

Una porcion de higado fresco se fij6 en una solucion de
paraformaldehido al 4 % p/v en buffer fosfato salino (PBS; Na,HPO, 10 mM,
KH,PO, 2 mM, NaCl 150 mM, KCl 2,7 mM; pH 7,40) durante toda la noche a
temperatura ambiente. Luego, los tejidos fijados se lavaron con agua corriente y
se deshidrataron con soluciones de alcoholes de concentracién creciente
(etanol 70°, 90° 96° y 100° en incubaciones sucesivas de 5 minutos cada
una. Luego de la aclaracion con xilol por 1 minuto, las muestras se incluyeron

en parafina.

7.3.2. Obtencién del solubilizado hepatico

Porciones de 100 mg de tejido hepatico obtenidas y conservadas a -
70 °C fueron homogeneizadas en buffer de solubilizacion (1 ml/100 mg de
tejido) durante 15 segundos a 4 °C mediante un homogeneizador (Omni-Mixer,
Omni International, Inc, Kennesaw, Georgia, EE. UU.) operado a maxima
velocidad. Dicho buffer, de pH 7,40, estd compuesto por un detergente (Triton
X-100 1 % p/v), una solucién amortiguadora de pH (HEPES 100 mM) e
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Na,P,O; 100 mM, NaF 100 mM, EDTA 10
mM, NasVaO, 10 mM, PMSF 2 mM y aprotinina 0,02-0,04 UIT/ml. El
homogenato resultante se centrifugé a 15 700 g por 90 minutos a 4 °C
(microcentrifuga 5415 R, Eppendorf) para separar el material insoluble.
Posteriormente se determind la concentracion de proteinas de los
sobrenadantes mediante el método del acido bicinconinico (Smith y col,, 1985),
utilizando un kit comercial (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher
Scientific Inc.). Las muestras se diluyeron en buffer de solubilizado y buffer
Laemmli 2X hasta una concentracion final de 4 mg/ml. Finalmente, se
calentaron a 100 °C durante 5 minutos y se conservaron a -20 °C hasta su

posterior utilizacién.
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7.33. Inmunoprecipitacion

Con el objetivo de enriquecer el solubilizado de tejido hepatico en la
proteina CIS, que de lo contrario no se detecta dada su baja concentracién en
higado, se realiz6 una inmunoprecipitaciéon. Para ello se incubaron 3,5 mg de
proteina total con 4 pl de anticuerpo anti-CIS en buffer de solubilizado hasta
un volumen final de 250 pl. Se permitié la formacién de los inmunocomplejos
durante toda la noche a 4 °C y en agitacién constante. Luego, se agregd a
cada muestra 15 pl de proteina G inmovilizada en agarosa (Protein G-
Sepharose®, Sigma-Aldrich, Inc) en una concentracién de 50 % v/v en buffer
de solubilizado y se procedid a incubarlas durante dos horas en agitacion
constante a 4 °C. La proteina G reconoce el fragmento Fc de ciertas
inmunoglobulinas y permite la precipitacion de los inmunocomplejos mediante
una centrifugaciéon corta y a baja velocidad. Una vez separado el sobrenadante,
el precipitado se lavdé tres veces con 300 pl de buffer de lavado (Tris-HCL
50 mM, Tritén X-100 1 % v/v, NasVaO, 2 mM; pH 7,40) y se resuspendié en
50 pl de buffer Laemmli 2X. Las muestras se calentaron 10 minutos a 100 °C,
se separd el sobrenadante de cada una de ellas y se conservé a -20 °C hasta

su utilizacioén.

7.34. Extraccién de ARN y obtencién de ADN copia

A partir de una porcién de 50 mg de tejido hepatico conservada a -
70 °C, se obtuvo el ARN total mediante el método de extracciéon con fenol-
cloroformo en presencia de isotiocianato de guanidinio, utilizando el reactivo
comercial TRIzol (Invitrogen™, Waltham, Massachusetts EE. UU.) y de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante. Para la disrupcién mecanica del tejido
se utiliz6 un homogeneizador dispersor (Ultra Turrax-T-25, IKA, Staufen,
Alemania) que se oper6é a una velocidad de 11 000 rpm, durante 15 segundos
y manteniendo la muestra a 4 °C. Una vez extraido el ARN, se calculé su
concentraciéon en las muestras a partir de la determinacién de su absorbancia
a 260 nm en un espectrofotémetro NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo Fisher
Scientific, Inc.). Para ello, se consider6 que una unidad de absorbancia a esta
longitud de onda equivale a una solucién de ARN de 40 pg/ml. Asimismo, se
evalué la calidad del ARN extraido mediante el andlisis de su pureza e
integridad. Por un lado, las relaciones entre valores de absorbancia
determinados a distintas longitudes de onda (260/280 nm y 260/230 nm)

permitieron evaluar la presencia de proteinas que podrian haberse extraido
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junto al ARN o remanentes de los reactivos utilizados para su extraccion. Por
otro lado, mediante electroforesis en geles de agarosa se pudo evaluar la
integridad del ARN observando la intensidad y definicibn de las bandas
correspondientes al ARN ribosomal 28S y 18S. Solo aquellas muestras con ARN
de buena calidad (Axg/a80mm > 1,8, Asso/230nm > Assosso0nm Y bandas definidas en el

gel) fueron sometidas a los pasos subsiguientes.

7.34.1. Electroforesis en geles de agarosa

Para analizar las muestras de ARN se realizé una corrida electroforética
en geles de agarosa en un equipo Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad Laboratories, Inc.).
Se utiliz6 una concentraciéon de agarosa de 2 % p/v en buffer TBE (Tris-borato
45 mM, EDTA 1 mM; pH 8,30) en presencia de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio
(Promega, Madison, Wisconsin, EE. UU). El buffer TBE también se utiliz6 como
buffer de corrida. Las muestras de ARN se diluyeron hasta una concentracién
de 0,25 pg/pl en buffer de siembra (EDTA 5 pM, glicerol 5 % v/v, azul de
bromofenol 0,025 % p/v) y la electroforesis se realiz6 a un voltaje constante
de 100 V y a temperatura ambiente. Luego de aproximadamente 20 minutos,
las bandas se visualizaron en un transiluminador de luz UV T2201 (Sigma-
Aldrich, Inc.).

7.3.4.2. Digestién con ADNasa y transcripcién reversa (RT)

Con el objeto de eliminar posibles restos de ADN gendmico, las muestras
de ARN fueron sometidas a un tratamiento con la enzima ADNasa (DNase |
Amplification Grade, Invitrogen™). Para ello, 2 pg de ARN se incubaron con la
enzima durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo por
el agregado de EDTA 2,5 mM y posterior calentamiento a 65 °C durante 10
minutos. A continuacién, se llevé a cabo la transcripcién reversa (RT) agregando
al ARN una solucién conteniendo la enzima retrotranscriptasa y cebadores con
secuencias de nucleétidos generadas al azar 'y secuencias de
oligodesoxitimidinas (iScript™ cDNA synthesis kit, Bio-Rad Laboratories, Inc.). La
mezcla se incubd por 5 minutos a 25 °C, 30 minutos a 42 °C y 5 minutos a
85 °C en un termociclador T18 (lvema Desarrollos, Lavallol, Buenos Aires,
Argentina). En paralelo se proces6 una muestra de ARN a la que no se le
agregd la retrotranscriptasa (NoRTC) para evaluar la efectividad del tratamiento
con la enzima ADNasa. Las muestras de ADN copia (ADNc) se mantuvieron a -

20 °C hasta su posterior utilizacién.
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8. Andlisis de las muestras
8.1. Determinaciones bioquimicas en suero
8.1.1. Determinacién de colesterol y triglicéridos

Se midié la concentracién de lipidos en suero mediante kits comerciales
basados en reacciones enzimaticas. La determinacién de colesterol se realizé
mediante el método de la enzima colesterol oxidasa (Colestat enzimatico AA,
Wiener lab Group, Rosario, Santa Fe, Argentina) y la determinaciéon de
triglicéridos, mediante el método de la enzima glicerol fosfato oxidasa (TG Color
GPO/PAP, Wiener lab Group). En ambos casos se acopla una reaccién
colorimétrica catalizada por una enzima peroxidasa a la reaccién principal, lo
que da lugar a la formacién de un producto coloreado con un maximo de
absorbancia entre 490 y 530 nm. A partir de estandares de concentracién
conocida de colesterol o triglicéridos provistos en los kits, se realizaron las
curvas de calibracién correspondientes y se calculé la concentracién de cada
analito en las muestras.

Los métodos propuestos por el fabricante se adaptaron para realizar las
determinaciones en microvolimenes de muestra. Para ello, 2 pl de suero o de
estandar se incubaron con 200 pl del reactivo correspondiente en placas de 96
pocillos. Luego de 5 minutos de incubacién a 37 °C, se realiz6 la lectura de
absorbancia a 495 nm en un espectrofotémetro de placas (Sunrise™, Tecan,

Mannedorf, Suiza).

8.1.2. Determinaciéon de insulina

Se determinaron los niveles de insulina en suero mediante un ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas o ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay) de tipo sandwich (Rat/Mouse Insulin ELISA Kit 96-Well Plate, Millipore) de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. El ensayo se basa en la
interaccion de la insulina con dos anticuerpos especificos. El primero,
monoclonal, se encuentra inmovilizado en la placa y captura al analito presente
en las muestras. Una vez que esta interaccién ha tenido lugar se agrega el
segundo anticuerpo, policlonal y biotinilado, que reconoce a la insulina presente
en los complejos ya formados. Luego, a este anticuerpo se une una enzima
HRP conjugada a estreptavidina. Finalmente, mediante el monitoreo de la
actividad de esta enzima en presencia del sustrato 3,3,5,5-tetrametilbencidina

se cuantifican los conjugados anticuerpo-enzima, lo que resulta directamente
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proporcional a la concentracion de insulina presente en la muestra. La actividad
enzimatica se calcula a partir de la determinacion espectrofotométrica del
producto formado en un espectrofotémetro de placa (Sunrise™, Tecan). La
medicién de absorbancia se realiza a 450 nm y se corrige por el valor
correspondiente a la absorbancia determinada a 590 nm. El valor resultante se
interpola en una curva de calibracion generada en el mismo ensayo con

estandares de concentracién conocida de insulina.

8.2. Andlisis de los cortes histoldgicos
8.2.1. Tincién con hematoxilina y eosina

A partir de las muestras incluidas en parafina se obtuvieron cortes de
5 um de espesor que fueron dispuestos sobre un portaobjetos. Posteriormente,
las secciones de tejido fueron desparafinizadas con xilol durante 1 minuto e
hidratadas mediante incubaciones sucesivas de 5 minutos cada una en
soluciones de alcohol de concentracién decreciente (etanol 96°, 70°, 50°) vy,
finalmente, agua destilada. Luego de la tincién con hematoxilina (Biopur,
Rosario, Santa Fe, Argentina) por 30 minutos y posterior viraje con agua
corriente, las muestras se colorearon con eosina alcohdlica (Biopur) durante 3
minutos. Los cortes fueron lavados con agua destilada y deshidratados por 5
minutos con etanol 90° y otros 5 minutos con etanol 100° Por (ltimo, las
muestras se dejaron secar, se agregd una gota de medio de montaje sobre

ellas (Canadax, Biopur) y se cubrieron con un cubreobjetos.

8.2.2. Inmunohistoquimica

Secciones de tejido de 5 pm de espesor incluidas en parafina fueron
colocadas sobre portaobjetos y desparafinizadas con dos incubaciones de 5
minutos cada una en xilol e hidratadas con dos incubaciones de 5 minutos
cada una en etanol 100° y en etanol 96° Con el objeto de restaurar la
conformacion de los epitopes que podrian haberse alterado durante el proceso
de fijacion e inclusién de los tejidos, se sometieron las muestras a un paso de
recuperaciéon antigénica. Para ello, se incubaron con un buffer citrato 0,01 M en
presencia de Tween 20 0,05 % v/v (pH 6,00) por 30 minutos a 98 °C. Luego,
los cortes se incubaron con Tritén X-100 0,3 % v/v por 10 minutos para
permitir una mejor penetracién de los anticuerpos en el tejido. Con el fin de

evitar su unién inespecifica, se realiz6 un bloqueo con SAB 1 % p/v en PBS
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durante 1 hora a 4 °C y luego con suero de caballo 2,5 % v/v (RT.U.
VECTASTAIN kit, Vector Laboratories, Burlingame, California, EE. UU.) por 2 horas
a temperatura ambiente. A continuacién, las muestras se incubaron con el
anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C. En paralelo, cortes
adicionales se incubaron con SAB 1 % p/v en PBS en las mismas condiciones
para evaluar la sefial inespecifica (control negativo). Posteriormente, se realizd
la incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado anti-cabra/conejo/ratén
seguido del complejo estreptavidina-peroxidasa (R.T.U. VECTASTAIN kit, Vector
Laboratories), ambos por 30 minutos a temperatura ambiente. La actividad de
las peroxidasas endégenas se bloqueé por el agregado de peréxido de
hidrégeno 3 % v/v en PBS durante 30 minutos. La unién antigeno-anticuerpo
se visualizd mediante la tincion con el cromoégeno 3,3-diaminobencidina (DAB;
Peroxidase (HRP) substrate kit, Vector Laboratories) que, en presencia de la
enzima peroxidasa, produce un precipitado color marrén insoluble en alcohol y
xilol. Los cortes se tifleron con hematoxilina (Biopur) por 30 segundos y se
enjuagaron con agua corriente para virar el colorante. Finalmente, se procedi6é
a su deshidratacion mediante incubaciones de 1 minuto en etanol 96°, de 3
minutos en etanol 100° y de 5 minutos en xilol. Las muestras se dejaron secar,
se agregd el medio de montaje (Candax, Biopur) y se cubrieron con un
cubreobjetos.

Esta técnica se utilizd6 para determinar la presencia en el tejido hepatico
del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) y de galectina-1 (Gal-1).
Para ello se utilizaron anticuerpos especificos anti-PCNA (diluciéon 1:100) y anti-
Gal-1 (dilucién 1:2000).

8.23. Obtencién y procesamiento de imagenes microscépicas

Las secciones de higado teflidas con hematoxilina-eosina y aquellas
sometidas a inmunohistoquimica se observaron en un microscopio de campo
claro Leica DM2000 acoplado al programa Leica Application Suite (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania). Mediante una camara digital Leica DFC400
(Leica Microsystems) se tomaron microfotografias representativas de cada
preparado. Las imagenes obtenidas de los cortes tefiidos con hematoxilina-
eosina se analizaron con el software de dominio publico Fiji (Schindelin y col,
2012) para determinar el nimero de hepatocitos por campo, como un
estimativo del tamafio celular, y el area nuclear. De la misma forma, en los

cortes sometidos a inmunohistoquimica se determiné el nimero de nlcleos de
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hepatocitos positivos para PCNA. A partir de este valor y el nimero total de
estas células por campo se calculé el porcentaje de células en proliferacion.
Para cada determinacién se analizaron diez campos por animal con un

aumento de 400 x y se contaron todos los hepatocitos dentro de cada campo.

8.3. SDS-PAGE

Las proteinas presentes en las muestras de higado u orina se separaron
por SDS-PAGE en condiciones reductoras en un equipo para electroforesis Mini
Protean 3 (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Estos geles se prepararon a partir de una
solucién madre de acrilamida/bisacrilamida compuesta por 29,2 % p/v de
acrilamida y 08 % p/v de NN-metilenbisacrilamida. La reacciéon de
polimerizacién se inici6 mediante el agregado de (NH,).,S,0s (1 % p/v) y se
utiliz6 TEMED como catalizador de la reaccién (0,09 % v/v). En todos los casos
se emplearon geles discontinuos compuestos por un gel concentrador o
stacking con una concentraciéon de acrilamida/bisacrilamida de 4 % y un gel
de resolucién o running con una concentraciéon de acrilamida/bisacrilamida
entre 6 y 14 %, segln el peso molecular de las proteinas en estudio. En cada
corrida electroforética se incluyeron marcadores de peso molecular en un rango
de 10 a 250 kDa (Precision Plus Protein All Blue Standards, Bio-Rad
Laboratories, Inc.). Como medio de corrida se utilizdé un buffer Tris-Glicina, de
pH 8,30, compuesto por Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 % p/v. En
aquellos experimentos en los que se evalud la movilidad electroforética de Gal-
1, se utiliz6 el sistema de buffer Tris-Tricina que brinda una mejor resolucién
de proteinas de peso molecular menor a 20 kDa (Schagger y col, 1987). En
estos casos se usaron dos soluciones de corrida distintos como buffer anodo
(Tris-HCL 200 mM; pH 8,90) y buffer catodo (Tris-HCL 100 mM, Tricina 100 mM,
SDS 0,1 % v/v; pH 8,25). Todas las corridas electroforéticas se realizaron a
temperatura ambiente, aplicando un voltaje constante de 100 V hasta que las
proteinas alcanzaron el gel de resoluciéon y luego un voltaje de 150 V hasta
finalizar la electroforesis.

Para determinar la presencia de la proteina mayoritaria urinaria (MUP) en
las muestras de orina, los geles correspondientes se tifieron durante toda la
noche con el colorante azul de Coomassie (0,25 % p/v en metanol, &cido
acético y agua 45:7:48 v/v). Al dia siguiente, los geles se decoloraron con agua
hirviendo para observar las bandas correspondientes a las proteinas presentes

en las muestras.
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8.4.Inmunotransferencia (immunoblotting)

Las proteinas provenientes de las muestras de solubilizado e
inmunoprecipitacién del tejido hepatico separadas por SDS-PAGE fueron
transferidas del gel a membranas de PVDF (Amersham Hybond P 0,45 PVDF, GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) previamente activadas con metanol
durante 20 segundos. La electrotransferencia en condiciones semisecas se
realizé en un equipo modelo V20-SDB (Scie-Plas Ltd.,, Cambourne Cambridge,
Reino Unido) durante una hora a corriente constante (0,1 A/membrana) y en
presencia de un buffer de transferencia compuesto por Tris 25 mM, glicina
192 mM, metanol 20 % v/v y SDS 0,03 % p/v. A continuacioén, las membranas
se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucién de
bloqueo compuesta por SAB al 3 % p/v en buffer Tris salino con Tween 20 (T-
TBS; Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM y Tween 20 0,02 % p/v; pH 7,60) para
reducir la unién inespecifica de los anticuerpos. Una vez bloqueadas, las
membranas se incubaron durante toda la noche, a 4 °C y en agitacion
constante, con el anticuerpo primario especifico para la proteina de interés
diluido en T-TBS y en presencia de SAB 1 % p/v. Al dia siguiente, luego de 30
minutos de lavados con T-TBS, las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario marcado con HRP diluido en T-TBS y en presencia de SAB
0,3 % p/v. Este anticuerpo reconoce la IgG de la especie correspondiente al
primer anticuerpo. Luego de una hora a temperatura ambiente, las membranas
se sometieron a mdltiples lavados con T-TBS durante una hora. La presencia
del complejo formado por la proteina de interés y los anticuerpos primario y
secundario se reveld6 utilizando un reactivo  quimioluminiscente 'y
quimiofluorescente sustrato de la enzima HRP (Pierce™ ECL Plus Western
Blotting Substrate, Thermo Fisher Scientific, Inc.) y placas autorradiograficas
(Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare). La intensidad de las bandas
especificas obtenidas se cuantificé por densitometria éptica con el programa
Gel-Pro® Analyzer 4.1 (Media Cybernetics, Rockville, Maryland, EE. UU.).

En los casos en que fue posible segln los pesos moleculares de las
proteinas de interés, las membranas fueron reincubadas con otro anticuerpo
primario para evidenciar la expresién de una segunda proteina. Para ello, las
membranas se lavaron por al menos media hora con T-TBS en agitacién, para
remover restos del reactivo quimioluminiscente, y luego fueron incubadas con
otro anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C y en agitacion

constante. Al dia siguiente se continud con el protocolo ya descripto.
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84.1. Dilucién de los anticuerpos

Los anticuerpos se utilizaron en las siguientes diluciones: anti-actina
1:600, anti-Akt 1:1000, anti-fosfo-Akt (Ser*?) 1:1000, anti-CIS 1:200, anti-EGFR
1:1000, anti-ERK1/2 1:1000, anti-fosfo-ERK1/2 (Thr?%?/Tyr?®) 1:750, anti-Gal-1
1:1000, anti-GAPDH 1:100, anti-GSK3 1:1000, anti-fosfo-GSK3 (Ser®) 1:1000, anti-
mTOR 1:500, anti-fosfo-mTOR (Ser**) 1:500, anti-MUP 1:2000, anti-SOCS2
1:500, anti-SOCS3 1:500, anti-STAT3 1:1000, anti-fosfo-STAT3 (Tyr’®) 1:750,
anti-STAT5a/b 1:20 000, anti-fosfo-STAT5a/b (Tyr®*/Tyr®®) 1:750, anti-tubulina
1:500, anti-lgG de cabra 1:10 000, anti-IgG de conejo 1:15 000 y anti-lgG de
raton 1:15 000

8.4.2. Controles del ensayo

Las proteinas comUnmente utilizadas como control de carga en ensayos
de /mmunoblotting presentan variaciones asociadas a la sobreexpresion de GH
en el higado de los ratones GH-transgénicos y sus hermanos de camada
normales (Miquet y col,, 2013, Martinez y col.,, 2015, Martinez y col, 2016). En
consecuencia, para evidenciar la homogeneidad del contenido proteico total de
las muestras de higado de estos ratones analizadas por SDS-PAGE, las
membranas de PVDF fueron tefiidas con azul de Coomassie luego de cada
ensayo de /immunoblotting (Welinder y col,, 2011, Martinez y col.,, 2015, Martinez
y col, 2016). Para ello, las membranas se incubaron durante 15 minutos con
una solucién del colorante (0,1 % p/v en metanol y agua 1:1 v/v) luego de
lavarlas brevemente, primero con T-TBS y luego con agua destilada. A
continuacién, las membranas se decoloraron entre 1 y 2 minutos con una
solucién de acido acético, etanol y agua (1:5:4 v/v).

Para evaluar si el tratamiento con dosis farmacolégicas de GH también
afecta la expresion de proteinas tipicamente utilizadas como control de carga,
se analizaron mediante ensayos de /mmunoblotting muestras de solubilizados
hepaticos provenientes de ratones tratados con GH y sus respectivos controles
con anticuerpos anti-actina, anti-GAPDH y anti-tubulina. Los resultados se
muestran en la Figura 10, junto a la imagen de una de las membranas tefiida
con azul de Coomassie luego del revelado. Se observa que tanto la expresion
de GAPDH como de tubulina presentan variaciones asociadas al tratamiento con
GH. En cambio, no se observan variaciones en la expresion de actina, lo que
reflejaria la homogeneidad del contenido total de proteinas presentes en las

muestras. La tincién con azul de Coomassie también permite evidenciar esto,
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pero presenta la ventaja, en comparacion con el uso de actina como control
de carga, que evita un paso adicional de remocién de los anticuerpos primario
y secundario unidos a la membrana, que seria necesario llevar a cabo si la
proteina de interés tiene un peso molecular similar al de la actina. Ademas, en
los geles de bajo porcentaje de acrilamida/bisacrilamida, la actina no queda
retenida debido a su peso molecular, por lo que se necesitaria utilizar otra
proteina como control de carga. En cambio, la tincién con azul de Coomassie
no tiene esta limitacion. Asimismo, esta técnica permite hacer un control de la
eficiencia de la electrotransferencia en toda la membrana. En consecuencia, la
tincién con azul de Coomassie también se utiliz6 como control de carga en los
ensayos de /mmunoblotting realizados con muestras provenientes de los ratones

tratados con GH y sus controles.

Actina ¢ AC
GAPDH
TUBUIING | e«
¢ GH ¢ GH CGH cGH
H M H M

Figura 10 - Tincién con azul de Coomassie y expresion de actina, GAPDH y tubulina
como controles de carga para los ensayos de immunoblotting - Se determinaron los
niveles de estas proteinas en solubilizados hepaticos de ratones hembra (H) y macho
(M), control (c) y tratados con GH de forma intermitente durante cinco semanas (6
ug/g de peso corporal/dia) por immunoblotting mediante anticuerpos especificos. A
continuacién, las membranas de PVDF fueron teflidas con azul de Coomassie (AC). Se
muestra una membrana representativa.

8.5.PCR cuantitativa (qPCR)

Las reacciones de PCR cuantitativa se llevaron a cabo en un equipo Step
One Plus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™, Beverly, Massachussets,
EE. UU.) que permite el seguimiento de la aparicién de producto en tiempo real.
Para ello se utilizé la mezcla Sybr® Select Master Mix (Applied Biosystems™) que
contiene, ademas de la enzima, el buffer y los desoxirribonucleétidos trifosfato
(dNTPs) necesarios para la reaccién de polimerizacién del ADN, el colorante
verde SYBR. Este compuesto se asocia al ADN de doble cadena y, una vez

unido, aumenta su capacidad de fluorescencia. Por consiguiente, cuando la
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muestra es excitada a 498 nm, que corresponde a la longitud de onda de
maxima absorcién del verde SYBR, se produce un aumento de la emisién de
fluorescencia a 522 nm que es proporcional a la cantidad de ADN doble
cadena presente.

Las muestras de ADNc se incubaron con cebadores en una concentracién
final de 300 nM y la mezcla Sybr® Select Master Mix (Applied Biosystems™) en
un volumen final de 13 pl Luego, fueron sometidas a las siguientes condiciones
de reaccién: 2 minutos a 50 °C y 2 minutos a 95 °C para activar la enzima
ADN polimerasa, seguidos de 40 ciclos compuestos de 15 segundos de
desnaturalizacion a 95 °C y 1 minuto de hibridaciéon y extensién a 60 °C. En
paralelo, se procesaron dos tipos de controles negativos: uno sin templado
(NTC) y otro con ARN que no fue sometido a la reaccion de RT (NoRTC).
Luego de cada corrida se generaron curvas de disociacién para evaluar la
especificidad de la reaccion y detectar la presencia de productos secundarios.
La determinacién del ciclo de cuantificacién ((g) se realizd mediante el
software Step One Plus™ v2.3 (Applied Biosystems™) con el umbral y la linea
de base determinados automaticamente. Todas las muestras y controles se
procesaron por duplicado. Esta técnica también se utilizd para detectar el
transgén bGH dado que los ratones GH-transgénicos de dos semanas de vida
no se diferencian de sus hermanos de camada normales por el tamafio
corporal.

Los cebadores utilizados se disefiaron mediante los programas de libre
acceso Primer BLAST (Ye y col, 2012) y OligoPerfect™ Designer (Thermo Fisher
Scientific, Inc) de acuerdo a recomendaciones estandar: temperatura de
disociacion entre 55 y 65 °C, longitud entre 18 y 25 pares de bases, contenido
de GC entre 45 y 60 % y que delimiten un producto de amplificacién de entre
50 y 150 pares de bases. La presencia de estructuras secundarias estables de
los cebadores y de los productos de amplificacién se evalué mediante el
programa de libre acceso OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies, Inc.,
Coralville, lowa, EE. UU.). De esta forma, se seleccionaron aquellos cebadores
que no formasen horquillas, homo u heterodimeros y que no amplificasen
regiones que pudieran formar estructuras secundarias estables. Ademas, se
verificé su especificidad mediante la herramienta de alineamiento de secuencias
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del programa Primer BLAST. En la
Tabla 1 se presentan las secuencias de los cebadores utilizados, los cuales se

adquirieron a Integrated DNA Technologies, Inc. e Invitrogen™.
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Tabla 1 - Secuencias de los cebadores utilizados en los ensayos de gPCR.

n°® de acceso

Gen Nombre Secuencia (5'-3")*
GeneBank
AAGTATACTCACGCCACCCA?
B2m beta-2 microglobulina NM_009735.3
AAGACCAGTCCTTGCTGAAG?
GCGAAGTGGAGACCATCCG?
Cendl ciclina D1 NM_007631.2
GGTCTCCTCCGTCTTGAGC®
GGCGGACACAGCTTCGGGTC?
Ccnel ciclina E NM_007633.2
TGGGTCTTGCAAAAACACGGCCA®P
i i i TGCATAGCCAAGACGTTCTC?
Cis proteina SHZ mduuble NM_009895.4
por citoquinas GTGGGTGCTGTCTCGAACTA®
& CCGACTACGAGGCGTCATCC®
Fos oncogen de NM_010234.2 i
osteosarcoma FBJ CTGCGCAAAAGTCCTGTGTGT
hormona de crecimiento GGGCAGATCCTCAAGCAGAC?
GH (bovi ) NM_180996.1
(bovina) (bovina) - GAAGCAGGAGAGCAGACCG®
CCAACTCGCCTCTACACCG?
Ghr  receptor de hormona de 4 5415863701
crecimiento GGGAAAGGACTACACCACCTG?
imi CCAAACACAATTCTCCTTCC?
ot factor de crecimiento \\1 51051 4
simil insulina de tipo 1 GCTACAGCAACCTGTGATTG®
, CATTGCCGCCTCCAAGTG?
Jun protooncogén Jun NM_010591.2
CCAGCTCGGAGTTTTGCG?
lectina soluble de unién TGAACCTGGGAAAAGACAGC®
Lgals1 NM_008495.2
s a galactosa 1 (Gal-1) - TCAGCCTGGTCAAAGGTGAT®
3 TCACCAGCACAACTACGCCG?
Myc oncogén de NM_001177352.1
mielocitomatosis TGCTTCAGGACCCTGCCACT®
Poi. tidilorolil | A NM 0089071 GCGTCTCCTTGAGCTGTT®
/ idilprolil isomer .
pia - PEPHAIpTOtt Isomerasa - AAGTCACCACCCTGGCAC?
TGACAAGAAAAAGCGGATGGTG?
Rpll3a proteina ribosomal L13A NM_009438.5
GCTGTCACTGCCTGGTACTT®
supresor de la sefial de TGTGAGTCCCAACCTAGTGC?
Socs? . . NM_007706.4
ocs citoquinas 2 - GTAGAAGGGAGGCAGCTGTT?
f CTAGGTGAGGAGTGGTGGCT?
Socs3 supresor de la sefial de NM_007707.3

citoquinas 3

CTGCGAGGTTTCATTAGCTGP

*Se presentan las secuencias sentido (a) y antisentido (b).

La eficiencia de amplificacién de cada par de cebadores se obtuvo a

partir del valor de la pendiente (/) de curvas estandar generadas mediante la
determinaciéon del valor de (g de diluciones seriadas de ADNc. Para ello se
utilizé una mezcla de muestras de ADNc obtenidas de higado de ratones
(Swiss-Webster GH-

transgénicos) y se realizaron seis diluciones seriadas al medio. La eficiencia de

normales o hermanos de camada de los ratones

amplificacion de cada par de cebadores se calculé segln la ecuacion E% =
(10°¥/™-1).100 % (Tabla 2).

cantidad de ADNc a utilizar en las mediciones de cada gen de interés, de

Asimismo, estos graficos permitieron elegir la

manera tal de asegurar un valor de (q adecuado (menor a 35).
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Tabla 2 - Eficiencia (%) de cada par de cebadores y cantidad de ADNc utilizada en los
distintos ensayos de gPCR

Eficiencia Cantidad de

e %) ADNc (ng")
B2m 106 20
Cendl 98 30
Ccnel 95 30
Cis 96 30
Ghr 99 20
Fos 98 30
Jun 97 30
Lgalsl 98 20
Myc 102 10
lefl1 97 20
Ppia 104 10
Rpl13a 97 10
Socs2 103 20
Socs3 103 30

*Estos valores corresponden a la masa de ARN que fue
sometida a la reacciéon de RT.

La expresion relativa de cada gen se calculé mediante el método de
comparacién de (q (Pfaffl, 2001) por el cual los resultados de las muestras se

Y8, donde E es igual a la

refieren a un calibrador segin la ecuaciéon (E+1
eficiencia de amplificacion, A, al promedio de valores de (q del experimento
correspondiente y B, al promedio de valores de (g de la muestra en cuestion.
Los niveles relativos de expresién de los genes de interés se normalizaron por
los niveles de genes de referencia. Los genes BZ2m Ppia 'y Rpll3a se utilizaron
como tales en los experimentos realizados con muestras obtenidas de ratones
tratados con GH. Se calculé un factor de normalizaciéon para cada muestra en
estudio como la media geométrica de los niveles relativos de expresién de
estos tres genes (Vandesompele y col, 2002). En la Figura 11 se presentan los
valores promedio del factor de normalizacion obtenidos para cada condicién
experimental, donde se verifica que no existen diferencias significativas en sus

niveles asociadas al tratamiento con GH o al sexo.
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Figura 11 - Factor de normalizacién obtenido a partir de los niveles de expresién de
genes de referencia - Se determinaron los niveles de ARNm de B2m, Ppia y Rpll3a por
RT-gPCR en muestras de ARN total extraidos de higado de ratones hembra (H) y macho
(M), control y tratados con GH de forma intermitente (GH(int)) (a) o continua (GH(cont))
(b) durante cinco semanas (6 pg/g de peso corporal/dia). Se calcularon los niveles
relativos de expresidon de cada gen y las medias geométricas de estos valores para
cada muestra. Se representa la media + ESM del namero n de individuos por condicién.
No se observan diferencias significativas entre las condiciones experimentales evaluadas
segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (ns).

En los experimentos realizados en ratones GH-transgénicos y sus
hermanos de camada normales, se utilizé Ppia como gen de referencia de
acuerdo a trabajos previos realizados por nuestro grupo de trabajo en muestras
de higados provenientes de estos ratones, adultos y en periodo de crecimiento
(Martinez y col, 2013, Miquet y col, 2013, Martinez y col, 2015, Gonzilez y
col, 2017).

9. Procesamiento de datos y anadlisis estadistico

Los resultados se indican como la media * el error estandar de la media
(ESM) de los valores obtenidos para el conjunto de individuos correspondientes
a cada condicién experimental. Los experimentos se realizaron analizando todos

los grupos de animales en paralelo.

9.1. Curvas de peso corporal

Las curvas de peso corporal se obtuvieron graficando el peso de los
animales en funcién de la edad. Los datos también se presentan como
diferencia de peso entre los ratones tratados y los controles, tomando como

100 % el peso promedio de estos Ultimos para cada punto de la curva.
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9.2. Curvas de tolerancia a la glucosa

Las curvas de tolerancia a la glucosa se obtuvieron graficando el valor
de glucemia en funcién del tiempo transcurrido después de la inyecciéon de
glucosa. El area bajo la curva se calculd6 mediante el programa estadistico
GraphPad Prism™ 5.01 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, California, EE. UU.).

9.3. Immunoblotting y RT-qPCR

En los experimentos realizados en ratones Swiss-Webster tratados con
GH, los resultados de /mmunoblotting y RT-qPCR se expresaron como el
porcentaje del valor promedio obtenido para las hembras control de cada
tratamiento. En el caso de las proteinas MUPs y EGFR que no se detectan en
estos animales por su baja concentracién, los resultados se expresaron como el
porcentaje del valor promedio obtenido para los machos control. En los
experimentos donde los animales previamente tratados con GH se estimularon
con EGF, se tom6 como referencia el valor promedio de las hembras control
del tratamiento con la hormona que fueron estimuladas con EGF para calcular
el porcentaje. En los experimentos realizados en ratones GH-transgénicos y sus
hermanos de camada normales de distintas edades, los resultados se
expresaron como porcentaje del valor promedio obtenido para los animales

hembra y macho normales de nueve semanas de vida.

9.4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6é mediante el analisis de la varianza
(ANOVA) de dos vias, seguido del test de Bonferroni, utilizando el programa
estadistico GraphPad Prism™ 5.01 (GraphPad Software, Inc). En algunos casos,
donde se buscé analizar alguna de las condiciones experimentales de forma
independiente, los datos se analizaron por el test ¢ de Student. Los resultados
experimentales se consideraron significativamente diferentes cuando el valor de

p fue menor a 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

SECCION |: Ratones normales tratados con hormona de crecimiento

En esta seccién se presentan los resultados correspondientes a ratones
de la cepa Swiss-Webster que han sido sometidos a un tratamiento con GH
para promover su crecimiento corporal. Estos ratones no poseen alteraciones
en el eje somatotrépico, por lo que con este modelo se buscé emular la
terapia farmacolégica que reciben nifios sin déficit de hormona. Se evaluaron
distintas condiciones, de manera tal de encontrar aquellas que promuevan
diferencias significativas en el crecimiento corporal entre los ratones tratados y
sus respectivos controles. Para ello fue necesario no solo determinar la dosis
diaria de GH a utilizar, sino también la duracion del tratamiento y el momento
de inicio del mismo, ya que la sensibilidad a la hormona varia a lo largo del
periodo de crecimiento. Para esta puesta a punto, las dosis de GH evaluadas
se administraron divididas en dos inyecciones diarias. A esta forma de
administracién se hara referencia a lo largo del texto como “intermitente”.

Una vez establecidas las condiciones necesarias para generar el modelo
de ratones expuestos a concentraciones farmacolégicas de GH, se compararon
los efectos del tratamiento intermitente con los producidos por la misma dosis
de hormona administrada mediante dispositivos de liberaciéon sostenida durante
el mismo periodo. Este modo de administracién se denomina “continuo” en

contraposicién al anterior.

1. Desarrollo del modelo de administracibn de GH en concentraciones

farmacoldgicas

1.1.Puesta a punto: andlisis de la dosis de GH, edad de inicio del tratamiento y

duracién del mismo

Con el objeto de definir el tratamiento a utilizar, se evaluaron dos dosis
de GH y distintos periodos de tratamiento. La dosis diaria de GH se dividi6 en
dos inyecciones, buscando imitar los pulsos endégenos de GH, ya que asi seria
mas eficiente en la promocién del crecimiento corporal que una (nica
aplicaciéon por dia (Jergensen y col, 1990, Alba y col, 2005). En la Figura 12

se presenta un esquema que resume las condiciones evaluadas.
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Figura 12 - Dosis y duracién de los tratamientos evaluados - Las cajas muestran el
periodo durante el cual los animales recibieron GH en la dosis especificada, dividida en
dos inyecciones diarias. En el caso de las condiciones 1 y 2, los animales se
sacrificaron a las nueve semanas de vida; mientras que en la condicién 3, el sacrificio
se llevd a cabo al finalizar el tratamiento, a las ocho semanas de vida.

1.1.1. Ratones tratados de forma intermitente durante dos semanas (2 pg

GH/g peso corporal/dia) a partir de la tercera semana de vida

En experimentos anteriores de nuestro laboratorio, se observé que una
dosis de GH de 1 pg/g peso corporal/dia, administrada durante cinco dias a
ratones hembra adultos, induce cambios a nivel de la sefalizacién del factor de
crecimiento epidérmico (EGF) (Diaz y col., 2014). El tratamiento con GH en esta
dosis modifica el contenido de EGFR en higado y, en consecuencia, la
respuesta al EGF de proteinas involucradas en la promocién de la proliferacién
celular. Cuando se analizan otros trabajos realizados en distintos modelos de
animales tratados con GH, donde se evalta el efecto de su administracion
sobre el crecimiento corporal, la dosis efectiva varia segin la edad de los
animales tratados. Dosis cercanas a la utilizada por nuestro grupo de trabajo
inducen un aumento de peso en animales adultos en comparaciéon con sus
controles correspondientes, tanto en ratas hipofisectomizadas (Oscarsson y col,
1999) como en animales sin alteraciones en el eje somatotrépico (Jgrgensen y
col, 1988, Jargensen y col, 1991, Gao y col, 2013). Sin embargo, las dosis
que se utilizan con ese fin en animales en crecimiento generalmente son
mayores a 1 pg/g peso corporal/dia (Kasukawa y col,, 2003, Masternak y col.,
2010, Panici y col,, 2010). Por ende, se evalué una dosis de 2 pg GH/g peso
corporal/dia, considerando que podria promover el crecimiento corporal sin ser
mucho mayor que aquella que ya tiene efectos a nivel molecular en el higado
adulto. El tratamiento se inici6 a las tres semanas de vida y se prolongd
durante 14 dias, ya que a esta edad tiene lugar el periodo de crecimiento

rapido peripuberal dependiente de GH y la capacidad de respuesta frente a un
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estimulo agudo con hormona, evaluada en términos de fosforilacién de STATS5
en higado, es maxima (Martinez y col,, 2013).

Para evaluar los efectos de la administracion de la hormona sobre el
crecimiento corporal, los ratones tratados con GH y sus controles se pesaron
tres veces por semana desde la primera semana de vida. A partir de estos
datos se construyé una curva de peso en funcién de la edad (Fig. 13). En este
grafico se ponen de manifiesto las distintas fases de crecimiento: una etapa
inicial de crecimiento rapido, que dura alrededor de dos semanas, un breve
periodo de desaceleracion y luego, una segunda fase de crecimiento rapido
peripuberal que se mantiene hasta aproximadamente las cinco semanas de vida
y corresponde al crecimiento dependiente de GH. Luego, el crecimiento se
desacelera gradualmente. Si se comparan las curvas obtenidas para los cuatro
grupos experimentales, se observa que el peso promedio de los ratones
tratados con GH es levemente mayor que el de sus respectivos controles desde
el inicio del tratamiento, aunque en ninguno de los sexos estas diferencias son

significativas.
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Figura 13 - Crecimiento corporal (tratamiento de dos semanas de duracién) - Peso
corporal en funcién de la edad de ratones hembra (H) y macho (M), control y tratados
con GH (2 pg/g peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante dos
semanas. Se representa la media + ESM de entre 4 y 6 individuos por condicion. Las
areas sombreadas, verde y anaranjada, corresponden a los periodos de crecimiento
independiente y dependiente de GH, respectivamente. Las flechas indican el inicio y fin
del tratamiento. No se observan diferencias significativas entre las curvas segln el test
de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

La determinacién del peso corporal es una medida rapida y sencilla que

permite evaluar los efectos sobre el crecimiento. En general se observa una
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buena correlacion entre los efectos de la GH sobre el peso corporal y la
longitud corporal en animales en crecimiento (Jansson y col, 1982). Sin
embargo, en algunas circunstancias el peso puede no ser un buen indicador
del crecimiento longitudinal, sobre todo si se producen alteraciones en la
composicién corporal que afecten el peso del individuo (Palmer y col, 2009).
Por ende, se realizaron otras determinaciones relacionadas directamente con el
crecimiento longitudinal como la medicién de la distancia nariz-ano y, en
algunos casos, la determinacion post mortem de la longitud de los huesos de
las patas traseras. Cuando se analiz6 la variacion de la longitud corporal en
funcién de la edad de los ratones tratados con GH durante dos semanas y los

controles, no se observaron diferencias por sexo ni por tratamiento (Fig. 14).
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Figura 14 - Crecimiento corporal longitudinal (tratamiento de dos semanas de duracién)
- Distancia nariz-ano en funcién de la edad de ratones hembra (H) y macho (M),
control y tratados con GH (2 pg/g peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante dos semanas. Se representa la media + ESM de entre 4 y 6 individuos por
condicion. Las flechas indican el inicio y fin del tratamiento. No se observan diferencias
significativas segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

Para corroborar que la ausencia de efectos significativos de la GH sobre
el crecimiento corporal se debe U(nicamente a que la dosis o duracién del
tratamiento no resultd suficiente, se realizd un control indirecto de la
efectividad de la administracién de la GH mediante la determinacion de ciertas
proteinas cuya expresion depende del perfil sanguineo de hormona. Con este
proposito, se evalud el contenido de las proteinas urinarias mayoritarias (MUPs)
en orina recolectada al acecho al finalizar el tratamiento. La expresién de las
mismas se induce por el perfil intermitente de GH en sangre caracteristico de

los machos (Knopf y col, 1983, Norstedt y col, 1984, Johnson y col, 1995,
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Stopkova y col, 2007). En las hembras los pulsos de GH se dan con alta
frecuencia y baja amplitud, por lo que el perfil fisiolégico de hormona en
sangre puede considerarse de tipo continuo, en contraposicién al descripto
para los machos (Jansson y col,, 1985, MacLeod y col, 1991). En consecuencia,
la expresion de las MUPs en las hembras en condiciones fisiolégicas es muy
baja. Ante la administracién intermitente de GH, que simula el perfil plasmatico
de hormona de los machos, es de esperarse que la expresion de estas
proteinas aumente en las hembras (Norstedt y col, 1984, Diaz y col, 2014).
Como se observa en la Figura 15, al finalizar el tratamiento los niveles de
MUPs en orina son mayores en las hembras que recibieron GH de forma
intermitente que en los controles correspondientes. En el caso de los machos,
la administracién de la hormona genera una disminucién en los niveles de
estas proteinas en orina. Dado que el tratamiento se asemeja al perfil
intermitente de GH caracteristico de los machos, no cabria esperar una

variacién en el contenido de MUPs en orina (Diaz, 2013).

Figura 15 - Contenido de MUPs en orina al finalizar el tratamiento de dos semanas de
duracién - Muestras de orina de ratones hembra (H) y macho (M) de cinco semanas de
vida, control (c) y tratados con GH (2 pg/g peso corporal/dia) de forma intermitente
(GH) durante dos semanas fueron analizadas por SDS-PAGE y posterior tincion con azul
de Coomassie.

Con estos resultados se comprueba que, si bien la hormona llega
efectivamente a circulacién y modifica el perfil fisiolégico de concentracién de
GH en sangre, la dosis administrada y/o la duracién del tratamiento es

insuficiente para promover el crecimiento corporal de forma significativa.

1.1.2. Ratones tratados de forma intermitente durante cuatro semanas (2 pg
GH/g peso corporal/dia) a partir de la segunda semana de vida
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se evalué el efecto de un

tratamiento de mayor duracién que, ademas, se inicie antes del periodo de
crecimiento rapido dependiente de GH. Como se ha descripto previamente, aun
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durante el periodo de crecimiento independiente de GH el tejido hepatico es
capaz de responder ante un estimulo agudo de la hormona. De hecho, a las
dos semanas de vida el grado de respuesta ante este estimulo es similar al
obtenido en ratones de tres semanas (Martinez y col., 2013).

Para evaluar la efectividad del tratamiento, se registré el peso de los
animales tres veces por semana a partir de la primera semana de vida y se
construyé la curva de crecimiento correspondiente (Fig. 16). Cuando se
comparan las curvas de los ratones tratados con GH con sus respectivos
controles, solo se observan diferencias significativas en las hembras en los
altimos cinco dias de tratamiento, mientras que no se observan diferencias

significativas asociadas al tratamiento en los ratones macho.
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Figura 16 - Crecimiento corporal (tratamiento de cuatro semanas de duracién) - Peso
corporal en funcién de la edad de ratones hembra (H) y macho (M), control y tratados
con GH (2 pg/g peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cuatro
semanas. Las areas sombreadas, verde y anaranjada, corresponden a los periodos de
crecimiento independiente y dependiente de GH, respectivamente. Las flechas indican el
inicio y fin del tratamiento. Se representa la media + ESM de entre 9 y 11 individuos
por condicién. Numerales indican diferencias significativas entre ratones hembra tratados
con GH y su control correspondiente segln el test de ANOVA de dos vias seguido del
test de Bonferroni (*p < 0,05).

La longitud corporal se evalué al inicio y al final del tratamiento, a las
dos y seis semanas de vida respectivamente (Fig. 17). Al finalizar el tratamiento,
la distancia nariz-ano de los ratones tratados con GH es levemente mayor que

la de los controles, aunque estas diferencias no son significativas.

71



Resultados y Discusion

124
3 Hcontrol
B3 H GH(inY)
107 mlzlmli 3 M control
B3 M GH(inY)

Distancia nariz-ano (cm)
(o]
L

6

Edad (semanas)

Figura 17 - Longitud corporal (tratamiento de cuatro semanas de duracién) - Distancia
nariz-ano de ratones hembra (H) y macho (M), control y tratados con GH (2 pg/g peso
corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cuatro semanas. Se muestran las
determinaciones realizadas el dia de inicio y fin del tratamiento. Se representa la
media £ ESM de entre 9 y 11 individuos por condicién. No se observan diferencias
significativas entre los ratones tratados y sus respectivos controles segln el test de
ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

A las nueve semanas de vida los animales fueron sacrificados para
evaluar la longitud de los huesos de las patas traseras, el peso de drganos
blanco de la GH y su relacién con el peso corporal (Tablas 3 y 4). Cuando se
comparan los valores obtenidos para los ratones tratados con GH durante
cuatro semanas y sus controles correspondientes, no se detectan diferencias

significativas en ninguno de los parametros evaluados.

Tabla 3 - Longitud de los huesos de las patas traseras de ratones hembra (H) y macho
(M) de nueve semanas de vida, control y tratados con GH (2 pg/g peso corporal/dia)
de forma intermitente (GH(int)) durante cuatro semanas. Se representa la media + ESM
de entre 9 y 11 individuos por condicién. No se observan diferencias significativas entre
los ratones tratados y sus respectivos controles segln el test de ANOVA de dos vias
seguido del test de Bonferroni.

Longitud de huesos (mm)
H control H GH(int) M control M GH(int)
Fémur 14,01 + 0,26 14,08 + 0,08 13,95 + 0,14 14,15 + 0,14
Tibia 17,53 + 0,17 17,65 + 0,19 17,54 + 0,27 17,35 = 0,14

+
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Tabla 4 - Peso de érganos blanco de la GH (a) y su relacién con el peso corporal (b)
de ratones hembra (H) y macho (M) de nueve semanas de vida, control y tratados con
GH (2 pg/g peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cuatro semanas.
Se representa la media + ESM de entre 9 y 11 individuos por condicién. No se
observan diferencias significativas entre los ratones tratados y sus respectivos controles
segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

(a)

Peso de 6rganos (g)
H control H GH(int) M control M GH(int)
Higado 1,215 + 0,082 1,079 + 0,064 1,286 + 0,093 1,288 + 0,093
Corazén 0,129 + 0,007 0,140 + 0,011 0,142 + 0,007 0,158 + 0,008
Rifion 0,299 + 0,018 0,280 + 0,011 0,380 + 0,030 0,389 + 0,017

(b)

+

Peso de 6rganos / Peso corporal (%)
H control H GH(int) M control M GH(int)
Higado 4,625 + 0,227 4,050 + 0,191 4,522 + 0,230 4,266 + 0,230
Corazén 0,494 + 0,025 0,525 + 0,038 0,499 + 0,009 0,512 + 0,020
Rifidn 1,142 + 0,052 1,051 + 0,030 1,335 + 0,067 1,293 + 0,042

Del analisis de estos resultados se desprende que una dosis de 2 pg
GH/g peso corporal/dia resultaria insuficiente para promover el crecimiento
corporal de forma significativa en ratones normales, ya sea que esta se
administre durante el periodo de crecimiento rapido dependiente de GH
(tratamiento de dos semanas) o incluyendo las semanas anterior y posterior a

este periodo (tratamiento de cuatro semanas).

1.1.3. Ratones tratados de forma intermitente durante cinco semanas (6 pg

GH/g peso corporal/dia) a partir de la tercera semana de vida

En funciéon de los resultados anteriores se decidié estudiar el efecto de
una dosis de GH mayor. Segln se ha reportado, dosis de entre 4 y 6 pg GH/g
peso corporal/dia administradas durante el periodo de crecimiento resultan
suficientes para aumentar significativamente el peso corporal de ratones
enanos, aunque no logran que estos alcancen el peso de ratones normales
(Kasukawa y col, 2003, Masternak y col, 2010, Panici y col, 2010). En
consecuencia, se eligi6 una dosis de 6 pg GH/g peso corporal/dia y el
tratamiento se inicié a las tres semanas de vida. A esta edad los ratones estan

preparados para el destete y pueden ser separados de su madre, lo cual

73



Resultados y Discusion

facilité el desarrollo de estos experimentos, particularmente los correspondientes
a ratones sometidos al tratamiento continuo (resultados que seran presentados
en la Secciéon 1.2.2). Ademés, considerando lo expuesto en las secciones
anteriores y los reportes de trabajos llevados a cabo en ratones deficientes en
GH (Kasukawa y col.,, 2003), no se esperan diferencias significativas en el efecto
final del tratamiento si este se inicia antes del periodo de crecimiento
dependiente de GH. Finalmente, se decidi6 prolongar el tratamiento hasta las
ocho semanas de vida de manera tal de abarcar también el periodo de
crecimiento pospuberal lento.

Las curvas de crecimiento corporal obtenidas muestran que, transcurrida
una semana del inicio del tratamiento, el peso corporal de los animales que
recibieron GH, tanto hembras como machos, es mayor que el de sus
respectivos controles (Fig. 18a). Las diferencias significativas se mantienen hasta
el final del tratamiento. Cuando se representa la diferencia de peso entre los
ratones tratados y sus correspondientes controles, tomando como 100 % el
peso promedio de estos Ultimos para cada punto de la curva, se observa que,
ademads, esta diferencia aumenta a medida que transcurre el tratamiento (Fig.
18b).
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Figura 18 - Crecimiento corporal (tratamiento de cinco semanas de duracién) - (a) Peso
corporal en funcién de la edad de ratones hembra (H) y macho (M), control y tratados
con GH de forma intermitente (GH(int)). Las &reas sombreadas, verde y anaranjada,
corresponden a los periodos de crecimiento independiente y dependiente de GH,
respectivamente. Las flechas indican el inicio y fin del tratamiento. (b) Diferencia (%)
entre el peso de los ratones tratados con GH de forma intermitente (GH(int)), hembras
(H) y machos (M), y el peso promedio de sus respectivos controles en funcién de la
edad durante el periodo de tratamiento. Los ratones fueron tratados por cinco semanas
con una dosis de GH de 6 pg/g de peso corporal/dia. Se representa la media + ESM
de entre 32 y 40 individuos por condicién. Los datos fueron analizados por el test de
ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni. Diferencias significativas entre
ratones tratados con GH y control se indican mediante numerales para las hembras y
cruces para los machos (#/*p < 0,01). Asteriscos indican diferencias significativas entre
ratones hembra y macho control (*p < 0,01).

Para construir estas curvas de crecimiento se reunieron los pesos
registrados de dos cohortes de animales, una correspondiente a ratones
sacrificados al finalizar el tratamiento y otra a aquellos sacrificados después de

un mes de suspendida la administracién de GH (resultados que seran
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presentados en la Seccién 4). Es por esto que el nimero de datos que se usé
para generar las curvas de la Figura 18 es significativamente mayor (n = 32-40)
que el utilizado en las demdas curvas de crecimiento presentadas a lo largo de
este trabajo (Fig. 13, 16 y 24, n < 12). En ellas, o bien no se percibe un efecto
del tratamiento sobre el peso corporal o bien se observa una tendencia que no
resulta estadisticamente significativa. Para poder asegurar que el tratamiento
intermitente en una dosis de 6 pg GH/g de peso corporal/dia es ciertamente
mas eficiente que los demas tratamientos evaluados y que esto no se debe
Unicamente a que se analiz6 un mayor nimero de individuos en paralelo, se
muestran por separado las curvas de peso correspondientes a ratones
hermanos de camada que recibieron este tratamiento (Fig. 19). Estos grupos
incluyen hasta cuatro individuos por condicién experimental (7 <4). A pesar del
menor nUumero de animales procesados en paralelo, en estas curvas se
observan con claridad las diferencias de peso asociadas al tratamiento y estas
son notablemente mayores que las registradas para las demas condiciones de

tratamiento evaluadas.
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Figura 19 - Andlisis del crecimiento corporal en distintas camadas de ratones tratados
con GH (tratamiento de cinco semanas de duracién) - Peso corporal en funcién de la
edad de ratones hermanos de camada hembra (H) y macho (M), control y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas. Las flechas indican el inicio y fin del tratamiento. Se representa la media +
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ESM del numero n de individuos por condicién. Cada grafico corresponde a una
camada distinta de animales.

El efecto de la administracién de GH sobre el crecimiento se evalué
también mediante la determinaciéon de la longitud corporal. En la Figura 20 se
muestran los valores obtenidos al inicio del tratamiento y luego de tres
semanas, a las seis semanas de vida. A esa edad se observan diferencias
significativas entre los ratones hembra y macho tratados y sus respectivos
controles. Estos resultados pueden compararse con los presentados en la
Figura 17, donde también se muestran determinaciones realizadas a las seis
semanas de vida pero en ratones tratados por cuatro semanas con la dosis de
GH de 2 pg/g de peso corporal/dia. En ese caso, no se detectaron diferencias
significativas en la longitud corporal. Por el contrario, cuando se administra una
dosis mayor de GH (6 pg GH/g de peso corporal/dia), el efecto sobre el
crecimiento se manifiesta en la longitud corporal ademas de en el peso, a

pesar de que el tiempo transcurrido de tratamiento haya sido menor.
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Figura 20 - Longitud corporal (tratamiento de cinco semanas de duracién) - Distancia
nariz-ano de ratones hembra (H) y macho (M), control y tratados con GH (6 pg/g de
peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) a partir de la tercera semana de
vida. Se muestran los resultados correspondientes al inicio del tratamiento y luego de
tres semanas. Se representa la media £+ ESM de entre 10 y 17 individuos por condicién.
Asteriscos indican diferencias significativas entre ratones tratados y su control
correspondiente seglin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni
(*p < 0,05; **p < 0,01).

Por (ltimo, se evalué la longitud de los huesos de las patas traseras
(Tabla 5). En los animales que recibieron GH, la longitud de los huesos
femorales es significativamente mayor que la de los controles al finalizar el

tratamiento. El efecto del tratamiento no se manifiesta de forma significativa en
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el largo de las tibias, aunque los valores presentan una tendencia en el mismo

sentido.

Tabla 5 - Longitud de los huesos de las patas traseras de ratones hembra (H) y
macho (M) de ocho semanas de vida, control y tratados con GH (6 pg/g de peso
corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco semanas. Se representa la
media + ESM de entre 10 y 13 individuos por condicién. Asteriscos indican diferencias
significativas entre ratones tratados y su control correspondiente segin el test de
ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05).

Longitud de huesos (mm)
H control H GH(int) M control M GH(int)
Fémur 13,27 + 0,09 13,78 + 0,14* 13,36 + 0,10 13,85 + 0,15*
Tibia 17,64 + 0,15 1791 + 0,13 17,62 + 0,22 18,07 + 0,16

+

+
+

A partir del andlisis de los resultados obtenidos con las distintas
condiciones evaluadas se llegd a la conclusién que la hormona de crecimiento
administrada de forma intermitente en una dosis de 6 pg/g peso corporal/dia
entre las tres y las ocho semanas de vida promueve de forma significativa el
crecimiento corporal en ratones sin alteraciones en el eje somatotrépico. Por
consiguiente, esta dosis diaria es la que se estableci6 como dosis
farmacoldgica y se utilizé para generar los modelos de ratones tratados con

GH de forma intermitente o continua.

1.2. Caracterizacion de los modelos de administracién intermitente o continua de

GH en concentraciones farmacoldgicas

Una vez establecidas las condiciones para generar el modelo de ratones
tratados con dosis farmacolégicas de GH, se evalué el efecto del tratamiento
sobre otros parametros somatométricos y bioquimicos que se ven alterados en
ratones con niveles suprafisiolégicos de GH. Estas mediciones se realizaron una
vez finalizado el tratamiento, a las ocho semanas de vida, tanto en animales

tratados de forma intermitente como en animales tratados de forma continua.
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1.21. Tratamiento intermitente
1.21.1. Tamafio de dérganos blanco de la accién de la GH

En los ratones tratados con GH de forma intermitente, se determiné el
peso del higado, el corazén y los rifiones y su relacion con el peso corporal al
momento del sacrificio. A las ocho semanas de vida, el peso de los tres
6rganos evaluados es significativamente mayor en los ratones tratados, tanto
hembras como machos (Tabla 6a). Para evaluar si este incremento acompafa
de forma proporcional el aumento de peso inducido por el tratamiento o si,
por el contrario, los niveles elevados de GH promueven el crecimiento
exacerbado de alguno de estos o6rganos, se calculdé para cada individuo la
relacion entre el peso del mismo y el peso corporal (Tabla 6b). En los machos,
los valores correspondientes a los tres o6rganos evaluados tienden a ser
mayores en los animales tratados que en los controles, pero estas diferencias
no son significativas. En las hembras, se observa una tendencia similar asociada
al tratamiento UGnicamente en la relaciéon entre el peso del higado y el peso

corporal.

Tabla 6 - Peso de érganos blanco de la GH (a) y su relacién con el peso corporal (b)
de ratones hembra (H) y macho (M) de ocho semanas de vida, control y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas. Se representa la media + ESM de entre 21 y 27 individuos por condicién.
Asteriscos indican diferencias significativas entre ratones tratados y su control
correspondiente seglin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni
(***p < 0,001).

(a)

Peso de érganos (g)
H control H GH(int) M control M GH(int)
Higado 1,018 + 0,025 1,257 + 0,024*** 1,162 + 0,030 1,368 + 0,035***
Corazén 0,107 + 0,002 0,124 + 0,002*** 0,116 + 0,002 0,135 + 0,004***
Rifién 0,249 + 0,004 0,289 + 0,005*** 0,327 + 0,007 0,384 + 0,011***

+
+

(b)

Peso de érganos / Peso corporal (%)
H control H GH(int) M control M GH(int)
Higado 4,589 + 0,094 4,841 + 0,071 4,536 + 0,102 4,698 + 0,068
Corazén 0,484 + 0,007 0,477 + 0,009 0,452 + 0,009 0,465 + 0,011
Rifién 1,125 + 0,018 1,117 + 0,020 1,275 + 0,023 1,309 + 0,032
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1.2.1.2. Efectos metabdlicos

Ademas de sus acciones sobre el crecimiento, la GH tiene efectos a nivel
metabdlico. En el higado promueve la produccién de glucosa y modula tanto la
captacién como la secrecion de triglicéridos, mientras que en el tejido adiposo
induce lipdlisis (Mauras y col, 2005, Vijayakumar y col, 2011). En ratones que
sobreexpresan GH, la exposiciéon a niveles elevados de hormona se asocia, en
la adultez, con alteraciones en el metabolismo lipidico, con mayores niveles de
colesterol y niveles normales o disminuidos de triglicéridos en circulacién,
ademas de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina en presencia de niveles
normales de glucosa plasméatica (Quaife y col, 1989, McGrane y col, 1990,
Dominici y col, 1998, Dominici y col, 1999a, Dominici y col., 1999b, Frick y
col,, 2001, Olsson y col,, 2005, Berryman y col, 2006, Wang y col, 2007, Ding
y col, 2011, Miquet y col.,, 2011). En consecuencia, se midieron los niveles de
colesterol, triglicéridos, glucosa e insulina en suero una vez finalizado el
tratamiento con GH (Tabla 7).

Tabla 7 - Determinaciones bioquimicas en suero de ratones hembra (H) y macho (M) de
ocho semanas de vida, control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de
forma intermitente (GH(int)) durante cinco semanas. Se representa la media + ESM del
nimero n de individuos por condicién. Asteriscos indican diferencias significativas entre
ratones tratados y su control correspondiente segln el test de ANOVA de dos vias
seguido del test de Bonferroni (***p < 0,001).

H control H GH(int) M control M GH(int) n

Colesterol (mg/dl) 98
Triglicéridos (mg/dl) 151 + 18 138 + 13 150 + 21 135 + 13 10-12
Glucosa (mg/dl) 120 + 7 122 + 3 132 £+ 5 131 +6 11-14
Insulina (ng/ml) 05+01 06+02 0501 10+03 10-13

I+

3 125+5"* 103+5 132 £ 5% 913

+

En lo que respecta al perfil lipidico, se observa que la administracién de
GH aumenta los niveles de colesterol en suero en comparacién con los
controles, tanto en hembras como en machos. En cambio, se detecta una
tendencia hacia menores niveles de triglicéridos en los ratones que recibieron
GH, aunque estas diferencias no son estadisticamente significativas. En cuanto a
la glucemia, no se perciben cambios asociados al tratamiento, aunque los
animales tratados presentan una tendencia no significativa a mayores valores
de insulina en suero en comparacién con los controles, efecto que se observa
principalmente en los machos.
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Considerando que el exceso de GH en los ratones transgénicos se asocia
a hiperinsulinemia e insulinorresistencia con valores normales de glucemia
(Dominici y col,, 1999a, Dominici y col., 1999b, Wang y col, 2007), se evalué la
capacidad de respuesta a una sobrecarga de glucosa de los ratones tratados
con GH. Para ello se realizd, en otra cohorte de animales, una curva de
tolerancia a la glucosa un dia después de la Ultima inyecciéon de hormona (Fig.
21a). A los 30 minutos, la glucemia de los animales tratados con GH tiende a
ser mayor que la de sus respectivos controles, aunque las diferencias no son
significativas, asi como tampoco se observan diferencias significativas en el area
bajo la curva calculada para cada condicién experimental (Fig. 21b). Tanto los
ratones tratados como los controles recuperan los valores normales de
glucemia transcurridas 2 horas de la sobrecarga.
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Figura 21 - Curva de tolerancia a la glucosa - (a) Glucemia en funcién del tiempo
transcurrido luego de una inyeccién intraperitoneal de glucosa de 2 mg/g de peso
corporal a ratones hembra (H) y macho (M) de ocho semanas de vida, control y
tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante
cinco semanas. (b) Area bajo la curva correspondiente a cada curva del grafico
anterior. Se representa la media + ESM de entre 10 y 17 individuos por condiciéon. No
se observan diferencias significativas entre los ratones tratados y sus respectivos
controles segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

Acompafiando las alteraciones ya mencionadas, los ratones GH-
transgénicos presentan menores niveles del receptor de insulina (IR) en higado
en comparacion con sus hermanos de camada normales (Balbis y col, 1996,

Dominici y col., 1998, Dominici y col, 1999a). Sin embargo, este efecto no seria
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consecuencia directa del exceso de GH sino de la hiperinsulinemia resultante.
Por ende, se evaludé también la expresion de IR en higado a las ocho semanas
de vida, cuando finaliza el tratamiento con GH (Fig. 22). Al analizar los
resultados obtenidos, no se detectan diferencias significativas entre los ratones
tratados con GH y sus respectivos controles, aunque en las hembras tratadas

los niveles de IR tienden a ser menores que en aquellas que recibieron solucién

fisiologica.
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Figura 22 - Contenido proteico de IR (tratamiento intermitente) - Se determinaron los
niveles de IR en solubilizados hepéticos de ratones hembra (H) y macho (M), control (c)
y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante cinco semanas por Jimmunoblotting (IB) mediante un anticuerpo especifico.
Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC) para evaluar la
homogeneidad del contenido proteico de las muestras. Se representa la media + ESM
del numero n de individuos por condicién. No se observan diferencias significativas
segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (ns).

1.2.2. Tratamiento continuo

Con el objetivo de explorar las posibles diferencias en los efectos del
tratamiento con GH segln este sea de tipo intermitente o continuo, un grupo
de animales fue tratado con la misma dosis de hormona pero administrada de
forma sostenida. Para ello se utilizaron bombas osméticas que liberan su
contenido de forma constante a lo largo de un periodo de tiempo determinado
por el fabricante. Para mantener el tratamiento durante cinco semanas fue
necesario reemplazar las bombas luego de 17 dias. A diferencia del tratamiento
intermitente, en el cual la cantidad de GH administrada se regulé cada dia de
acuerdo con el peso corporal para lograr una dosis de 6 pg/g de peso
corporal/dia, la cantidad diaria de hormona que recibieron los animales desde

las bombas osmdticas fue necesariamente la misma cada dia. La cantidad total
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de GH que contenian las bombas al momento de ser implantadas se calculé
sumando las cantidades diarias que deberia recibir un ratén de un peso
equivalente al peso promedio, para cada dia, de todos los ratones sometidos
con anterioridad al tratamiento intermitente. En consecuencia, ambos
tratamientos son comparables considerando que el total de hormona que
recibieron los animales durante las cinco semanas que dura el tratamiento fue
aproximadamente la misma.

Para poder comparar ambas formas de administracién, ademas, fue
necesario evaluar la estabilidad de la GH expuesta a temperatura corporal
durante el tiempo que duré el tratamiento, ya que la hormona que se
administré de forma intermitente se mantuvo a -20 °C, en fracciones que se
descongelaron antes de cada inyeccién. Para ello se tomé una alicuota de GH
y se la incub6é a 37 °C durante 17 dias. Este tiempo equivale a
aproximadamente la mitad de la duracién del tratamiento, momento en el cual
fue necesario reemplazar las bombas para asegurar una liberacion sostenida
durante cinco semanas. Transcurrido este periodo, se utilizé6 esta solucién de
GH, y otra mantenida -20 °C como control, para realizar un estimulo agudo a
ratones adultos y evaluar asi su actividad en términos de su capacidad de
inducir la fosforilacion de STAT5 en higado. En la Figura 23 se muestra el
resultado del /mmunoblot correspondiente, donde se observa que la preparacion
de GH que permanecié a 37 °C fue capaz de estimular la fosforilacién de
STAT5 en un grado similar al que se alcanzé con la que se mantuvo a -20 °C.
Estos resultados demuestran que el tiempo que la hormona permanecié a

temperatura corporal no afecté su estabilidad.

fosfo-STATS NSl g

STATS ’--- -

«

- +(-20°C) +(37°C)

Figura 23 - Estabilidad de la GH a 37°C - Se evalué la capacidad de inducir la
fosforilacién de STAT5 de soluciones de GH mantenidas a -20 °C o a 37 °C durante
17 dias. Con estas soluciones se estimularon por via intraperitoneal ratones hembra
adultos en una dosis de 1 pg GH/g de peso corporal (+). En paralelo, un animal fue
inyectado con soluciéon fisiolégica como control del estimulo (-). A los 7,5 minutos se
extrajeron los higados y se realizaron experimentos de /mmunoblotting con anticuerpos
anti-fosfo-STAT5a/b  (Tyr®®*6%) o anti-STAT5a/b. Posteriormente, las membranas se
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tiferon con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido
proteico de las muestras.

1.2.2.1. Crecimiento corporal

A partir de los registros de peso corporal de los ratones tratados de
forma continua y sus respectivos controles se construyé la curva de
crecimiento correspondiente (Fig. 24). A diferencia de los resultados obtenidos
con el tratamiento intermitente, no se observa un mayor peso corporal en los
ratones tratados con GH en comparacién a los animales control. De hecho, es
notable que las hembras tratadas exhiban un menor peso promedio que sus
respectivos controles a partir del dia 46 de vida. Cuando se evalta el largo de
los huesos de las patas traseras al finalizar el tratamiento no se detectan
diferencias significativas asociadas al tratamiento (Tabla 8). En las hembras que
recibieron GH se observa una tendencia a una menor longitud de los huesos
tibiales en comparacién con los controles, acompafiando el menor peso

corporal registrado al final del tratamiento.
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Figura 24 - Crecimiento corporal (tratamiento continuo) - Peso corporal en funcién de
la edad de ratones hembra (H) y macho (M) control y tratados con GH (6 pg/g de
peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas. Las areas
sombreadas, verde y anaranjada, corresponden a los periodos de crecimiento
independiente y dependiente de GH, respectivamente. Las flechas indican el inicio y fin
del tratamiento. Se representa la media + ESM de entre 9 y 12 individuos por
condicion. Los datos fueron analizados por el test de ANOVA de dos vias seguido del
test de Bonferroni. Diferencias significativas entre ratones hembra tratados con GH y
control se indican mediante numerales (¥p < 0,01). Asteriscos indican diferencias
significativas entre ratones hembra y macho control (*p < 0,01).
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Tabla 8 - Longitud de los huesos de las patas traseras de ratones hembra (H) y
macho (M) de ocho semanas de vida, control y tratados con GH (6 pg/g de peso
corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas. Se representa la
media + ESM de entre 9 y 12 individuos por condicién. No se observan diferencias
significativas entre los ratones tratados y sus respectivos controles segln el test de
ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

Longitud de huesos (mm)
H control  H GH(cont) M control M GH(cont)
Fémur 13,51 + 0,14 13,14 + 0,12 13,38 + 0,12 13,50 + 0,17
Tibia 17,66 + 0,17 17,14 + 0,16 17,64 + 0,20 17,51 + 0,17

+
+
+

1.22.2. Tamafio de dérganos blanco de la accién de la GH

A las ocho semanas de vida, al finalizar el tratamiento, se determind el
peso del higado, el corazén y los rifiones y su relacién con el peso corporal
(Tabla 9a-b). Cuando se comparan los resultados correspondientes a las
hembras tratadas con los de sus respectivos controles, no se observan
diferencias significativas en el peso de los érganos evaluados a pesar del
menor peso corporal registrado al finalizar el tratamiento. En los machos
tratados con GH, en cambio, se detect6 un mayor peso del corazén en
comparaciéon con los controles y una tendencia similar en el peso del higado,
aun cuando no se encontraron diferencias significativas en el peso corporal. Por
consiguiente, se observa una mayor relacion entre el peso de estos érganos y
el peso corporal en los machos tratados, solo significativo en el caso del

corazoén.
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Tabla 9 - Peso de érganos blanco de la hormona de crecimiento (a) y su relacién con
el peso corporal (b) de ratones hembra (H) y macho (M) de ocho semanas de vida,
control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont))
durante cinco semanas. Se representa la media + ESM de entre 9 y 12 individuos por
condicién. Asteriscos indican diferencias significativas entre ratones tratados y su
control correspondiente segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01).

(a)

Peso de é6rganos (g)
H control H GH(cont) M control M GH(cont)
Higado 1,090 + 0,039 1,096 + 0,023 1,178 + 0,024 1,244 + 0,022
Corazén 0,116 + 0,003 0,112 + 0,002 0,128 + 0,004 0,148 + 0,005**
Rifion 0,283 + 0,009 0,280 + 0,007 0,381 + 0,009 0,384 + 0,009

(b)

Peso de érganos / Peso corporal (%)
H control H GH(cont) M control M GH(cont)
Higado 4,683 + 0,112 5,010 + 0,173 4,604 + 0,178 4,783 + 0,148
Corazén 0,500 + 0,011 0,510 + 0,011 0,498 + 0,021 0,569 + 0,026*
Rifidn 1,217 + 0,027 1,277 + 0,029 1,487 + 0,056 1,471 + 0,036

+

1.2.2.3. Efectos metabdlicos

Considerando los efectos metabdlicos de la GH y los resultados
obtenidos en los ratones sometidos al tratamiento intermitente, se determinaron
los valores de colesterol, triglicéridos y glucosa en el suero de los ratones
tratados con GH de forma continua y sus respectivos controles al final del
tratamiento (Tabla 10). A diferencia de lo que se observé en los ratones que
recibieron la administracién intermitente de hormona, no se observan efectos
significativos asociados al tratamiento continuo sobre los niveles de colesterol,
pero si una disminucién en los niveles de triglicéridos de las hembras en

comparacién con los ratones no tratados.
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Tabla 10 - Determinaciones bioguimicas en suero de ratones hembra (H) y macho (M)
de ocho semanas de vida, control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de
forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas. Se representa la media + ESM del
nimero n de individuos por condicién. Asteriscos indican diferencias significativas entre
ratones tratados y su control correspondiente segln el test de ANOVA de dos vias
seguido del test de Bonferroni (**p < 0,01).

H control H GH(cont) M control M GH(cont) n
Colesterol (mg/dl 94 + 3 102 £+ 6 120 + 5 114 + 6 7 - 12
Triglicéridos (mg/dl) 101
Glucosa (mg/dl) 102

7 68 + 6** 80 +9 89 +7 9-12

I+

8 103 £ 6 115 £ 7 117 + 8 7 - 10

I+

En lo que respecta al metabolismo de la glucosa, en estos animales se
realiz6 Gnicamente la determinacion de glucemia (Tabla 10) y del contenido
proteico de IR (Fig. 25) y no se detectaron diferencias significativas entre los
distintos grupos experimentales a las ocho semanas de vida. A diferencia de lo
observado en los ratones tratados de forma intermitente, en los que se
evidencié una leve disminucién del contenido de IR en las hembras tratadas en
comparacién con los controles, la GH administrada de forma continua se asocia

a un aumento no significativo en los machos.

IR (proteina)

.
a1
S

[ control
B GH(cont)
n=9-12

ns

100+

a
o
1

% de hembras control

o

Hem'bras Mac'hos

IB [ sy AC 4.4

c GH c GH c GH ¢ GH
H M H M

Figura 25 - Contenido proteico de IR (tratamiento continuo) - Se determinaron los
niveles de IR en solubilizados hepéticos de ratones hembra (H) y macho (M), control (c)
y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante
cinco semanas por Jimmunoblotting (IB) mediante un anticuerpo especifico.
Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC) para evaluar la
homogeneidad del contenido proteico de las muestras. Se representa la media + ESM
del nimero n de individuos por condicion. No se observan diferencias significativas
segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (ns).
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1.23. Efectividad del tratamiento a nivel molecular: expresién de proteinas

moduladas por el perfil sanguineo de GH

En los animales tratados con GH de forma intermitente o continua se
determinaron los niveles hepaticos de las proteinas MUPs, CIS y EGFR. Dado
que se espera que su expresién se modifique con el tratamiento segln el sexo
del animal, el perfil asociado de concentraciones de GH y el tipo de
administracion que reciba (Norstedt y col, 1984, Ekberg y col,, 1989, Kashimata
y col,, 1989, Johnson y col, 1995, Karlsson y col, 1999, Diaz y col,, 2014), su
determinacion permite evaluar la efectividad de ambos tratamientos a nivel
molecular.

Como se mencion6 previamente, la expresion de las MUPs es promovida
por un perfil de GH intermitente, caracteristico de los machos, y lo mismo
ocurre con el EGFR. Si se comparan los niveles de estas proteinas entre los
ratones hembra y macho control se observa que, efectivamente, son mayores
en los machos (Fig. 26). Cuando a las hembras se les administra un tratamiento
con GH de forma intermitente, se modifica su perfil de hormona en circulacién
de tipo continuo y, en consecuencia, aumenta la expresién de MUPs y EGFR
hasta niveles similares a los de los machos. En los ratones macho, en cambio,
este tratamiento no modifica de forma significativa el contenido de estas
proteinas, aunque se observa una leve tendencia a niveles mdas altos que en

los controles.
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Figura 26 - Contenido proteico de MUPs y EGFR (tratamiento intermitente) - Se
determinaron los niveles de MUPs (a) y EGFR (b) en solubilizados hepaticos de ratones
hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia)
de forma intermitente (GH(int)) durante cinco semanas por immunoblotting (IB) mediante
un anticuerpo especifico. Posteriormente, las membranas se tifleron con azul de
Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras.
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Se representa la media + ESM del numero n de individuos por grupo experimental.
Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones sefialadas segln el test
de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05, **p < 0,01;
***p < 0,001).

De la misma forma, cuando se somete a los machos a una
administracion sostenida de GH, el cambio sustancial en el perfil de
concentracion de hormona en circulacion induce una disminucién en la
expresion de MUPs y EGFR de alrededor del 75 % (Fig. 27). En las hembras, la
administracion sostenida de GH induce distintos efectos en la expresién de
MUPs y EGFR: mientras que los niveles de MUPs tienden a ser menores en las
hembras tratadas que en los controles, el contenido de EGFR tiende a
aumentar. Estas diferencias no son significativas cuando los resultados se
analizan por el test de ANOVA junto a los resultados correspondientes a los
ratones macho. Sin embargo, si se analizan los resultados de hembras vy
machos por separado mediante el test ¢ de Student, el efecto del tratamiento
continuo en las hembras resulta significativo con una disminucién de la
expresion de MUPs (p < 0,05) y un aumento de la expresion de EGFR (p < 0,01)

en comparacién con los controles.
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Figura 27 - Contenido proteico de MUPs y EGFR (tratamiento continuo) - Se
determinaron los niveles de MUPs (a) y EGFR (b) en solubilizados hepaticos de ratones
hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia)
de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas por /mmunoblotting (IB) mediante
un anticuerpo especifico. Posteriormente, las membranas se tifleron con azul de
Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras.
Se representa la media £ ESM del nimero n de individuos por grupo experimental.
Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones sefialadas segln el test
de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05; ***p < 0,001).
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La expresion de CIS, por el contrario, se ve favorecida por un perfil de
GH de tipo continuo y, en consecuencia, es mayor en ratas hembra que en
ratas macho (Karlsson y col, 1999). En los ratones, este efecto no es tan
marcado ante concentraciones fisiolégicas de GH, como se observa si se
compara la expresién de esta proteina entre hembras y machos control (Fig.
28). Sin embargo, cuando se administra GH de forma sostenida se observa un
aumento en la expresion de CIS en las hembras, aunque no se detectan
cambios significativos en los machos (Fig. 28b). Por el contrario, la
administracion de GH de forma intermitente solo afecta a los machos, que
presentan una disminucién en la expresion de CIS en comparacién con los
controles (Fig. 28a). Dado que esta proteina participa en la regulacién negativa
de la sefializacion de la hormona, el significado de estos cambios se discutira

mas adelante junto a otros moduladores.
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Figura 28 - Contenido proteico de CIS - Se determinaron los niveles de CIS en
solubilizados hepéticos de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) (a) o continua
(GH(cont)) (b) durante cinco semanas por /mmunoblotting (IB) mediante un anticuerpo
especifico. Las muestras de solubilizados hepéticos fueron enriquecidas previamente
mediante una inmunoprecipitacion (IP) con el mismo anticuerpo anti-CIS. Se representa
la media £ ESM del nimero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01).

En resumen, tanto el tratamiento intermitente como el continuo generan
cambios en la expresion de proteinas moduladas por el perfil de concentracién
plasmatica de GH. Esto confirma el efecto del tratamiento sobre los niveles de
hormona circulante y, como consecuencia, su accién a nivel molecular en

higado.
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En los ratones GH-transgénicos, los niveles de hormona también se
mantienen elevados de forma sostenida, por lo que es interesante comparar los
resultados obtenidos en los animales tratados de forma continua con lo que ya
se ha descripto en los ratones transgénicos adultos. En estos animales, la
sobreexpresion de GH también genera una disminucion de la expresiéon de las
MUPs en comparacién con sus hermanos de camada normales: tanto en
hembras como en machos transgénicos los niveles de esta proteina son
indetectables (Norstedt y col., 1984, Martinez, 2013). Por el contrario, mientras
que los niveles de EGFR aumentan en las hembras transgénicas en comparacion
con los ratones normales, de forma similar a lo que ocurre en las hembras
tratadas con GH, no se detectan cambios por genotipo en los machos
(Gonzalez y col, 2010, Miquet y col, 2013). En cuanto a CIS, su expresién
aumenta tanto en hembras como en machos GH-transgénicos. En consecuencia,
los efectos de la administracién continua de GH sobre la expresion de estas
proteinas son similares a los detectados por la sobreexpresion de la hormona

Unicamente en las hembras.

2. Evaluacién de los efectos del tratamiento con GH sobre el parénquima

hepatico

La exposicion a niveles elevados de GH durante toda la vida provoca, en
los ratones transgénicos, hipertrofia e hiperplasia de los hepatocitos, que
resultan en una marcada hepatomegalia (Orian y col, 1989, Quaife y col.,, 1989,
Orian y col, 1990, Snibson y col, 1999, Snibson, 2002, Bartke, 2003, Miquet y
col, 2013).

Como se mostré previamente, la administracién intermitente de GH se
asocia a un aumento significativo del peso del higado y una tendencia similar
se observa en los ratones tratados de forma continua, principalmente en los
machos. En ambos modelos, ademas, la relaciéon entre el peso del higado y el
peso corporal de los animales tratados es ligeramente mayor que la relacion
correspondiente a sus controles, aunque no se alcanza significaciéon estadistica.
Para evaluar si estos cambios se acompafian de caracteristicas histolégicas
similares a las observadas en los ratones GH-transgénicos, se obtuvieron cortes
de higado de ratones de ocho semanas sometidos al tratamiento intermitente o
continuo con GH y se determinaron el tamafio de los hepatocitos, el area de

sus nacleos y el grado de proliferacién celular.
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2.1. Tamarfio celular

Para evaluar el efecto del tratamiento con GH sobre el tamafio de los
hepatocitos, se conté el nimero de células por campo en cortes de tejido
tefiidos con hematoxilina-eosina. Esta determinaciéon permite estimar el tamafio
de las células, donde un menor nimero de hepatocitos por campo indicaria
hipertrofia celular. En la Figura 29 se presentan los resultados correspondientes
a los animales tratados de forma intermitente y continua. Cuando la GH es
administrada de forma intermitente, tanto hembras como machos presentan un
menor numero de células hepaticas por campo en comparacién con los
animales control (Fig. 29a-b). Lo mismo se observa ante la administracién
continua de hormona, pero Gnicamente en los machos (Fig. 29¢c-d). Cuando se
comparan los resultados obtenidos en los animales control, se evidencia un
mayor nimero de hepatocitos por campo en las hembras que en los machos,
aunque las diferencias por sexo alcanzan significancia estadistica solo en el
caso de los controles del tratamiento intermitente. Resultados similares en
cuanto a las diferencias que se observan entre hembras y machos control se
han reportado previamente en otra cepa de ratones (Miquet y col,, 2013).
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Figura 29 - Estimacién del tamafio de las células hepaticas - Se determiné el nimero
de hepatocitos por campo en cortes de higado de ratones hembra y macho de ocho
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semanas de vida, control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma
intermitente (GH(int)) (a-b) o continua (GH(cont)) (c-d) durante cinco semanas tefiidos
con hematoxilina-eosina. Se muestran microfotografias representativas de cada condicién
(a,0). En los graficos se representa la media + ESM del nimero n de individuos por
grupo experimental (b,d). Asteriscos indican diferencias significativas entre las
condiciones sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

2.2. Tamafio nuclear

El tamafio de los nlcleos de los hepatocitos se determiné en los cortes
de tejido tefnidos con hematoxilina-eosina (Fig. 30). El perfil obtenido acompana
al de la estimacion del tamafio celular en los ratones tratados de forma
intermitente, ya que dicho tratamiento se asocia a nlcleos de mayor tamafio
tanto en hembras como en machos en comparacién con los controles (Fig.
30a). El tratamiento continuo, en cambio, no genera variaciones significativas en
el area nuclear de las células hepaticas (Fig. 30b), aunque se observa una
ligera tendencia a mayores valores en los machos sometidos al tratamiento,

siguiendo el mayor tamafio celular que estos exhiben en comparacién con los

controles.
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Figura 30 - Area nuclear promedio de las células hepaticas - Se determiné el area
promedio de los nlcleos de hepatocitos de cada campo en cortes de higado de
ratones hembra y macho de ocho semanas de vida, control y tratados con GH (6 pg/g
de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) (a) o continua (GH(cont)) (b)
durante cinco semanas tefiidos con hematoxilina-eosina. Se representa la media + ESM
del numero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias
significativas entre las condiciones sefaladas seglin el test de ANOVA de dos vias
seguido del test de Bonferroni (**p < 0,01). ns: no significativo segin el mismo analisis
estadistico.
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2.3.Porcentaje de células en proliferacién

El grado de proliferaciéon celular se estudié mediante la determinacién del
antigeno nuclear de células en proliferacién (PCNA) por inmunohistoquimica en
secciones de tejido hepatico. En la Figura 31 se presenta el porcentaje de
células positivas para PCNA referido al nimero total de células. Los resultados
obtenidos muestran que el tratamiento con GH induce una mayor proliferacion
celular en comparacién con la proliferacién basal, aunque esta diferencia es
significativa solo en las hembras tratadas de forma intermitente (Fig. 31a) y en

los machos tratados de forma continua (Fig. 31c).
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Figura 31 - Expresion de PCNA - Se determiné el porcentaje de células positivas para
PCNA (antigeno nuclear de células en proliferacién) por inmunohistoquimica en higado
de ratones hembra y macho de ocho semanas de vida, control y tratados con GH
(6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) (a-b) o continua
(GH(cont)) (c-d) durante cinco semanas. En paralelo, se realiz6 un control del ensayo
mediante cortes de tejido adicionales que se incubaron con PBS en lugar del
anticuerpo  anti-PCNA.  Se muestran microfotografias representativas de cortes
provenientes de animales de cada condicién experimental incubados con el anticuerpo
anti-PCNA (b,d) y del control negativo (e). En los gréficos se representa la media + ESM
del nimero n de individuos por grupo experimental (a,c). Asteriscos indican diferencias
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significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de dos vias
seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05).

En funcién del analisis realizado a nivel histolégico, puede concluirse que
el tratamiento con GH induce alteraciones en el higado similares a las que han
sido descriptas en procesos preneoplasicos. El efecto observado no es el
mismo segln el tipo de administracion realizada y el sexo del individuo tratado.
Las alteraciones mas profundas se detectan en las hembras sometidas a un
tratamiento intermitente con GH, que presentan hipertrofia de los hepatocitos,
nlcleos de mayor tamafio y un incremento en el porcentaje de células en
proliferacion en comparacién con los controles, ademas de exhibir el mayor
aumento del peso del higado asociado al tratamiento. En los machos tratados
de forma intermitente se detectan cambios significativos similares en el tamafo
celular y nuclear y un ligero aumento, no significativo, en el porcentaje de
células positivas para PCNA. Mientras que el tratamiento intermitente afecta
tanto a machos como a hembras, aunque en mayor medida a estas (ltimas, el
tratamiento continuo solo genera alteraciones en el higado de los ratones

macho.

3. Evaluacién de los efectos moleculares del tratamiento con GH en higado

Considerando las observaciones realizadas a nivel histolégico, se decidié
estudiar aquellas vias de sefializacion activadas por GH que podrian estar
relacionadas con estos cambios y cuya hiperactivacién se ha asociado al
desarrollo de lesiones preneoplasicas en el higado de los ratones transgénicos
que sobreexpresan GH (Miquet y col, 2008, Miquet y col.,, 2013, Martinez y col,
2016). Las determinaciones se realizaron sobre muestras provenientes de los
mismos animales analizados por microscopia, obtenidos al finalizar el

tratamiento con GH.

3.1.Receptor de GH (GHR)

La sefializacion de la GH se inicia cuando la hormona se une a su
receptor, GHR (Carter-Su y col, 2015). En trabajos realizados en modelos
animales que sobreexpresan GH o tratados con la hormona, se observé no solo
que esta induce la expresiéon hepatica de su propio receptor sino que, ademas,

los niveles de ARN mensajero (ARNm) de GHR correlacionan con sus niveles

95



Resultados y Discusion

proteicos, tanto en solubilizados totales como en la fraccion microsomal (Maiter
y col, 1988, lida y col, 2004, Gonzalez y col., 2007, Jiang y col, 2007,
Martinez y col,, 2015). Por ende, se midieron los niveles de ARNm de GHR en
los ratones tratados con GH (Fig. 32). En hembras y machos, la administracion
intermitente se asocia con una tendencia hacia mayores niveles del ARNm que
codifica para el receptor, aunque estas diferencias no alcanzan significacion
estadistica (Fig. 32a). En los ratones tratados de forma continua, en cambio, la
expresion del ARNm de GHR aumenta de forma significativa en ambos sexos,
duplicando aproximadamente los valores que presentan los animales no
tratados (Fig. 32b). En los animales control del tratamiento intermitente se
observa una mayor expresion del ARNm de GHR en los machos en comparacion
con las hembras. Sin embargo, estos resultados no pudieron corroborarse en

los ratones control de los experimentos correspondientes a la administracion

continua.
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Figura 32 - Expresion de GHR - Se determinaron los niveles de ARNm de GHR por RT-
gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones hembra (H) y macho
(M), control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente
(GH(int)) (@) o continua (GH(cont)) (b) durante cinco semanas. Se representa la media +
ESM del nimero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias
significativas entre las condiciones sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias
seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01).

3.2.Vias de sefializacién activadas por GH
3.2.1. Activacion de STAT5

A través de su receptor de membrana, la GH desencadena la activacién
de diversas vias de sefalizacion. Entre ellas, la via JAK2/STAT5b es la principal
mediadora de su accion: una vez activo, STAT5b trasloca a nicleo e induce la
transcripcién de genes relacionados con la actividad de la hormona, como /gf]
(Woelfle y col,, 2004, Hennighausen y col, 2008, Rotwein, 2012). Por ende, el
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contenido de STAT5 y su grado de activacién se analizaron en los ratones
tratados con GH (Fig. 33 y 34). Los anticuerpos utilizados reconocen las dos
isoformas de STAT5, a y b, y sus variantes fosforiladas en residuos homélogos
de activacion (Tyr®® en STAT5a y Tyr® en STAT5b). STAT5b es la forma
predominante en higado, por lo que los resultados presentados corresponderian
principalmente a esta isoforma (Ripperger y col., 1995).

En condiciones fisioldgicas, los niveles de STATS fosforilado tienden a ser
mayores en los machos que en las hembras a pesar de que el contenido
proteico es ligeramente menor (Fig. 33a-b y 34a-b). Por consiguiente, cuando se
analiza la relacion entre la fosforilacion y el contenido total de STAT5, que
indica qué proporciéon de esta proteina se encuentra fosforilada, las diferencias
entre hembras y machos alcanzan significaciéon estadistica (Fig. 33c y 34c). En
los machos, STAT5b se fosforila ante cada pulso de GH y luego se desfosforila
al activarse los mecanismos de regulacién negativa de la sefial que permiten la
resensibilizacion del sistema. De este modo, el individuo puede responder al
siguiente estimulo hormonal (Waxman y col, 1995, Gebert y col, 1999b,
Tannenbaum y col., 2001, Waxman y col, 2006). Segin en qué momento de
este proceso se encuentre el animal cuando es sacrificado, pueden obtenerse
valores dispares de fosforilacion de STAT5, como se observa en los machos
control del tratamiento. En las hembras, la liberacion de GH se da en pulsos
mas frecuentes y, en consecuencia, el grado de fosforilacién basal de STAT5 se
mantiene relativamente constante y por debajo de los niveles de fosforilacion
promedio de los machos (Choi y col, 1999, Gebert y col, 1999a, Waxman vy
col., 2006).
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Figura 33 - Activacién y contenido proteico de STATS (tratamiento intermitente) -
Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas, fueron analizados por /mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-
STAT5a/b (Tyr%%/6%) (a) o anti-STAT5a/b (b). Posteriormente, las membranas se tifieron
con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de
las muestras. El panel (c) muestra la relacion fosfo-STAT5/STAT5. Se representa la
media + ESM del nimero 5 de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo segiin el mismo
analisis estadistico.

Mientras que en las hembras no se detectan cambios asociados al
tratamiento intermitente con GH, en los ratones macho el tratamiento disminuye
los niveles netos y la proporcion de STATS5 fosforilado hasta niveles similares a
los que exhiben las hembras (Fig. 33a y c). Solo cuando se analiza la relacién
entre la proteina fosforilada y la proteina total las diferencias alcanzan
significacion estadistica, ya que en los machos tratados con GH, ademas, el
contenido proteico de STAT5 es levemente mayor que en los ratones no
tratados (Fig. 33b).
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En los ratones hembra y macho tratados con GH de forma continua, por
el contrario, no se observan diferencias en los niveles de STAT5 fosforilado en
comparacién con los controles (Fig. 34a). Ante un tratamiento continuo con GH,
el perfil de concentraciones plasmaticas de hormona que se genera en los
machos difiere sustancialmente del fisiolégico. Como correlato de esta
feminizacion del perfil de GH en sangre, que en los machos se verifica por la
menor expresion de MUPs y EGFR asociada al tratamiento continuo, cabria
esperar una disminucién de STATS fosforilado hasta valores similares a los de
las hembras. Si bien esto no se observa en los niveles netos de fosforilacion, la
proporcién de STAT5 fosforilado en los machos tratados es ligeramente menor
que en los controles y no presenta diferencias significativas con las hembras
(Fig. 34c).

Cuando se analiza el contenido proteico de STATS, se observa un perfil
similar al obtenido en los animales tratados de forma intermitente, con un leve
aumento en la abundancia de esta proteina en los machos tratados con GH en

comparacién con los controles (Fig. 34b).
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Figura 34 - Activacién y contenido proteico de STAT5 (tratamiento continuo) -

Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
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GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas,
fueron analizados por Jmmunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-STAT5a/b
(Tyr®*%%) (a) o anti-STAT5a/b (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul
de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las
muestras. El panel (c) muestra la relaciéon fosfo-STAT5/STATS. Se representa la media *
ESM del nimero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias
significativas entre las condiciones sefialadas segln el test de ANOVA de dos vias
seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo segin el mismo analisis
estadistico.

A través de la activacién de STATSb, la GH induce la expresiéon de
diversos genes, entre ellos aquel que codifica para el factor de crecimiento
simil insulina de tipo | (IGF1) (Woelfle y col, 2004, Hennighausen y col.,, 2008,
Rotwein, 2012). Por ende, se midieron los niveles de ARNm de IGF1 en los
ratones tratados de forma intermitente y continua (Fig. 35). Mientras que el
tratamiento intermitente se asocia a una mayor expresion de IGF1 tanto en
hembras como en machos (Fig. 35a), la administracién continua solo genera

este efecto en los ratones macho (Fig. 35b).
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Figura 35 - Expresiéon de IGF1 - Se determinaron los niveles de ARNm de IGF1 por RT-
gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones hembra (H) y macho
(M), control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente
(GH(int)) (@) o continua (GH(cont)) (b) durante cinco semanas. Se representa la
media £ ESM del numero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01).

Si se comparan estos resultados con los de activacién de STAT5 (Fig.
33a y 34a), se observa que la expresién de IGF1 no presenta el mismo perfil
que la fosforilacién de STATS5. Este fendmeno se ha descripto previamente en
otros trabajos realizados en ratones con niveles suprafisiolégicos de GH
(Bielohuby y col, 2011, Martinez y col,, 2015). En los ratones GH-transgénicos,

los niveles de IGF1 en higado son mayores que en sus hermanos de camada
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no transgénicos, aunque no se detecta una mayor activaciéon basal de STATS
probablemente debido a la accién de mecanismos de modulaciéon negativa que
se ponen en marcha frente a niveles elevados de GH y que limitan o regulan
su fosforilacion (Martinez y col, 2015). Un fendémeno similar podria estar
ocurriendo en los ratones macho tratados con GH de forma continua en los
que no se registran cambios asociados al tratamiento en la fosforilacién de
STATS. En los ratones tratados de forma intermitente, en cambio, esta falta de
correlacion podria deberse al desfasaje que existe entre la activacion de STAT5
y la induccién de la expresién de IGF1 ante una inyeccién de GH. En ratas
macho, los niveles de STAT5b fosforilado aumentan rapidamente luego de un
pulso de GH y retornan a valores basales dentro de la primera hora posterior
al estimulo (Waxman y col, 1995, Tannenbaum y col, 2001). En cambio, los
niveles de ARNm de IGF1 comienzan a aumentar a los 30 minutos y alcanzan
su maximo entre 4 y 6 horas después (Murphy y col, 1987, Bichell y col,
1992). Por consiguiente, transcurridas 6 horas desde la Gltima inyeccién de GH,
los niveles de STATS fosforilado ya habrian disminuido y los de IGF1 estarian

cercanos a su maximo.

3.2.2. Activacién de STAT3

La hormona de crecimiento también sefializa a través de STAT3,
induciendo su fosforilaciéon en el residuo de Tyr’®. Una vez fosforilado, dimeriza
y trasloca a nlcleo, donde induce la expresién de genes involucrados en la
regulaciéon de la proliferacién celular, diferenciacién y apoptosis (Carter-Su y
col,, 2015, Thomas y col, 2015). Por consiguiente, la activaciéon constitutiva de
STAT3 se asocia al desarrollo y progresién de tumores (Bowman y col., 2000,
Calo y col, 2003, Aggarwal y col, 2009). Asimismo, los ratones transgénicos
que sobreexpresan GH, presentan una mayor fosforilacion basal de STAT3 en
comparacién con sus hermanos de camada normales (Miquet y col, 2008,
Miquet y col,, 2013, Martinez y col., 2016).

En los ratones tratados con GH, la administracién intermitente de
hormona se asocia a una ligera tendencia a mayores niveles de STAT3 activo
en comparaciéon con los ratones no tratados (Fig. 36a). Cuando se analiza la
abundancia de esta proteina, no se observan diferencias entre los ratones
tratados y sus controles correspondientes, pero se observan diferencias por
sexo, ya que los machos presentan menores niveles de STAT3 que las hembras
(Fig. 36b). Por consiguiente, la relacién entre los niveles de proteina fosforilada
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y su contenido proteico total es ligeramente mayor en los machos que en las

hembras y se atenlan las diferencias asociadas al tratamiento (Fig. 36c¢).
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Figura 36 - Activacién y contenido proteico de STAT3 (tratamiento intermitente) -
Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas, fueron analizados por /mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-
STAT3 (Tyr’®) (a) o anti-STAT3 (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul
de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las
muestras. El panel (c) muestra la relaciéon fosfo-STAT3/STAT3. Se representa la media *
ESM del nimero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias
significativas entre las condiciones sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias
seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo segiin el mismo anélisis
estadistico.

En los animales sometidos a una administracion sostenida de hormona,
los efectos del tratamiento sobre la activacién de STAT3 son mas marcados.
Los niveles de fosforilacion de esta proteina duplican los de los controles y los
niveles que se alcanzan son mayores en las hembras que en los machos
tratados (Fig. 37a). En este caso, los machos también presentan un menor

contenido proteico de STAT3 que las hembras, aunque las diferencias no
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alcanzan significaciéon estadistica (Fig. 37b). Cuando se analiza qué proporcion
de STAT3 se encuentra activo, se observa un perfil similar al que exhibe la
proteina fosforilada (Fig. 37c).
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Figura 37 - Activacién y contenido proteico de STAT3 (tratamiento continuo) -

Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas,
fueron analizados por /immunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-STAT3 (Tyr’%)
(@) o anti-STAT3 (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie
(AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras. El panel (c)
muestra la relacién fosfo-STAT3/STAT3. Se representa la media + ESM del nimero n de
individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre las
condiciones sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05; ***p < 0,001). ns: no significativo segln el mismo analisis
estadistico.

3.23. Activaciéon de Akt y sus sustratos GSK3p y mTOR

La via de la PI3K/Akt tendria un rol fundamental en el crecimiento de las
células hepaticas (Ono y col, 2003, Haga y col, 2009) y su desregulacién ha
sido descripta en diversos tipos de tumores, incluso en tumores de higado

(Nicholson y col.,, 2002, Song y col, 2005, Llovet y col., 2008, Spangenberg y
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col, 2009, Zender y col, 2010, Chuma y col, 2015). Los ratones GH-
transgénicos adultos jovenes presentan una mayor activacion de Akt y sus
sustratos GSK3B y mTOR en comparacién con los controles, incluso durante el
periodo de crecimiento rapido, cuando estos animales ya manifiestan marcada
hepatomegalia producto de la hipertrofia e hiperplasia de los hepatocitos
(Miquet y col., 2008, Gonzélez y col., 2010, Miquet y col, 2013, Martinez y col,
2016).

Para evaluar los niveles de activacion de esta via se midieron, en primer
lugar, los niveles de Akt fosforilado en el residuo de Ser*?. En los ratones
control, la fosforilacion basal de Akt es mayor en los machos que en las
hembras, aunque las diferencias no alcanzan significacién estadistica. Ante un
tratamiento intermitente con GH, los niveles de Akt fosforilado disminuyen en
los machos hasta valores similares a los de las hembras control y tratadas,
que no exhiben diferencias significativas entre si (Fig. 38a). La relacién entre los
niveles de fosforilacion y el contenido proteico de Akt presenta un perfil similar
al de la proteina fosforilada ya que no se perciben variaciones significativas en
la abundancia proteica de Akt entre las distintas condiciones en estudio (Fig.
38b-c).
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Figura 38- Activacién y contenido proteico de Akt (tratamiento intermitente) -
Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas, fueron analizados por /mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-Akt
(Ser*®) (a) o anti-Akt (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de
Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras.
El panel (c) muestra la relacién fosfo-Akt/Akt. Se representa la media + ESM del
nimero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias
significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de dos vias
seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo segin el mismo analisis
estadistico.

La actividad de Akt se evalu6 también mediante el andlisis de la
fosforilacion de sus sustratos GSK3p, en el residuo Ser®, y mTOR, en el residuo
Ser*#® En cuanto a GSK3B,

disminuciéon

se observa Unicamente en los machos una

no significativa de su fosforilacion asociada al tratamiento
intermitente con GH, que acompafia los menores niveles de Akt fosforilado (Fig.
39a). En cambio, las hembras tratadas y control presentan niveles similares de
fosforilaciéon de GSK3p. El
aumentado en los ratones tratados con GH en comparaciéon con los controles

(Fig. 39b).

contenido de esta proteina estd ligeramente

En consecuencia, se observa una disminucién no significativa
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asociada al tratamiento en la proporcion de GSK3p fosforilado, de mayor

magnitud en los ratones macho (Fig. 39c).
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Figura 39 - Activacién y contenido proteico de GSK3pB (tratamiento intermitente) -
Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas, fueron analizados por /mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-
GSK3B (Ser®) (a) o anti-GSK3B (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul
de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las
muestras. El panel (c) muestra la relacién fosfo-GSK3B/GSK3B. Se representa la
media £ ESM del numero »nn de individuos por grupo experimental. ns: no significativo
segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

En el caso de mTOR, se observa una ligera disminuciéon de su activacién,
tanto en machos como en hembras sometidas al tratamiento intermitente con
GH. Notablemente, en los machos, esto se acompafia de un menor contenido
proteico que en los ratones control (Fig. 40b). Por consiguiente, la proporcion
de mTOR que se encuentra fosforilado no presenta diferencias significativas en
este sexo (Fig. 40c). En las hembras en cambio, la ligera disminucién de la
fosforilaciéon de mTOR no se acompafia de cambios en su contenido proteico

en comparaciéon con los ratones no tratados. Por ende, la relacion
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correspondiente también es ligeramente menor en las hembras sometidas al

tratamiento con GH.
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Figura 40 - Activacién y contenido proteico de mTOR (tratamiento intermitente) -
Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas, fueron analizados por /mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-
mTOR (Ser***®) (a) o anti-mTOR (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul
de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las
muestras. El panel (c) muestra la relacion fosfo-mTOR/mTOR. Se representa la
media £ ESM del numero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo segin el mismo
analisis estadistico.

La administracion continua de GH, a diferencia del tratamiento
intermitente, se asocia a una tendencia hacia mayores niveles de activacién de
Akt en los ratones macho en comparacion con los controles (Fig. 41a). Dado
que el contenido de Akt también es mayor en los machos expuestos a la
hormona (Fig. 41b), cuando se analiza la proporcién de Akt que se encuentra

fosforilado no se detectan diferencias asociadas al tratamiento (Fig. 41c). Las
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hembras, por el contrario, no presentan diferencias significativas en la

activacién y el contenido proteico de Akt debido a la exposiciéon a la hormona.
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Figura 41 - Activacién y contenido proteico de Akt (tratamiento continuo) -

Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas,
fueron analizados por immunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-Akt (Ser*’?) (a)
o anti-Akt (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC)
para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras. El panel (c)
muestra la relacion fosfo-Akt/Akt. Se representa la media + ESM del nimero n de
individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre las
condiciones sefialadas segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo segin el mismo analisis estadistico.

En cuanto a GSK3p, el efecto del tratamiento continuo se observa
principalmente en las hembras, que exhiben una ligera disminucién de los
niveles de fosforilacion de esta proteina en comparaciéon con los controles (Fig.
42a). Dado que el contenido proteico presenta una tendencia en el sentido
opuesto (Fig. 42b), cuando se analiza la proporcién de GSK3B que se encuentra
fosforilado, resulta significativamente menor en las hembras tratadas con GH en

comparacién con los controles (Fig. 42c). En los machos, por el contrario, no
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se perciben diferencias ni en la activacion ni en la cantidad total de GSK3p
asociadas al tratamiento y, por lo tanto, tampoco en la relacién entre estas

determinaciones.
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Figura 42 - Activaciéon y contenido proteico de GSK3p (tratamiento continuo) -
Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas,
fueron analizados por /mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-GSK3p (Ser®)
(@) o anti-GSK3p (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie
(AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras. El panel (c)
muestra la relacién fosfo-GSK3B/GSK3p. Se representa la media + ESM del nimero n de
individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre las
condiciones sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo segin el mismo analisis estadistico.

Por (ltimo, se observa una ligera tendencia hacia mayores niveles de
fosforilacién de mTOR en los ratones tratados con GH de forma continua en
comparacién con los controles, que es acompafiado por un marcado aumento
del contenido proteico de mTOR (Fig. 43a-b). Como consecuencia, la relacién

entre mTOR fosforilado y su contenido proteico es menor en los ratones
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expuestos a una administraciéon continua de GH, aunque solo en las hembras

las diferencias son significativas (Fig. 43c).
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Figura 43 - Activacién y contenido proteico de mTOR (tratamiento continuo) -

Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas,
fueron analizados por immunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-mTOR (Ser?*4®)
(@) o anti-mTOR (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie
(AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras. El panel (c)
muestra la relacién fosfo-mTOR/mTOR. Se representa la media + ESM del namero n de
individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre las
condiciones sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). ns: no significativo seglin el mismo
andlisis estadistico.

3.24. Activaciéon de ERK1/2

La via de las MAPK/ERK1/2 también es activada por la hormona de
crecimiento. La activacién de ERK1/2 implica la fosforilacién secuencial en los
residuos Thr® y Tyr®® de ERK1 y Thr'® y Tyr'® de ERK2. A través de esta via,
diversos factores de crecimiento inducen mecanismos de proliferacién celular

(Llovet y col, 2008, Sun y col, 2015). Ratones GH-transgénicos adultos
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presentan una mayor abundancia de ERK1 y ERK2 que sus hermanos de
camada normales (Miquet y col, 2008, Gonzalez y col, 2010, Martinez y col,
2016), aunque no se detectan cambios significativos en la fosforilacién basal de
ERK1. Los resultados de dichos trabajos en cuanto a la fosforilacién de ERK2
no son concluyentes y las discrepancias podrian deberse a la cantidad de
grupos analizados en paralelo. En los ratones tratados con GH se hizo un
analisis conjunto de ambas isoformas, por lo que se continuara haciendo
referencia a estas proteinas como ERK1/2.

En las hembras, la administracién intermitente de GH induce una
disminucién en los niveles de ERK1/2 fosforilado en residuos de activacién en
comparaciéon con los animales no tratados (Fig. 44a), mientras que no se
detectan cambios significativos en su contenido proteico (Fig. 44b). Por
consiguiente, la proporcién de ERK1/2 fosforilado también tiende a ser menor
en las hembras sometidas al tratamiento intermitente, aunque las diferencias no
son significativas (Fig. 44c). En los machos, en cambio, la administracién de GH
da lugar a una mayor expresién de ERK1/2 en comparacién con los animales
no tratados, pero no modifica los niveles de fosforilacién de esta proteina. En
consecuencia, la proporciéon de ERK1/2 fosforilado resulta menor en los machos

tratados con GH que en sus respectivos controles.
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Figura 44 - Activacién y contenido proteico de ERK1/2 (tratamiento intermitente) -
Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas, fueron analizados por /mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-
ERK1/2 (Thr?®?/Tyr®™ Thr'®/Tyr'®’) (a) o anti-ERK1/2 (b). Posteriormente, las membranas
se tiferon con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido
proteico de las muestras. Los resultados se obtuvieron a partir de la cuantificacién de
la intensidad de las bandas correspondientes a ERK1 y ERK2. El panel (c) muestra la
relaciéon fosfo-ERK1/2/ERK1/2. Se representa la media + ESM del nimero n de
individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre las
condiciones sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo seglin el mismo andlisis estadistico.

La administraciéon sostenida de GH se asocia a cambios en la activacién
y el contenido proteico de ERK1/2 en el mismo sentido que los obtenidos con
el tratamiento intermitente (Fig. 45). Las hembras tratadas presentan una
disminucién de la fosforilacién de ERK1/2, no significativa para este tipo de
administraciéon, sin cambios en su contenido proteico. Los machos, por el
contrario, exhiben un marcado aumento en la abundancia de ERK1/2 asociado

al tratamiento, que no se traduce en una mayor fosforilacién. En consecuencia,
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el grado de activacion de ERK1/2 en los machos tratados con GH es

significativamente menor que el de los controles.

(a) (b)
fosfo-ERK1/2 ERK1/2 (proteina)
© 1507 3 control © 2007 3 control
< E3 GH(cont) € I - S E3 GH(cont)
8 1004 n=9-12 g 1501 n=9-12
)] )]
© ns @
S 5 100
1= =
T 50 ]
c < 504
[ (V]
© ko]
S ol L
B M AC B b'd AC
c GH ¢ GH ¢ GH ¢ GH ¢ GH ¢ GH c GH c GH
H M H M H M H M
(c)
fosfo-ERK1/2/ERK1/2
e 1501 . 1 control
< T 3 GH(cont)
S 100 n=9-12
[%)]
< || | [FEER
Qo ]
c
() 50. lllll
e e
w nEEn
< || | B

o

Hembras Machos

Figura 45 - Activacién y contenido proteico de ERK1/2 (tratamiento continuo) -
Solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas,
fueron analizados por Jmmunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-ERK1/2
(Thr®%2/Tyr?%4 Thr'®/Tyr'®’) (@) o anti-ERK1/2 (b). Posteriormente, las membranas se
tiferon con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido
proteico de las muestras. Los resultados se obtuvieron a partir de la cuantificacién de
la intensidad de las bandas correspondientes a ERK1 y ERK2. El panel (c) muestra la
relacion fosfo-ERK1/2/ERK1/2. Se representa la media + ESM del nimero n de
individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre las
condiciones sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni  (*p < 0,05, **p < 0,01). ns: no significativo segin el mismo analisis
estadistico.

3.25. Andlisis general de las vias de sefializacién activadas por GH

Con el objeto de evaluar los efectos a nivel molecular del tratamiento
con GH, se explor6 la activacion de vias de sefializacién relacionadas con
crecimiento, proliferaciéon y supervivencia celular, como las vias de los STATSs,

PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2. La sefalizacion a través de estas vias se encuentra
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desregulada en el higado de los ratones GH-transgénicos, en algunos casos
incluso desde el periodo de crecimiento (Miquet y col, 2008, Miquet y col,
2013, Martinez y col,, 2015, Martinez y col., 2016).

En los modelos de ratones tratados con GH que se presentan en esta
tesis se observa, en primer lugar, que la administracion de GH genera un
aumento en la expresién del ARNm de su receptor, GHR, en comparaciéon con
los controles. Estos cambios son estadisticamente significativos solo cuando la
GH es administrada de forma continua. En ese caso, tanto en hembras como
en machos, el tratamiento da lugar a niveles de expresién de GHR que duplican
aproximadamente los obtenidos en los controles. Estos cambios se asemejan en
magnitud y sentido a los detectados entre los ratones GH-transgénicos adultos
y sus hermanos de camada normales (Gonzélez y col, 2002, Miquet y col,
2004, Sotelo y col,, 2008, Martinez y col., 2015).

Si bien el tratamiento intermitente no induce un aumento significativo de
la expresion de GHR, los resultados obtenidos cobran relevancia si se analizan
en el contexto de la cinética de activacion de la sefializacién de GH. En
paralelo a los ciclos de desensibilizacién y resensibilizacién de la via
JAK2/STAT5b en respuesta a la GH, el receptor atraviesa ciclos de sintesis,
internalizacion y degradacioén; procesos que también son promovidos por la
propia hormona (Bick y col, 1989, Strous y col, 1996, Ji y col, 2002,
Landsman y col, 2005). Ante la unién de la GH a su receptor, se induce la
internalizacion y degradacién del mismo, que se vuelve a sintetizar en el
periodo libre de hormona entre pulsos. El caracter ciclico de estos mecanismos
requeriria  una expresion también ciclica del ARNm de GHR. En ratas
hipofisectomizadas sometidas a un tratamiento intermitente con GH, se ha
descripto un aumento de la expresiéon de su receptor una hora después de la
altima inyeccién, hasta niveles similares a los que induce la misma dosis de
hormona administrada de forma continua (Maiter y col, 1992). Luego del
aumento inicial, los niveles de ARNm de GHR disminuyen hasta recuperar los
valores basales. De forma similar, en los ratones tratados con GH de forma
intermitente para este trabajo de tesis, la expresién de GHR se encontraria en
su fase de declive transcurridas 6 horas de la Gltima inyeccién, cuando se
obtuvieron las muestras. En consecuencia, solo se detecta un leve aumento del
ARNm de GHR. En cambio, el estimulo constante producto de la administracién

sostenida de GH mantendria los niveles de receptor continuamente elevados.
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En cuanto a la via JAK2/STAT5, no se observa una mayor fosforilacion
de STAT5 en los ratones tratados con GH a pesar de los mayores niveles de
hormona, ya sea que esta se administre de forma intermitente o sostenida. Sin
embargo, los resultados obtenidos se asemejan a lo que ocurre en los ratones
GH-transgénicos adultos. En estos animales, la exposicion a niveles sostenidos
de hormona tampoco modifica la activacién basal de STAT5, aunque los
ratones transgénicos duplican el peso corporal de los normales y presentan
claras evidencias de que la hormona actia en higado, como hepatomegalia,
hipertrofia e hiperplasia hepatocelular y alteraciones moleculares (Gonzalez y
col,, 2002, Miquet y col,, 2004, Miquet y col, 2008, Sotelo y col, 2008, Miquet
y col,, 2013, Martinez y col,, 2015).

En particular, los machos expuestos a un tratamiento intermitente
presentan una menor fosforilacién de STAT5 y una menor dispersiéon de los
resultados obtenidos para esta condicién experimental. Estos resultados
sugeririan la sincronizacién de los ciclos de fosforilacién/desfosforilacién de
STAT5 ante las inyecciones de GH en los animales tratados. De acuerdo con
los resultados obtenidos, y en concordancia con reportes previos (Ram y col,
1996, Tannenbaum y col,, 2001, Waxman y col., 2006), luego de 6 horas de la
dltima inyeccién de GH la sefial que se desencadené ya habria finalizado y, por
ende, los niveles de STAT5 fosforilado en los machos tratados son menores
que en los controles y similares a los de las hembras. Si en las hembras
tratadas con GH de forma intermitente STAT5 se activa ante cada inyeccion
con una cinética similar a la de los machos, en el momento de obtener las
muestras la sefial ya habria vuelto a sus valores basales. En consecuencia, no
se detectarian diferencias en los niveles de STAT5 fosforilado entre las hembras
tratadas y sus controles. Si bien la ausencia de diferencias podria significar
que, en realidad, el tratamiento intermitente no induce la activacién de esta via,
antecedentes de nuestro grupo de trabajo mostraron que, en ratones hembra,
STAT5 se fosforila en los primeros minutos luego de una inyeccién con dosis
similares de GH (Miquet y col., 2004, Miquet y col, 2005b, Miquet y col.,, 2005a,
Miquet y col, 2005c, Martinez y col, 2013, Martinez y col, 2015). Ademas, el
efecto masculinizante del tratamiento sobre la expresion de MUPs y EGFR
sugiere que, efectivamente, STAT5 responderia de forma coordinada en ambos

SEXOS.

La exposicion prolongada a dosis farmacolégicas de GH redunda en una
mayor expresion de IGF1 en higado, en comparacién con los ratones no
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tratados. El tratamiento intermitente genera este efecto tanto en machos como
en hembras mientras que el tratamiento continuo induce un aumento en la
expresion de IGF1 Gnicamente en los machos. En linea con estos resultados,
otros autores describieron que la misma dosis de GH, administrada de forma
intermitente en ratones adultos jévenes, promueve la expresién de IGF1, no solo
en higado, sino también en otros tejidos, como musculo esquelético y tejido
adiposo, y resulta en mayores niveles de IGF1 en circulacién (Ueki y col.,, 2009).

A diferencia de los resultados obtenidos de fosforilacion de STATS, la
activacion de STAT3 en los animales expuestos a niveles sostenidos de GH
duplica la de los controles, tanto en hembras como en machos. Una tendencia
en el mismo sentido se observa en los ratones tratados con GH de forma
intermitente. La desregulacion de STAT3 estd estrechamente vinculada con
procesos inflamatorios en higado, que tienen lugar en las primeras etapas del
proceso de hepatocarcinogénesis (Aggarwal y col, 2009, He y col, 2011, Stotz
y col, 2015). En concordancia, los ratones GH-transgénicos presentan una
mayor activacion de esta via desde edades tempranas (Miquet y col, 2008,
Miquet y col, 2013, Martinez y col, 2016). Por consiguiente, este marcado
aumento en la fosforilacién de STAT3 asociada al tratamiento continuo con GH
constituye un evento a considerar al analizar la seguridad de esta forma de
administracion.

Otra de las vias que se encuentra desregulada en los ratones GH-
transgénicos es la via de la PI3K/Akt. La mayor activacion de Akt que estos
animales presentan en comparacién con los ratones normales, que comienza a
evidenciarse desde el periodo de crecimiento y se magnifica en la adultez, se
ha vinculado con el desarrollo de hipertrofia de los hepatocitos vy
hepatomegalia (Miquet y col, 2013, Martinez y col, 2016). Por el contrario, el
tratamiento con dosis farmacolégicas de GH, administradas de forma
intermitente o continua, no resulté en una mayor activacion de esta via, como
podria haberse esperado conforme a los antecedentes en ratones GH-
transgénicos y las alteraciones histoldgicas asociadas a los dos modelos.

Si se analizan los resultados de activacion de la via de la PI3K/Akt en
los ratones sometidos a una administracién intermitente de GH, es llamativo
que los machos tratados presenten menores niveles de Akt fosforilado que los
controles. El perfil de fosforilacién de Akt se refleja sutilmente en la activacion
de sus sustratos GSK3B y mTOR y se asemeja al de fosforilacion de STAT5. No

obstante, en estos animales no se esperaria una respuesta rapida y transitoria
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de Akt ante cada inyeccion de GH que justifique la disminucién de Akt
fosforilado en los ratones tratados, como ocurre con STAT5. Ante un estimulo
agudo con GH en ratones adultos sin alteraciones en el eje somatotrépico, se
induce una mayor activacién de STAT5 y de STAT3, pero no de Akt y ERK1/2
(Miquet y col,, 2008, Gonzalez y col,, 2010, Martinez y col,, 2013). Cabe aclarar
que, sin embargo, tanto Akt como ERK1/2 responden a un estimulo agudo con
GH en modelos animales con una sensibilidad aumentada a la hormona, como
los ratones con déficit de GH (Miquet y col, 2010). Asimismo, en ratones en
crecimiento sin alteraciones en el eje somatotrdpico, que son mas sensibles a
la accién de la GH que los adultos, el estimulo con GH también es capaz de
inducir la fosforilacion de Akt y ERK1/2, pero solo a altas dosis (Barclay y col.,
2010, Martinez, 2013). La menor fosforilaciéon de Akt en los ratones macho
tratados con GH de forma intermitente puede explicarse considerando los
mecanismos que se desencadenan luego de cada pulso de hormona y que
permiten la finalizacién de la sefal a través de GHR. Estos procesos, ademas,
pueden modular la activacién de la via de la PI3K/Akt (Ji y col, 2002, Dominici
y col, 2005, Ridderstrale, 2005) y, como consecuencia, restringir la fosforilacion
de Akt y sus sustratos, disminuyendo el estado de activaciéon de esta via en los
ratones tratados con GH.

En cuanto a la via de las MAPK/ERK1/2, estrechamente relacionada con
mecanismos de proliferacion celular, el tratamiento con GH, intermitente o
continuo, tampoco resulta en una mayor activacién de ERK1/2 al finalizar el
tratamiento. Asimismo, niveles mas elevados de hormona como los que exhiben
los ratones GH-transgénicos, no afectan sustancialmente la sefializacién a través
de esta via (Miquet y col, 2008, Gonzalez y col, 2010, Martinez y col., 2016).
Como ocurre con Akt, es llamativo que el grado de activaciéon de ERK1/2 sea
menor en los ratones tratados con GH en comparacién con los controles, lo
que se evidencia principalmente en aquellos animales tratados de forma
intermitente. Los mecanismos de modulacién negativa que se ponen en marcha
luego de la activacién de STAT5 también limitarian la fosforilacién de ERK1/2
(Ji y col, 2002). Ademaés, la PI3K puede estar implicada en la activacién de la
via de las MAPK/ERK1/2, por lo que podia esperarse que ERK1/2 presente un
perfil de activacion similar al de la via de la PI3K/Akt (Liang y col, 2000, Zhu y
col.,, 2001).

En los ratones tratados con GH de forma continua, si bien no se observa
una mayor activacion de las vias de la PI3K/Akt o de las MAPK/ERK1/2, el
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tratamiento se asocia a un aumento del contenido proteico de Akt, mTOR y
ERK1/2 en comparacién con controles, principalmente en los machos. A
diferencia de Akt y mTOR, el aumento de ERK1/2 se evidencia, ademaés, en los
machos tratados con GH de forma intermitente. Los ratones GH-transgénicos
exhiben aumentos similares, pero la exposicion constante a niveles aln mas
elevados de GH incrementa también la fosforilacién basal de estos mediadores
en comparaciéon con sus hermanos de camada normales (Miquet y col., 2008,
Miquet y col, 2013, Martinez y col, 2016). Por consiguiente, estos resultados
indicarian que, ante dosis farmacolégicas de hormona, se logra contener la
activacion de las vias de la PI3K/Akt y de las MAPK/ERK1/2 a pesar del

aumento en el contenido proteico de algunos de sus mediadores.

3.3.Moduladores negativos de la sefializacién de GHR

Los supresores de la sefial de citoquinas, SOCS, constituyen un
mecanismo primordial en la terminacion de la sefalizacion de GH. En particular,
SOCS-1, -2, -3 y CIS, cuya expresion se induce a través de la propia hormona,
inhiben a JAK2, bloquean sitios de anclaje en GHR para proteinas mediadoras
de su sefalizacién y/o conducen al receptor a degradacién por proteosoma
(Woelfle y col.,, 2004, Flores-Morales y col, 2006). En higado, la GH induce la
transcripcién de SOCS-2, -3 y CIS, aunque con distinta cinética (Adams y col,,
1998, Davey y col, 1999a, Tollet-Egnell y col, 1999). Ante un estimulo con GH
y la consecuente activacién de STAT5b, se induce la expresién rapida y
transitoria de SOCS3 y, en menor medida, de CIS. Esta Gltima, luego de un
primer maximo, disminuye para comenzar a aumentar nuevamente a menor
velocidad y de forma sostenida. Por el contrario, la expresion de SOCS2
inducida por GH aumenta a muy baja velocidad y de forma constante,
acompafiando la segunda ola de expresion de CIS. Esta cinética mas lenta de
expresion de SOCS2 estaria relacionada con su participacién en los
mecanismos que ponen fin a la terminacién de la sefial mediada por SOCS3.
SOCS2 induce la degradacién por proteosoma de los complejos formados por
GH, GHR y SOCS3, y permite, de esta forma, que un nuevo estimulo hormonal
desencadene una respuesta al unirse a su receptor (Tannahill y col, 2005,
Piessevaux y col,, 2006). Los distintos mecanismos en los que participa SOCS2
explican su rol dual en la sefializacion de GH: si bien a bajas concentraciones
actlla como supresor, a altas concentraciones promueve la transduccién de su

sefial al limitar la accién de otros supresores (Favre y col,, 1999).
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Considerando los resultados presentados en la secciéon anterior y con el
objeto de explorar los efectos del tratamiento con GH, intermitente y continuo,
sobre la expresién de estos moduladores de la accién de la hormona, se
determiné el contenido de ARNm y de proteina de CIS, SOCS2 y SOCS3. Los
resultados correspondientes a la abundancia de la proteina CIS se mostraron
previamente para evaluar la efectividad de la administracion de la hormona,
pero se repiten en esta seccién para analizarlos en conjunto con los demas

moduladores negativos en estudio.

3.3.1. Tratamiento intermitente

Los ratones tratados con GH de forma intermitente presentan menores
niveles de ARNm de CIS que los animales control y, al igual que estos, no
exhiben diferencias por sexo (Fig. 46a). En los machos tratados con GH, los
menores niveles de ARNm dan lugar a un menor contenido proteico de CIS en
comparaciéon con los animales no tratados (Fig. 46b). En las hembras, en
cambio, solo se observa una leve disminucién no significativa de la abundancia
de esta proteina asociada al tratamiento intermitente. Dado que la expresion de
CIS se induce via STAT5b, el perfl de ARNm obtenido podria reflejar la
sincronizacién de los ciclos de activacién de esta via ante un tratamiento
intermitente con GH, tanto en hembras como en machos. Transcurridas 6 horas
de la dltima inyeccién de hormona, la fosforilacion de STAT5b ya ha disminuido

y lo mismo ocurre con la expresion de CIS.

(a) (b)

CIS (ARNm) CIS (proteina)

— 150 — 150~
2 * * control 2 3 control
5 < GH(int) 5 +** B3 GH(int)
© 100 n=9 © 1001 n=12
< <
o o
S S
O 504 o 504
s 'C -
© ©
S o , , S 0 , ,

Hembras Machos Hembras Machos

IP-IB | s 5

CGH c GH
H M
Figura 46 - Expresi6én de CIS (tratamiento intermitente) - Extractos de ARN total y
solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas, fueron analizados por RT-gPCR (a) e /immunoblotting (IB) mediante anticuerpos
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especificos (b). Los solubilizados hepéticos fueron sometidos a una inmunoprecipitacién
(IP) para enriquecer la muestra en el contenido proteico de CIS antes del
immunoblotting. Se representa la media + ESM del nimero n de individuos por grupo
experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones sefialadas
segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05;
**p < 0,01).

En cuanto a SOCS2 se observa, en primer lugar, una marcada diferencia
entre los controles, con mayores niveles de ARNm en las hembras que en los
machos (Fig. 47a) y una relacién inversa en su contenido proteico (Fig. 47b).
Cuando se administra GH de forma intermitente, la expresion de ARNm y de
proteina de SOCS2 en ratones hembra y macho se equipara. El tratamiento
induce una disminucion de los niveles de ARNm de SOCS2 en las hembras y
un aumento en los machos en comparaciéon con los controles. Si bien este
aumento no es estadisticamente significativo seglin el test de ANOVA, si se
analizan de forma independiente los resultados correspondientes a los machos,
se alcanza significacion estadistica (p < 0,05 por el test ¢ de Student). Por otro
lado, el tratamiento con GH promueve un leve aumento en abundancia proteica
de SOCS2 de las hembras tratadas (p < 0,05 si se analiza de forma
independiente por el test ¢ de Student) hasta niveles similares a los de los

machos, control y tratados.
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Figura 47 - Expresi6on de SOCS2 (tratamiento intermitente) - Extractos de ARN total y
solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas, fueron analizados por RT-gPCR (a) e /immunoblotting (IB) mediante anticuerpos
especificos (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC)
para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras. Se representa la
media + ESM del nimero 5 de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
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diferencias significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (**p < 0,01; ***p < 0,001).

En cuanto a SOCS3, se observa que su expresion es mayor en los
machos que en las hembras, aunque solo se observan diferencias significativas
a nivel del contenido proteico. A diferencia de CIS y SOCS2, no se detectaron
diferencias significativas asociadas al tratamiento intermitente con GH en los
niveles de ARNm de SOC3, ni en machos ni en hembras (Fig. 48). Estos
resultados, obtenidos 6 horas después de la Gltima inyeccién, son coherentes
con la activacién rapida y transitoria de la expresién del supresor ante un

estimulo con la hormona y se reflejan en su contenido proteico.
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Figura 48 - Expresién de SOCS3 (tratamiento intermitente) - Extractos de ARN total y
solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco
semanas, fueron analizados por RT-gPCR (a) e /immunoblotting (IB) mediante anticuerpos
especificos (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC)
para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras. Se representa la
media + ESM del nimero 5 de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05, **p < 0,01). ns: no significativo
segln el mismo andlisis estadistico.

Los resultados obtenidos de expresién de CIS y SOCS2 confirman la
sincronizacién de los ciclos de encendido y apagado de la via JAK2/STAT5 en
los ratones tratados con GH de forma intermitente. Tanto hembras como
machos expuestos al tratamiento presentan niveles de ARNm de CIS y SOCS2
similares y que reflejan el estado de activacién que se esperaria de esta via

transcurridas 6 horas del Gltimo estimulo. Estos ciclos de desensibilizacién y
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resensibilizacién de STAT5 que se desencadenan ante una inyecciéon de GH se
asemejan a lo que ocurre ante cada pulso de hormona en los machos en
condiciones fisioldgicas, pero difieren sustancialmente del perfil de activacion
normal de las hembras, en las que la fosforilacion basal de STAT5 se mantiene
relativamente constante y por debajo de los niveles promedio de los machos
(Choi y col, 1999, Waxman y col, 2006). La masculinizacién de la activacién de
esta via que se produce ante un tratamiento intermitente con GH en las
hembras se evidencia en los niveles de ARNm de CIS y SOCS2, que se
equiparan con los de los machos. Sin embargo, mientras que los niveles
proteicos de SOCS2 de las hembras aumentan con el tratamiento hasta
asemejarse a los de los machos, el contenido de CIS de las hembras tratadas
es mayor que el de los machos a pesar de los niveles similares de ARNm entre
sexos. Es decir que, mientras que en los machos el contenido proteico de CIS
refleja el contenido de ARNm, en las hembras esto no ocurre. Una posible
explicacion a este fenémeno es que CIS se esté acumulando en las hembras
sometidas al tratamiento intermitente, denotando el costo molecular de
mantener una respuesta relativamente conservada de la activacion de STATS

ante una inyeccion de GH en un contexto que difiere del fisiolégico.

3.3.2. Tratamiento continuo

En los ratones expuestos a una administracién sostenida de GH se
registran cambios mas profundos en la expresiéon de los supresores de la sefial
de GH que los promovidos por el tratamiento intermitente. Los niveles de ARNm
de CIS y SOCS2 aumentan entre dos y tres veces en comparacién con los
animales control, tanto en hembras como en machos (Fig. 49a y 50a).
Considerando que ante un estimulo agudo de GH la expresiéon de ambos genes
presenta una fase de aumento sostenido, la administracién continua de la
hormona mantiene la expresién de CIS y SOCS2 elevada en comparacién con

los controles.
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Figura 49 - Expresién de CIS (tratamiento continuo) - Extractos de ARN total y
solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas,
fueron analizados por RT-gPCR (a) e /mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos
especificos (b). Los solubilizados hepaticos fueron sometidos a una inmunoprecipitacién
(IP) para enriquecer la muestra en el contenido proteico de CIS antes del
immunoblotting. Se representa la media + ESM del nimero n de individuos por grupo
experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones indicadas
segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05,
**p < 0,01).
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Figura 50 - Expresién de SOCS2 (tratamiento continuo) - Extractos de ARN total y
solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas,
fueron analizados por RT-gPCR (a) e J/mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos
especificos (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC)
para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras. Se representa la
media £ ESM del numero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones indicadas seglin el test de ANOVA de dos
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vias seguido del test de Bonferroni (**p < 0,01, ***p < 0,001). ns: no significativo segln
el mismo andlisis estadistico.

Cuando se analiza el contenido proteico de CIS, los resultados difieren
entre hembras y machos (Fig. 49b). Mientras que el aumento de ARNm de CIS
que presentan los ratones tratados con GH se refleja en una mayor abundancia
de esta proteina en las hembras, en los machos no se detectan diferencias
significativas asociadas al tratamiento. En cuanto al contenido proteico de
SOCS2, las hembras tratadas con GH exhiben niveles ligeramente menores que
los animales control y no se detectan diferencias significativas en los machos,
a pesar de que ambos sexos presentan mayores niveles de ARNm de SOCS2
luego del tratamiento con GH (Fig. 50).

Ante una administracién continua de GH tampoco se observan variaciones
asociadas al tratamiento en los niveles de ARNm y en el contenido proteico de
SOCS3 (Fig. 51).
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Figura 51 - Expresién de SOCS3 (tratamiento continuo) - Extractos de ARN total y
solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M), control (c) y tratados con
GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas,
fueron analizados por RT-gPCR (a) e J/mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos
especificos (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC)
para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras. Se representa la
media + ESM del nimero n de individuos por grupo experimental. ns: no significativo
segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

Los resultados de contenido de ARNm y proteina de los supresores de la
sefial de GH en los ratones tratados de forma continua se asemejan en cierta

forma a lo que se ha descripto previamente en ratones GH-transgénicos
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(Gonzalez y col, 2002, Miquet y col, 2004, Martinez y col., 2015). En dichos
ratones, donde los niveles de hormona también exhiben un perfil continuo, la
expresion génica de CIS, SOCS2 y SOCS3 aumenta sustancialmente en
comparacién con sus hermanos de camada normales. Los mayores niveles de
ARNm de CIS se asocian a una mayor abundancia de esta proteina en los
ratones transgénicos, que impediria la fosforilacion de STAT5 al bloquear su
unién a GHR. Por el contrario, los niveles proteicos de SOCS2 y SOCS3 en los
ratones que sobreexpresan GH son menores que en los normales, a pesar de
los mayores niveles de ARNm. Estas diferencias podrian explicarse considerando
uno de los mecanismos de acciéon de las SOCS, las cuales pueden unirse a
GHR e inducir su internalizacién y degradacién por proteosoma. Se ha
postulado que, en los ratones GH-transgénicos, SOCS2 y SOCS3 limitarian la
accion de la GH preferentemente por este mecanismo, consumiéndose
activamente en el proceso (Miquet y col, 2004, Martinez y col., 2015). En los
ratones tratados de forma continua, SOCS2 actuaria de forma similar, ya que
no se percibe un aumento del contenido proteico a pesar de los mayores
niveles de ARNm. En cuanto a CIS, se observa un comportamiento semejante al
de los ratones transgénicos solo en las hembras, en las que el tratamiento con
GH da lugar a un aumento tanto del ARNm como de la proteina en
comparaciéon con los controles. Por el contrario, en los machos tratados con
GH, el aumento del ARNm de CIS no se traduce en una mayor abundancia
proteica, lo que podria indicar que en estas condiciones CIS actla
preferentemente como promotor de la degradacién de GHR en lugar de como
inhibidor competitivo de STAT5. Finalmente, el efecto de niveles continuamente
elevados de GH sobre la expresién de SOCS3 dependeria de la concentracion
de hormona en circulaciéon, ya que ante una dosis farmacolégica de GH no se
inducen cambios en su expresién, ni en hembras ni en machos, como los que
tienen lugar en los ratones GH-transgénicos.

En consecuencia, ambos modelos muestran, frente a un exceso sostenido
de GH, una respuesta de CIS y SOCS2 en el mismo sentido pero en una
magnitud que dependeria de los niveles de hormona. En los ratones tratados
con GH, la respuesta de los mecanismos de regulacién negativa seria suficiente
para limitar la activacién de la mayoria de las vias de sefializacién de la
hormona, con la excepcién de STAT3. En los ratones GH-transgénicos, a pesar
de que la accién de los supresores de la sefial de GH pareceria ser maxima,

no seria suficiente y en consecuencia se observa una desregulacién de las vias
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de sefalizacion de la hormona (Miquet y col, 2008, Miquet y col, 2013,
Martinez y col,, 2015, Martinez y col., 2016).

3.3.3. Andlisis general de la expresion de moduladores negativos de la

sefializacién de GHR

El tratamiento con GH, ya sea administrado de forma intermitente o
continua, induce cambios en la expresién de proteinas involucradas en la
regulacion negativa de la sefializacion de GH, principalmente CIS y SOCS2. En
los animales sometidos al tratamiento intermitente, los efectos son mas
marcados en las hembras, en las que el tratamiento modifica sustancialmente
el perfil fisiolégico de concentraciéon plasmatica de GH y produce una respuesta
ciclica de STAT5 similar a la de los machos. En los ratones tratados con GH
de forma continua, por el contrario, los cambios que se generan en la
expresion de CIS y SOCS2 no solo son mas profundos que los que promueve
el tratamiento intermitente, sino que también tienen lugar tanto en hembras
como en machos. El aumento en la expresion de moduladores negativos
restringiria la respuesta a niveles continuamente elevados de GH, como ocurre
en los ratones transgénicos. Si bien en los ratones tratados con la hormona
estos mecanismos lograrian contener la activacion de la mayoria de las vias de
sefializacion de GHR, podrian ser los responsables de que el tratamiento

continuo no sea suficiente para promover el crecimiento corporal.

3.4.Expresién de protooncogenes

Finalmente, se evalué la expresion de genes tempranos involucrados en
la promocién del ciclo celular que se activan por diferentes vias de
sefializacion, incluidas las vias de los STATs, PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2. En los
ratones transgénicos que sobreexpresan GH, las lesiones hepaticas
preneoplasicas que presentan han sido asociadas a la hiperactivacién de estas
vias y, en consecuencia, a una mayor expresion de las ciclinas D1 y E y los
factores de transcripcién c-Myc, c-Jun y c-Fos (Miquet y col, 2013). Si bien en
los ratones tratados con GH no se detectaron cambios que indicasen una
mayor activaciéon de estas vias, con la excepcion de STAT3 ante un tratamiento
continuo con GH, cambios sutiles en su activacién podrian efectivamente
redundar en una mayor expresién de estos protooncogenes que acompafien los

efectos observados a nivel del parénquima hepatico.
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Los resultados correspondientes a ciclina D1 muestran una marcada
diferencia en su expresion entre hembras y machos, con niveles de ARNm en
los machos control de entre un 10 % y un 20 % de los valores
correspondientes a las hembras (Fig. 52). Estos resultados coinciden con los
obtenidos en trabajos previos del laboratorio realizados en los ratones GH-
transgénicos, donde se observa que sus hermanos de camada normales
también exhiben estas diferencias en la expresion de ciclina D1 entre hembras
y machos (Miquet y col, 2013). Cuando se analizan los resultados obtenidos en
los animales tratados con GH, se observa que el efecto de la administraciéon de
hormona difiere entre hembras y machos. En las hembras, el tratamiento
intermitente promueve una disminucion de los niveles de ARNm de ciclina D1
en comparacion con los controles, mientras que el tratamiento continuo no
tiene efectos significativos. En los machos, por el contrario, la administracion
sostenida de GH induce un aumento en los niveles de ARNm de esta ciclina
hasta valores similares a los de las hembras. El tratamiento intermitente, genera
un efecto en el mismo sentido pero de menor magnitud (p < 0,01 si se analiza
de forma independiente por el test ¢ de Student). Los resultados obtenidos en
los ratones tratados con GH de forma continua coinciden con los reportados
en los ratones GH-transgénicos (Miquet y col, 2013, Gonzélez y col, 2017). El
exceso sostenido de hormona en estos animales no se asocia a cambios en la
expresion de ciclina D1 en las hembras, pero aumenta su expresién en los

machos hasta niveles similares a los de las hembras.
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Figura 52 - Expresion de ciclina D1 - Se determinaron los niveles de ARNm de ciclina
D1 por RT-gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones hembra (H)
y macho (M), control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma
intermitente (GH(int)) (a) o continua (GH(cont)) (b) durante cinco semanas. Se representa
la media + ESM del numero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (**p < 0,01; ***p < 0,001).
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Por otro lado, no se detectaron diferencias en los niveles de ARNm de
ciclina E asociadas al tratamiento intermitente con GH (Fig. 53a), mientras que
el tratamiento continuo induce una disminuciéon de sus niveles (nicamente en
machos (Fig. 53b). En los ratones transgénicos, en cambio, el exceso sostenido
de GH en los adultos se asocia a un aumento de esta ciclina (Miquet y col,
2013, Gonzélez y col.,, 2017). Si se comparan los resultados obtenidos para los
ratones hembra y macho no tratados, se observan diferencias significativas en
los controles del tratamiento continuo, con mayores niveles de ciclina E en los
machos que en las hembras. Si bien en los controles del tratamiento
intermitente se observa una tendencia similar, las diferencias no son

estadisticamente significativas.
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Figura 53 - Expresiéon de ciclina E — Se determinaron los niveles de ARNm de ciclina E
por RT-gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones hembra (H) y
macho (M), control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma
intermitente (GH(int)) (@) o continua (GH(cont)) (b) durante cinco semanas. Se representa
la media + ESM del numero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (**p < 0,01). ns: no significativo segin el mismo
andlisis estadistico.

Ademas de las ciclinas mencionadas, se evaluaron otros protooncogenes:
los factores de transcripcion c-Myc, c-Jun y c-Fos. En lo que respecta a c-Myc,
se observa que, en las hembras, los niveles de ARNm se ven marcadamente
afectados por el tratamiento con GH (Fig. 54). Mientras que el tratamiento
intermitente induce una disminucién de los niveles de ARNm en comparacién
con los animales no tratados, el tratamiento continuo genera el efecto
contrario. En los machos se observan cambios asociados al tratamiento en el
mismo sentido que en las hembras, pero mas sutiles y no significativos.
Trabajos realizados por otros autores en ratas hipofisectomizadas mostraron

que la expresién de c-Myc aumenta de forma transitoria luego de un estimulo
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con GH (Murphy y col, 1987). Si bien se ha demostrado que la principal via
implicada en la inducciéon de c-Myc por GH seria la via PI3K/Akt, otros factores,
como diversas interleuquinas o la leptina, que también inducen la expresién de
este gen en distintos tejidos, lo hacen a través de la via JAK2/STATs (Wierstra
y col, 2008, Lee y col, 2009). El perfil de expresién de c-Myc ante una
administracion intermitente de GH, sumado a la cinética de activacién en
higado descripta por Murphy y colaboradores, respaldaria una posible
participacién de STAT5 en la induccién de c-Myc por GH. La disminuciéon de su
ARNm registrada en los ratones tratados con GH de forma intermitente en
comparacién con los controles se asemeja a los resultados descriptos de
activacion de STAT5 y de expresion de su gen blanco, CIS, por lo que también
reflejaria la sincronizaciéon de la respuesta de esta via. Asimismo, tanto c-Myc

como CIS responden de igual manera ante la administracién continua de

hormona.
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Figura 54 - Expresién de c-Myc - Se determinaron los niveles de ARNm de c-Myc por
RT-gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones hembra (H) y macho
(M), control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente
(GH(int)) (@) o continua (GH(cont)) (b) durante cinco semanas. Se representa la
media £ ESM del numero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05).

En cuanto a c-Jun, los niveles de expresion en condiciones fisioldgicas
son mayores en las hembras que en los machos, aunque solo en el grupo de
controles del tratamiento intermitente se detectaron diferencias significativas
(Fig. 55). Cuando se analiza el efecto del tratamiento intermitente, se observa
una ligera disminucion de la expresion de c-Jun en las hembras tratadas con
GH hasta niveles similares a los de los machos. Como se discutié previamente

en referencia a la activacién de c-Myc, los cambios observados también
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estarian reflejando la sincronizacién de la sefalizacién de GH en las hembras.
En los ratones tratados de forma continua, no se observan diferencias

significativas asociadas al tratamiento.
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Figura 55 - Expresién de c-Jun - Se determinaron los niveles de ARNm de c-Jun por
RT-gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones hembra (H) y macho
(M), control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente
(GH(int)) (@) o continua (GH(cont)) (b) durante cinco semanas. Se representa la
media £ ESM del numero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo segin el mismo
andlisis estadistico.

A diferencia de los resultados obtenidos para c-Myc y c-Jun, no se
observaron cambios significativos en los niveles de ARNm de c-Fos asociados al
tratamiento con GH, ya sea intermitente o continuo, o al sexo (Fig. 56). Los
resultados obtenidos en los ratones tratados de forma intermitente concuerdan
con reportes previos en los que se describid una activacion rapida y transitoria
de la expresion de c-Fos ante un estimulo con GH. En ratas hipofisectomizadas
inyectadas con la hormona, los niveles de ARNm de c-Fos alcanzan su maximo
luego de 30 minutos y retornan a valores basales en la primera hora después

del estimulo (Gronowski y col., 1995).
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Figura 56 - Expresién de c-Fos - Se determinaron los niveles de ARNm de c-Fos por
RT-gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones hembra (H) y macho
(M), control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente
(GH(int)) (@) o continua (GH(cont)) (b) durante cinco semanas. Se representa la
media £ ESM del numero n de individuos por grupo experimental. ns: no significativo
segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

En sintesis, no se detectan cambios en la expresion de los
protooncogenes evaluados que puedan relacionarse directamente con las
acciones del tratamiento con GH a nivel histolégico. En los machos, los efectos
observados en el parénquima hepatico se asocian a un aumento en la
expresion de ciclina D1. Sin embargo, este resulta de mayor magnitud en los
ratones tratados de forma continua, los cuales exhibieron menores cambios en
la arquitectura hepatica que los tratados de forma intermitente. Asimismo, en
las hembras sometidas a wuna administracién intermitente con GH, que
presentaron los cambios histolégicos mas marcados, no se observa una
desregulacién en la expresién de ninguno de estos protooncogenes. Por el
contrario, se observa un aumento de c-Myc en las hembras tratadas de forma
continua a pesar de que no se percibieron alteraciones histolégicas en esta

condicién experimental.

4. Evaluaciéon de los efectos del tratamiento con GH un mes después de

finalizada su administracién

De acuerdo con los resultados presentados en las secciones anteriores,
solo el tratamiento intermitente con GH resulté ser efectivo en la promocion del
crecimiento corporal. Asimismo, los animales sometidos a este tipo de
administracion de GH presentaron alteraciones histoldgicas en el higado como
hipertrofia de los hepatocitos, incremento del tamafio de sus nlcleos vy

aumento de la proliferaciéon celular. Con el objeto de evaluar si el efecto del
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tratamiento sobre el tejido hepatico se mantiene en el tiempo, se decidid
estudiar un grupo de animales un mes después de haber retirado la
administracion de la hormona. Para ello, ratones hembra y macho fueron
tratados con el mismo protocolo: GH en una dosis de 6 pg/g de peso
corporal/dia, dividida en dos inyecciones diarias, entre las tres y las ocho
semanas de vida. Una vez finalizado el tratamiento, se dej6é transcurrir un mes
y los ratones fueron sacrificados a las doce semanas de vida. En este grupo
de animales se evalud, por un lado, si la diferencia de tamafo corporal
inducida por el tratamiento se mantenia en el tiempo y, por otro, si la
arquitectura del parénquima hepatico de los ratones que recibieron la hormona
continuaba presentando diferencias con los controles. Asimismo, se analizd la
evolucion de los cambios detectados a nivel molecular en las vias de

sefializacién activadas por GH al finalizar el tratamiento.

4.1. Tamaiio corporal

En primer lugar, se evalué el tamafio de los ratones un mes después de
finalizada la administracion de la hormona. A las doce semanas de vida, los
ratones tratados con GH continuaron exhibiendo un mayor peso corporal que
los controles (Fig. 57). Sin embargo, mientras que a las ocho semanas de vida
la diferencia de peso entre los animales tratados y los controles fue de
aproximadamente un 15 % en promedio para hembras y machos, a las doce

semanas este porcentaje disminuyé a menos de la mitad (6 %).

40-
. 3 Hcontrol
304 * = = H GH(int)
c 3 M control
O 20 M GH(int)
)
)
[a
10+
0

Figura 57 - Crecimiento corporal - Peso de ratones hembra (H) y macho (M) de doce
semanas de vida, control y tratados con GH (6 pg/g peso corporal/dia) de forma
intermitente (GH(int)) durante cinco semanas. Se representa la media + ESM de entre 10
y 17 individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre
las condiciones sefialadas seglin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01).
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Asimismo, la longitud de los huesos de las patas traseras a las doce
semanas de vida tiende a ser mayor en los animales tratados en comparacion
con sus respectivos controles, pero solo se detectan diferencias significativas en

la longitud de las tibias de los ratones macho (Tabla 11).

Tabla 11 - Longitud (mm) de los huesos de las patas traseras de ratones hembra (H) y
macho (M) de doce semanas vida, control y tratados con GH (6 pg/g de peso
corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante cinco semanas. Se representa la
media + ESM de entre 11 y 17 individuos por condicién. Asteriscos indican diferencias
significativas entre ratones tratados y su control correspondiente segin el test de
ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (**p < 0,01).

Longitud de huesos (mm)
H control H GH(int) M control M GH(int)
Fémur 14,28 + 0,14 14,58 + 0,32 14,32 + 0,29 14,52 + 0,45
Tibia 18,27 + 0,38 18,32 + 0,38 17,95 + 0,39 18,19 + 1,03**

+

4.2.Peso de érganos blanco de la accién de la GH

Como se mostré con anterioridad, el tratamiento intermitente se asocid
con un aumento significativo del peso del higado, el corazén y los rifiones a
las ocho semanas de vida, cuando termina el tratamiento con GH. Cuando se
evalué la relacion entre el peso del higado y el peso corporal en esos
animales, se observd un ligero aumento, no significativo, en ambos sexos,
mientras que para las relaciones correspondientes al corazén o los rifiones se
aprecié lo mismo solo en los machos. Para evaluar si los efectos sobre el
higado detectados al momento de finalizar el tratamiento se mantienen en el
tiempo o si, por el contrario, son transitorios y revierten al suspender el mismo,
se evalud el peso del higado y su relacion con el peso corporal a las doce
semanas de vida. Estos resultados se presentan en la Tabla 12, junto con las
determinaciones correspondientes al corazén y los rifiones. De forma similar a
lo que se observé a las ocho semanas, a las doce semanas de vida el peso
del higado, el corazén y los rifiones es mayor en los ratones tratados que en
los controles. Cuando se analizan las relaciones entre estos valores y el peso
corporal, tampoco se observan diferencias significativas. Sin embargo, la
tendencia observada en los valores correspondientes al higado al finalizar el
tratamiento se mantiene un mes después de suspendida la administracién de la

hormona.
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Tabla 12 - Peso de érganos blanco de la hormona de crecimiento (a) y su relacién
con el peso corporal (b) de ratones hembra (H) y macho (M) de doce semanas de vida,
control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante cinco semanas. Se representa la media + ESM de entre 11 y 17 individuos por
condicién. Asteriscos indican diferencias significativas entre ratones tratados y su
control correspondiente segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

(@)

Peso de érganos (g)
H control H GH(int) M control M GH(int)
Higado 0,989 + 0,076 1,231 + 0,088*** 1,098 + 0,134 1,280 + 0,139**
Corazén 0,106 + 0,010 0,123 + 0,015** 0,112 + 0,009 0,128 + 0,020*
Rifidn 0,245 + 0,025 0,282 + 0,024** 0,307 + 0,030 0,344 + 0,041*

(b)

Peso de 6rganos / Peso corporal (%)
H control H GH(int) M control M GH(int)
Higado 4,421 + 0,289 4,687 + 0,343 4,345 + 0,491 4,587 + 0,261
Corazén 0,477 + 0,038 0,465 + 0,048 0,444 + 0,043 0,452 + 0,045
Rifiédn 1,100 + 0,091 1,072 + 0,119 1,220 + 0,103 1,220 + 0,157

H+

I+

4 3. Colesterolemia

Considerando que al momento de finalizar el tratamiento con GH los
ratones tratados exhibieron mayores valores de colesterol en sangre que los
controles, se determiné su colesterolemia un mes después de haber cesado la
administraciéon de hormona (Tabla 13). De forma similar a lo que se observé en
los animales de ocho semanas de vida, los valores obtenidos en las muestras
de ratones de doce semanas tratados con GH tienden a ser superiores que los
de los animales control. Sin embargo, en este experimento el numero de
animales evaluados es menor y las diferencias no son estadisticamente

significativas.

Tabla 13 - Determinacion de colesterol en suero en ratones hembra (H) y macho (M)
de doce semanas de vida, control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de
forma continua (GH(cont)) durante cinco semanas. Se representa la media + ESM del
nimero indicado (7 de individuos por condicién. No se observan diferencias
significativas entre los ratones tratados y sus respectivos controles segln el test de
ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

H control H GH(int) M control M GH(int) n
Colesterol (mg/dl) 108 + 13 135 + 16 107 + 14 138 + 11 9-10
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4.4.Tamafo de hepatocitos

A las ocho semanas de vida, cuando finaliza el tratamiento con GH, los
animales que recibieron la hormona presentaron un aumento en el peso del
higado, asociado a hepatocitos de mayor tamafio con nlcleos agrandados. Solo
en las hembras se detectd, ademds, un mayor porcentaje de células en
proliferacion. En la Figura 58 se presentan los resultados correspondientes al
nimero de hepatocitos por campo de ratones hembra y macho de doce
semanas, controles y tratados con GH. Luego de un mes de finalizado el
tratamiento, no se observan diferencias significativas en el tamafio de los

hepatocitos, lo que indicaria una recuperacién del tejido en este aspecto.
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Figura 58 - Estimacién del tamafio de las células hepaticas - Se determiné el nimero
de hepatocitos por campo en cortes de higado de ratones hembra (H) y macho (M) de
doce semanas de vida, control y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de
forma intermitente (GH(int)) durante cinco semanas tefiidos con hematoxilina-eosina. Se
muestran microfotografias representativas de cada condicién (a). En los gréficos se
representa la media + ESM del nimero n de individuos por grupo experimental (b). ns:
no significativo seglin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

4.5.Efectos moleculares del tratamiento con GH en higado
45.1. Expresién de proteinas moduladas por el perfil sanguineo de GH

En primer lugar se evaluaron los niveles de aquellas proteinas cuya
expresiéon se modifica de acuerdo con el perfili de GH circulante, para
determinar si se restablece el perfil fisiolégico normal o si la administraciéon de
la hormona durante el periodo de crecimiento genera algin tipo de cambio que
induzca un efecto residual en este patrén y/o en la expresion de estas
proteinas. Cuando se analizaron los niveles de MUPs y EGFR a las doce

semanas de vida, se observa un ligero aumento en su expresién en las
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hembras tratadas con GH y una leve disminuciéon en los machos, pero estas
diferencias no son significativas (Fig. 59a-b). En cuanto a CIS, no se observaron
diferencias significativas entre los ratones tratados con GH y sus respectivos
controles (Fig. 59c). Por consiguiente, los animales que recibieron el tratamiento
hasta las ocho semanas habrian recuperado el perfil fisioldégico de liberacion de

GH un mes después de la Gltima administracién de hormona.
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Figura 59 - Contenido proteico de MUPs, EGFR y CIS - Se determinaron los niveles de
estas proteinas en solubilizados hepéaticos de ratones hembra (H) y macho (M) de doce
semanas vida, control (c) y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma
intermitente  (GH(int)) durante cinco semanas por J/mmunoblotting (IB) mediante
anticuerpos anti-MUPs (a), anti-EGFR (b) o anti-CIS (c). Posteriormente, las membranas
se tifieron con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido
proteico de las muestras. Para la determinacién de CIS se realizé una
inmunoprecipitaciéon (IP) para enriquecer la muestra en el contenido de esta proteina. Se
representa la media + ESM del nimero nn de individuos por grupo experimental.
Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones sefialadas segln el test
de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05; ***p < 0,001). ns: no
significativo segln el mismo analisis estadistico.

136



Resultados y Discusion

452. Vias de sefializacién activadas por GH

A continuaciéon se presentan los resultados de abundancia y fosforilacién
de mediadores de la sefalizacion de la GH en muestras provenientes de
ratones de doce semanas de vida. Para facilitar la comparacion y analisis de
los resultados, estos graficos se acompafian de los ya presentados

correspondientes a ratones de ocho semanas de vida.

452.1. Activaciéon de STATS

Cuando se analizé la activacién de STAT5 al final del tratamiento
intermitente con GH, se observd una tendencia hacia menores niveles de STAT5
fosforilado en los ratones macho tratados, con una menor dispersion entre
individuos que en los controles. Como se discutié previamente, esto podria
interpretarse como una sincronizacion de los ciclos de
fosforilacion/desfosforilacion de esta proteina ante las inyecciones con GH (Fig.
60a). De acuerdo a los resultados obtenidos de los genes activados via STATS,
CIS y SOCS2, un efecto similar tendria lugar en las hembras tratadas con la
hormona. Por el contrario, a las doce semanas de vida los niveles de STATS5
fosforilado en los ratones macho tratados se asemejan a los de los controles
(Fig. 60b). Notablemente, en las hembras de doce semanas se observan
menores niveles de STAT5 fosforilado en aquellas que recibieron el tratamiento
en comparaciéon con los animales no tratados. Si bien estas diferencias no son
significativas, son mucho mas pronunciadas que las que se encontraron en las
hembras de ocho semanas de vida. Ademas, cuando se comparan los
resultados de STATS fosforilado en hembras y machos control se percibe un
cambio en la relacidon entre sexos entre las ocho y las doce semanas de vida.
A las doce semanas, la fosforilacion de STAT5 es mayor en las hembras que

en los machos, mientras que a las ocho semanas la tendencia es opuesta.
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Figura 60 - Activacién y contenido proteico de STAT5 - Solubilizados de higado de
ratones hembra (H) y macho (M) de ocho (8s) y doce semanas (12s) de vida, control
(c) y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante cinco semanas, fueron analizados por /immunoblotting (IB) mediante anticuerpos
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anti-fosfo-STAT5a/b  (Tyr®®*%%) (ab,g) o anti-STAT5a/b (c,d,g). Posteriormente, las
membranas se tifleron con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del
contenido proteico de las muestras. Los paneles (ef) muestran la relaciéon fosfo-
STAT5/STATS. Se representa la media + ESM del nimero n de individuos por grupo
experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones sefialadas
segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05). ns: no
significativo seglin el mismo andlisis estadistico. Se muestran ensayos representativos
correspondientes al analisis de activacién y contenido proteico de STAT5 en ratones
hembra y macho control en paralelo (g).

Para corroborar las diferencias en la fosforilacion de STATS entre ratones
hembra y macho, de ocho y doce semanas de vida, se analizaron en paralelo
muestras correspondientes a ratones control de esas edades (Fig. 60g). De
acuerdo con los resultados obtenidos, en las hembras la fosforilaciéon basal de
STAT5 aumenta entre las ocho y las doce semanas de vida, mientras que en
los machos disminuye, sin que se perciban variaciones significativas en su
contenido proteico en funcién de la edad (Fig. 60c-d y g). Este cambio, que se
da en condiciones fisiologicas en este periodo y que no se observa en aquellos
animales que recibieron el tratamiento con GH, justifica que a las doce
semanas la fosforilacion de STATS tienda a ser menor en las hembras tratadas

que en las hembras control.

452.2. Activacién de STAT3

La fosforilacién y el contenido proteico de STAT3 se analizaron en los
ratones de doce semanas de vida. En primer lugar se observa que, a diferencia
de los ratones de ocho semanas que no mostraban diferencias significativas,
las hembras de doce semanas de vida, tratadas y control, presentan mayores
niveles de STAT3 fosforilado que los machos (p < 0,05 por el test ¢ de Student)
(Fig. 61a-b). Por consiguiente, la activacion basal de STAT3 debe modificarse en
funcion de la edad de forma diferente en hembras y machos y este fendmeno
no se ve afectado por el tratamiento previo con la hormona. Por ende, ratones
tratados y control presentan niveles similares de fosforilacion de STAT3 a las

doce semanas.
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Figura 61 - Activacién y contenido proteico de STAT3 - Solubilizados de higado de
ratones hembra (H) y macho (M) de ocho (8s) y doce semanas (12s) de vida, control
(c) y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante cinco semanas, fueron analizados por /mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos
anti-fosfo-STAT3 (Tyr’®) (a,b) o anti-STAT3 (c,d). Posteriormente, las membranas se
tiferon con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido
proteico de las muestras. Los paneles (e,f) muestran la relacion fosfo-STAT3/STAT3. Se
representa la media + ESM del nimero nn de individuos por grupo experimental.
Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones sefialadas segln el test

de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo
segn el mismo andlisis estadistico.
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En cuanto al contenido proteico de STAT3, los resultados son similares a
lo observado a las ocho semanas de vida, con una tendencia hacia mayores
niveles de STAT3 en las hembras que en los machos de doce semanas (Fig.
61lc-d). A las doce semanas de vida, la proporciéon de proteina fosforilada
refleja los niveles de fosforilacion de STAT3 ya que no se observan diferencias
asociadas al tratamiento y la magnitud de la diferencia entre sexos es menor
para STAT3 que para la proteina fosforilada y por ende no afecta

sustancialmente la relacion (Fig. 61f).

4523.  Activacion de Akt y sus sustratos GSK3p y mTOR

Para evaluar la activaciéon de la via de la PI3K/Akt un mes después de
suspendida la administracion de GH se analiz6, en primer lugar, la fosforilacion
y contenido proteico de Akt. Cuando se comparan los resultados obtenidos de
Akt fosforilado para hembras y machos control a las doce semanas de vida, se
observa una relacién opuesta a la obtenida a las ocho semanas, aunque en
ninguno de los casos las diferencias son estadisticamente significativas (Fig.
62a-b). Para corroborar estos cambios, se procesaron en paralelo muestras
correspondientes a animales hembra y macho control de ocho y doce semanas
de vida. En la Figura 62g se muestra un ensayo representativo donde se
comprueba que las hembras de doce semanas exhiben en promedio una mayor
fosforilacion de Akt que las de ocho semanas de vida, de manera similar a lo
previamente descripto para STAT5 fosforilado. Por el contrario, en los machos,
la fosforilacién de Akt disminuye entre las ocho y las doce semanas de vida.
En este caso, los ratones tratados con GH alcanzan niveles similares de Akt
fosforilado a las doce semanas de vida y, en consecuencia, no se detectan
diferencias significativas asociadas al tratamiento en esta edad (Fig. 62a-b).
Finalmente, el contenido proteico de Akt es similar entre los ratones que
recibieron hormona y sus respectivos controles, tanto a las ocho como a las
doce semanas de vida (Fig. 62c-d) y, en consecuencia, la relacién entre los
niveles de Akt fosforilado y el contenido total de esta proteina presenta un
perfil similar al de Akt fosforilado (Fig. 62e-f).
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Figura 62 - Activacion y contenido proteico de Akt - Solubilizados de higado de
ratones hembra (H) y macho (M) de ocho (8s) y doce semanas (12s) de vida, control
(c) y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante cinco semanas, fueron analizados por /immunoblotting (IB) mediante anticuerpos
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anti-fosfo-Akt (Ser*’®) (a,b,g) o anti-Akt (c,d,g). Posteriormente, las membranas se tifieron
con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de
las muestras. Los paneles (ef) muestran la relacion fosfo-Akt/Akt. Se representa la
media £ ESM del numero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican
diferencias significativas entre las condiciones sefialadas segin el test de ANOVA de
dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo segn el mismo
andlisis estadistico. Se muestran ensayos representativos correspondientes al andlisis de
activacion y contenido proteico de Akt en ratones hembra y macho control en paralelo

(2.

Del mismo modo que a las ocho semanas de vida, la fosforilacion y
contenido proteico de GSK3B, uno de los sustratos de Akt, no presentan

diferencias significativas entre los ratones tratados y sus respectivos controles
(Fig. 63).
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Figura 63 - Activacién y contenido proteico de GSK3p - Solubilizados de higado de
ratones hembra (H) y macho (M) de ocho (8s) y doce semanas (12s) de vida, control
(c) y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante cinco semanas, fueron analizados por /immunoblotting (IB) mediante anticuerpos
anti-fosfo-GSK3p (Ser®) (a,b) o anti-GSK3p (c,d). Posteriormente, las membranas se
tiferon con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido
proteico de las muestras. Los paneles (e,f) muestran la relacién fosfo-GSK3p/GSK3p. Se
representa la media + ESM del nimero n de individuos por grupo experimental. ns: no
significativo segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni.

Por ultimo, se analizé la activacion de mTOR, otro de los sustratos de la
via PI3K/Akt. En primer lugar, se observa que las hembras control presentan
una mayor fosforilacion de mTOR que los machos de doce semanas de vida
(Fig. 64b). A las ocho semanas de vida, se observé una tendencia en el mismo
sentido, pero de magnitud mucho menor (Fig. 64a). La relaciéon entre el
contenido proteico de mTOR de hembras y machos exhibe un cambio similar
entre las ocho y las doce semanas de vida: a las ocho semanas tiende a ser
mayor en los machos y a las doce semanas, en las hembras (Fig. 64c-d). Estos
cambios que se desarrollan en funcién de la edad en los ratones control se
corroboraron al procesar en paralelo muestras provenientes de ratones de
estas edades (Fig. 64g). En las hembras, la fosforilacién y el contenido proteico
de mTOR aumenta entre las ocho y las doce semanas de vida, mientras que

en los machos pareceria disminuir.
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Figura 64 - Activacién y contenido proteico de mTOR - Solubilizados de higado de
ratones hembra (H) y macho (M) de ocho (8s) y doce semanas (12s) de vida, control
(c) y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante cinco semanas, fueron analizados por immunoblotting (IB) mediante anticuerpos
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anti-fosfo-mTOR (Ser®**®) (a,b,g) o anti-mTOR (c,d,g). Posteriormente, las membranas se
tineron con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del contenido
proteico de las muestras. Los paneles (ef) muestran la relacién fosfo-mTOR/mTOR. Se
representa la media + ESM del nimero n de individuos por grupo experimental.
Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones sefialadas segin el test
de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05, **p < 0,01;
***p < 0,001). ns: no significativo segln el mismo andlisis estadistico. Se muestran
ensayos representativos correspondientes al andlisis de activaciéon y contenido proteico
de mTOR en ratones hembra y macho control en paralelo (g).

Los ratones tratados con GH, en cambio, no presentan diferencias por
sexo en la fosforilacién y abundancia de mTOR. Por consiguiente, un mes
después de la dltima inyeccion de GH se detecta una menor fosforilaciéon de
mTOR en las hembras tratadas que en las hembras control y una tendencia
hacia mayores niveles de mTOR fosforilado en los machos expuestos a la
hormona en comparacién con los no tratados (Fig. 64b). Como consecuencia de
la disminucién de mTOR en los machos control entre las ocho y las doce
semanas de vida, las diferencias que se habian detectado entre los ratones
tratados y control al finalizar el tratamiento no se perciben un mes después
(Fig. 64c-d). En las hembras, en cambio, no se detectaron diferencias
significativas en la abundancia de mTOR en ninguna de las edades evaluadas.
La relacion entre mTOR fosforilado y su contenido proteico total exhibe un
perfil similar al de su fosforilacién en hembras y machos, tanto de ocho como

de doce semanas de vida (Fig. 64e-f).

4524, Activacién de ERK1/2

Por ultimo, se evaluaron a las doce semanas de vida los niveles de
ERK1/2 y su grado de fosforilacion. Cuando se comparan los resultados
obtenidos un mes después de finalizada la administracion de la hormona en los
ratones tratados con GH y sus respectivos controles, no se perciben diferencias
significativas (Fig. 65). La disminucién de ERK1/2 fosforilado asociada al
tratamiento con GH que se observd en las hembras de ocho semanas de vida
ya no se percibe a las doce semanas. Los ratones tratados y control presentan
niveles similares de fosforilacion de ERK1/2 en esta edad (Fig. 65a-b). En los
machos, el tratamiento con GH genera un aumento en el contenido proteico de
ERK1/2 a las ocho semanas de vida en comparacién con los controles, que no
se observa a las doce semanas de vida (Fig. 65c-d). Sin embargo, cabe

destacar que un mes después de haber finalizado el tratamiento, la relacién
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entre los niveles de ERK1/2 fosforilado y el contenido total de esta proteina es

mayor en los machos que fueron tratados con la hormona, aunque estas

diferencias no son significativas (Fig. 65f).
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Figura 65 - Activacién y contenido proteico de ERK1/2 - Solubilizados de higado de
ratones hembra (H) y macho (M) de ocho (8s) y doce semanas (12s) de vida, control
(c) y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante cinco semanas, fueron analizados por /mmunoblotting (IB) mediante anticuerpos
anti-fosfo-ERK1/2 (Thr?2/Tyr®4 Thr'8/Tyr'®) (a,b) o anti-ERK1/2 (c,d). Los resultados se
obtuvieron a partir de la cuantificaciéon de la intensidad de las bandas correspondientes
a ERK1 y ERK2. Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC)
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para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras. Los paneles (e,f)
muestran la relacién fosfo-ERK1/2/ERK1/2. Se representa la media + ESM del nimero n
de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias significativas entre
las condiciones sefialadas segln el test de ANOVA de dos vias seguido del test de
Bonferroni (*p < 0,05). ns: no significativo seglin el mismo analisis estadistico.

4.6.Andlisis general de los resultados obtenidos un mes después de finalizada

la administracion de GH

El andlisis de los efectos del tratamiento intermitente con GH a las ocho
semanas de vida mostro, por un lado, que muchos de los cambios detectados
en las vias de sefializacién en estudio reflejan la sincronizacién de los ciclos de
activacion e inactivaciéon de la sefalizacién de la hormona. En estos casos, se
debié considerar el tiempo transcurrido desde la Gltima inyeccién de hormona
para analizar los resultados obtenidos de su activacion o de expresion génica,
como se discutié previamente en la Secciéon 3.2. En cambio, alteraciones a nivel
del contenido proteico, como el aumento de ERK1/2 o la disminucién de
mTOR, no se tratarian de efectos agudos de la hormona, sino que
probablemente sean debido a la GH administrada durante un tiempo
prolongado. Con el objeto de profundizar en el origen de estos cambios y, mas
importante adn, evaluar si un mes después de haber finalizado la
administracion de la hormona perduran estas alteraciones asociadas al
tratamiento o incluso aparecen nuevas, se evalué la activacién de estas vias en
animales de doce semanas.

La mayor parte de los cambios detectados cuando finaliza el tratamiento
no se evidencian un mes después. Sin embargo, si se analizan exhaustivamente
y en conjunto los resultados obtenidos, se observan ciertos efectos a largo
plazo del tratamiento tanto en hembras como en machos. En las hembras, en
condiciones fisioldgicas, se detecta un aumento de la fosforilacién de STATS,
Akt y mTOR entre las ocho y las doce semanas de vida. En cambio, en
aquellas que recibieron el tratamiento intermitente con GH, el aumento de la
fosforilacién de STAT5 y mTOR no ocurriria, al menos entre las dos edades
evaluadas en este trabajo. Por el contrario, el aumento de la fosforilacion de
Akt si se produciria en las hembras tratadas. Una posible explicacién a este
fendmeno es que, al haber estado sometidas a un perfil de concentraciones de
GH diferente al fisiolégico, que trajo aparejados cambios principalmente a nivel

de proteinas reguladoras de la sefializacién de la hormona, las hembras
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tratadas con GH no hayan podido acoplarse al cambio fisiolégico que
atravesaron los controles.

En los machos, se observa una serie de cambios que, aunque no sean
siempre estadisticamente significativos, cobran relevancia cuando se analizan en
conjunto. Por un lado, la fosforilacion de mTOR en los machos tratados duplica
la determinada en los controles a las doce semanas de vida. Si bien por el
test de ANOVA estas diferencias no son significativas, lo son por el test ¢ de
Student (p < 0,05). Este efecto se generaria luego del tratamiento, ya que a las
ocho semanas de vida no se detectaron cambios significativos en los niveles de
mTOR fosforilado e incluso el contenido proteico de mTOR medido fue menor
que en los animales control. Ademas, los machos de doce semanas presentan
una tendencia hacia una mayor proporciéon de ERK1/2 fosforilado y los niveles
de MUPs y EGFR se encuentran levemente disminuidos en comparaciéon con los
ratones no tratados. A las ocho semanas de vida se observaron tendencias en
el sentido contrario en ERK1/2, MUPs y EGFR. Si bien las diferencias no son
significativas, estos cambios entre las ocho y las doce semanas de vida
asociados al tratamiento con la hormona podrian estar indicando la existencia
de algln efecto residual del mismo que afectaria, por un lado, la expresién de
proteinas que dependen del perfil de GH plasmatico y, por otro, la activacién

basal de mediadores de vias de sefalizaciéon de la hormona.

5. Evaluacién de la sensibilidad al EGF en ratones tratados con GH

Hasta el momento se han analizado los efectos del tratamiento con GH
tanto a las ocho semanas de vida, cuando finaliza el mismo, como un mes
después de suspendida la administracién de la hormona. Uno de los efectos
moleculares mas importantes del tratamiento intermitente es el aumento en mas
de diez veces del contenido de EGFR que exhiben las hembras tratadas con GH
a las ocho semanas de vida. Mientras que en las hembras control los niveles
de este receptor son practicamente indetectables, en aquellas tratadas con GH
se registran niveles similares a los de los ratones macho. La expresion
aberrante de este receptor o su hiperactivacién se asocia con el desarrollo de
hepatocarcinoma (Normanno y col, 2006, Berasain y col, 2014, Komposch vy
col., 2016). En los ratones tratados con GH intermitente para este trabajo de
tesis, el aumento de EGFR no produce una mayor activacién basal de las vias

de sefalizacion que este desencadena, que son las mismas que pueden
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inducirse a través de GHR. Por consiguiente, se decidié evaluar la sensibilidad
del tejido ante un estimulo agudo con EGF. Para ello, una vez finalizada la
administraciéon intermitente, un grupo de ratones hembra de ocho semanas
tratadas y control fue estimulado con este factor de crecimiento durante diez
minutos. La respuesta de los principales mediadores de la sefializacién de EGF,
STATS, STAT3, Akt y ERK1/2, fue analizada en el higado de estos animales. La
dosis de EGF y el tiempo de estimulacién se eligieron en base a resultados
previos de nuestro grupo de trabajo que corroboraron una activacion
significativa de estas vias transcurridos diez minutos del estimulo (Gonzalez y
col,, 2010, Diaz y col.,, 2012, Diaz y col,, 2014).

5.1. Activacién de STATH

En primer lugar, se analiz6 la fosforilacion de STAT5 en residuos de
activacion. Ante un estimulo con EGF, tanto los ratones control como aquellos
que recibieron el tratamiento con GH presentan mayores niveles de STATS
fosforilado que los animales no estimulados (Fig. 66a). Sin embargo, la
respuesta al estimulo con EGF es mayor en las hembras que fueron
previamente tratadas con GH. Luego del estimulo agudo con EGF no se
modifica de forma significativa el contenido proteico de STAT5 (Fig. 66b) y por
ende la relacion proteina fosforilada/proteina total presenta un perfil similar al
de STAT5 fosforilado (Fig. 66c).
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Figura 66 - Activacion y contenido proteico de STAT5 en ratones estimulados con
EGF - Solubilizados de higado de ratones hembra de ocho semanas de vida, control (c)
y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente durante cinco
semanas, estimulados con EGF (+) o SF (-), fueron analizados por /immunoblotting (IB)
mediante  anticuerpos anti-fosfo-STAT5a/b  (Tyr®/®%) (a) o anti-STAT5a/b  (b).
Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC) para evaluar la
homogeneidad del contenido proteico de las muestras. En el panel (c) se muestra la
relacién fosfo-STAT5/STATS. Se representa la media + ESM del nimero n de individuos
por condicién. Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones
sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni
(**p < 0,01; ***p < 0,001). ns: no significativo segin el mismo andlisis estadistico.

5.2. Activaciéon de STAT3

Cuando se analizaron los niveles de STAT3 fosforilado en el residuo de
705

Tyr’> se observa que en aquellos ratones que recibieron el tratamiento con GH
el estimulo con EGF induce una mayor activacién de STAT3 (Fig. 67a). En los
animales estimulados con EGF, que no fueron tratados previamente con la
hormona, los niveles de STAT3 fosforilado son similares a los de su
fosforilacién basal. Estos resultados se contradicen con trabajos previos de

nuestro laboratorio que mostraron que, en condiciones fisiolégicas, este factor
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de crecimiento induce la fosforilaciéon de STAT3 en higado, seglin pudo
comprobarse en dos cepas distintas de ratones (Miquet y col., 2008, Gonzalez y
col, 2010). Sin embargo, esta falta de concordancia podria deberse a la alta
intensidad de la banda correspondiente a los ratones tratados con GH vy
estimulados con EGF que disminuye la sensibilidad para detectar diferencias en
la intensidad del resto de las bandas cuando se analizan en paralelo (Diaz y
col, 2014).
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Figura 67 - Activacién y contenido proteico de STAT3 en ratones estimulados con
EGF - Solubilizados de higado de ratones hembra de ocho semanas de vida, control (c)
y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante cinco semanas, estimulados con EGF (+) o SF (-), fueron analizados por
immunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-STAT3 (Tyr’®) (a) o anti-STAT3 (b).
Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC) para evaluar la
homogeneidad del contenido proteico de las muestras. En el panel (c) se muestra la
relacién fosfo-STAT3/STAT3. Se representa la media + ESM del nimero n de individuos
por condicién. Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones
sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni
(***p < 0,001). ns: no significativo segin el mismo analisis estadistico.
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La abundancia proteica de STAT3 es similar entre los grupos
experimentales evaluados (Fig. 67b) y, en consecuencia, la relaciéon proteina
fosforilada/proteina total presenta un perfil similar al de STAT3 fosforilado (Fig.
67¢).

5.3. Activacién de Akt

La respuesta de Akt frente a un estimulo agudo con EGF también se
evalué en las hembras tratadas con GH. En este caso, tanto en las hembras
que recibieron GH como en aquellas que no fueron tratadas con la hormona,
se observa una mayor fosforilacion de Akt en respuesta al EGF en comparacién
con los ratones no estimulados (Fig. 68a). A diferencia de la respuesta de los
STATs, la magnitud de la respuesta de Akt es similar en las hembras que
recibieron GH y en las que no. Como era de esperarse, no se registran
cambios en el contenido de Akt frente a un estimulo agudo con EGF (Fig. 68b)
y, por consiguiente, el perfil de la relacion entre los niveles de Akt fosforilado y

su contenido proteico es similar al perfil de fosforilacién de Akt (Fig. 68c).
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Figura 68 - Activacién y contenido proteico de Akt en ratones estimulados con EGF -
Solubilizados de higado de ratones hembra de ocho semanas de vida, control (c) y
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tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int)) durante
cinco semanas, estimulados con EGF (+) o SF (-), fueron analizados por /immunoblotting
(IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-Akt (Ser*’?) (a) o anti-Akt (b). Posteriormente, las
membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC) para evaluar la homogeneidad del
contenido proteico de las muestras. En el panel (c) se muestra la relacién fosfo-
Akt/Akt. Se representa la media + ESM del nimero n de individuos por condicién.
Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones sefialadas segln el test
de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05; ***p < 0,001). ns: no
significativo segln el mismo andlisis estadistico.

5.4. Activacién de ERK1/2

Finalmente, se analiz6 la activacion de ERK1/2. Los niveles de ERK1/2
fosforilado son mayores en los animales estimulados con EGF (Fig. 69a), sin
embargo, no se detectan diferencias en su capacidad de respuesta asociadas
al tratamiento previo con GH. Dado que los niveles proteicos de ERK1/2 no se
modifican significativamente entre los grupos experimentales (Fig. 69b), la
relacion entre ERK1/2 fosforilado y su contenido proteico total presenta un

perfil similar al de la proteina fosforilada (Fig. 69c).
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Figura 69 - Activaciéon y contenido proteico de ERK1/2 en ratones estimulados con
EGF - Solubilizados de higado de ratones hembra de ocho semanas de vida, control (c)
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y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma intermitente (GH(int))
durante cinco semanas, estimulados con EGF (+) o SF (-), fueron analizados por
immunoblotting (IB) mediante anticuerpos anti-fosfo-ERK1/2 (Thr?02/Tyr?%4 Thri8/Tyr'®)
(a) o anti-ERK1/2 (b). Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie
(AC) para evaluar la homogeneidad del contenido proteico de las muestras. Los
resultados se obtuvieron a partir de la cuantificacién de la intensidad de las bandas
correspondientes a ERK1 y ERK2. En el panel (c) se muestra la relacién fosfo-
ERK1/2/ERK1/2. Se representa la media + ESM del numero n de individuos por
condicién. Asteriscos indican diferencias significativas entre las condiciones sefialadas
segin el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni (**p < 0,01;
***p < 0,001). ns: no significativo segin el mismo andlisis estadistico.

5.5. Andlisis general de los resultados obtenidos en ratones tratados con GH y
estimulados con EGF

El aumento del contenido proteico de EGFR que exhiben las hembras
tratadas con GH intermitente resulté en una mayor sensibilidad del tejido
hepatico a un estimulo agudo con EGF, aunque este efecto no se manifiesta
por igual en todas las vias que pueden ser activadas por el factor de
crecimiento. En condiciones fisiolégicas, dicho estimulo induce una mayor
fosforilacion de STAT5, Akt y ERK1/2 en residuos de activacién en comparacién
con animales estimulados con solucién salina. Los ratones que recibieron
previamente el tratamiento con GH también son capaces de responder a este
estimulo, pero el grado de respuesta varia entre los distintos mediadores
evaluados. En el caso de Akt y ERK1/2, la fosforilacién inducida por EGF es
similar a la de los animales que no recibieron GH. Por el contrario, la respuesta
de STAT5 y STAT3 es sustancialmente mayor en aquellas hembras que fueron
tratadas previamente con GH de modo intermitente.

En trabajos previos se han reportado alteraciones en la sensibilidad del
tejido hepatico al EGF en ratones tratados con GH de forma intermitente
durante un periodo méas corto y con una menor dosis (Diaz y col,, 2014). Luego
de cinco dias de tratamiento intermitente en una dosis de 1 pg GH/g peso
corporal/dia, ratones hembra adultos presentan una mayor capacidad de
respuesta a un estimulo con EGF. A diferencia de los resultados obtenidos en
los ratones tratados por cinco semanas, esta mayor capacidad de respuesta se
manifiesta no solo a nivel de los STATs sino también a nivel de Akt y ERK1/2.
Dado que ambos experimentos fueron realizados en ratones de la misma cepa
y estimulados durante el mismo tiempo con la misma dosis de EGF, las
diferencias registradas pueden deberse, o bien a la edad de los animales
tratados, o bien a la dosis de GH y/o duracién del tratamiento. Mientras que el
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tratamiento corto y de menor dosis afecta la capacidad de respuesta de todas
las vias evaluadas, frente a un tratamiento mas largo y de mayor dosis el
sistema logra mantener la respuesta al EGF de Akt y ERK1/2 en condiciones
similares a las fisiolégicas a pesar del mayor contenido de EGFR. Por el
contrario, la activaciéon de los STATs frente a un estimulo agudo con EGF se

encuentra exacerbada en ambos modelos de ratones tratados con GH.
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SECCION II: Expresién de protooncogenes durante el crecimiento en

ratones transgénicos que sobreexpresan GH

Los estudios realizados en ratones tratados con GH en concentraciones
farmacoldgicas muestran una clara relacién entre el conjunto de efectos que
produce el tratamiento y su perfil plasmatico, intermitente o continuo. A nivel
del parénquima hepatico, el tratamiento intermitente se asocia a procesos de
hipertrofia celular y aumento del tamafio de los nlcleos de los hepatocitos. En
las hembras, ademas, se detecta un mayor porcentaje de células en
proliferacion en comparacién con los ratones control. En estos animales, la
masculinizacion del perfil de GH en sangre por el tratamiento intermitente se
asocia a un mayor contenido de EGFR y una mayor sensibilidad de la via de
los STATs ante un estimulo con EGF. Sin embargo, no se manifiestan otros
cambios a nivel de la activaciéon basal de vias de sefializacion, ni en hembras
ni en machos, que puedan vincularse directamente con la exacerbacion de
procesos de crecimiento y proliferacion celular ante esta forma de
administracion de la hormona. En los ratones tratados con GH de forma
continua, por el contrario, solo se detectan alteraciones histolégicas en los
machos, que presentan hepatocitos agrandados y un mayor porcentaje de
células en proliferacion que los controles. En este caso, los animales expuestos
a la hormona exhiben cambios moleculares en vias asociadas a procesos de
crecimiento, supervivencia y proliferacion celular. Los ratones tratados con GH
de forma continua presentan, en comparacién con los controles, mayores
niveles de ARNm de GHR, mayor activacién de la via de STAT3 y mayor
contenido proteico de mTOR. Los machos sometidos a este tratamiento
exhiben, ademas, un mayor contenido de Akt y ERK1/2.

En los ratones GH-transgénicos adultos, que constituyen un modelo de
carcinogénesis hepatocelular como resultado de un continuo estimulo
proliferativo en higado, se han descripto alteraciones similares a nivel
histolégico y molecular (Miquet y col, 2008, Gonzélez y col, 2010, Miquet y
col,, 2013, Martinez y col,, 2015, Martinez y col., 2016). Cuando se estudiaron
ratones GH-transgénicos en crecimiento, de dos y cuatro semanas de vida, se
reporté que, mientras algunas de estas alteraciones se observan incluso antes
del periodo de crecimiento rapido dependiente GH, otras recién se detectan a
las cuatro semanas de vida o en la adultez (Martinez y col, 2015, Martinez y
col, 2016). A las dos semanas de vida, los ratones GH-transgénicos presentan

hipertrofia de los hepatocitos y a las cuatro semanas ya exhiben, ademas, un
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aumento del porcentaje de células en proliferacién en comparacion con los
ratones normales, que resulta en hepatomegalia significativa. Estos cambios
perduran en el tiempo e incluso se intensifican en los adultos jévenes.
Acompafiando la progresion de las alteraciones histolégicas, distintos cambios
moleculares se van sucediendo a lo largo del crecimiento. A las dos semanas
de vida, los ratones transgénicos presentan mayores niveles de GHR y STAT3
que sus hermanos de camada normales. A las cuatro semanas de vida, a estos
cambios se le suman aumentos en el contenido proteico de Akt, mTOR vy
GSK3B. En cuanto a su activacion, solo se detecta una mayor fosforilaciéon de
STAT3 y mTOR a las cuatro semanas. Estas alteraciones perduran en los
ratones adultos, que también exhiben un aumento significativo en la
fosforilacion de Akt y GSK3B. Como se mencioné anteriormente, los adultos
presentan, ademas, un mayor contenido proteico de ERK1/2.

Si se analiza la progresién de los cambios reportados en ratones GH-
transgénicos en crecimiento, se observa que, en muchos casos, el aumento del
contenido proteico de los mediadores de las vias de sefializacién en estudio
precede al aumento significativo de su fosforilacién en comparaciéon con los
ratones normales. Ademas, en los ratones transgénicos algunas vias se
muestran mas activas que otras a edades tempranas, lo que sugiere una
activacion diferencial de las distintas vias de sefializacién que podrian estar
implicadas en el desarrollo de las lesiones preneoplasicas. Esto respalda lo que
se ha discutido previamente en la Seccién 3.2: si bien los ratones tratados de
forma continua presentan cambios histolégicos mas sutiles en comparaciéon con
los efectos del tratamiento intermitente, las alteraciones detectadas a nivel
molecular sugeririan que este tipo de administracion no es inocua a pesar de
que la mayor parte solo implica cambios en el contenido proteico de
mediadores de sefializacion, pero no en su grado de activacion. Conforme a lo
descripto en los ratones GH-transgénicos, el aumento de la abundancia de
estos mediadores ante un tratamiento continuo con GH podria progresar a una
mayor activacion de las vias de sefalizacién en las que estén implicados en
comparacién con animales no tratados. Es necesario considerar, ademas, que
serian necesarias dosis mas altas de GH cuando esta es administrada de forma
continua para generar un aumento significativo en el tamafio corporal, lo que
probablemente potenciaria los efectos de este tipo de tratamiento.

En los ratones tratados de forma continua se observé un aumento en la

expresion de ciclina D1 en los machos y de c-Myc en las hembras, en
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comparacién con los controles correspondientes. Cambios similares se han
detectado en ratones transgénicos adultos jévenes, de nueve semanas de vida,
sumado a mayores niveles de ciclina E, c-Myc, c-Fos y c-Jun que sus hermanos
de camada normales (Miquet y col, 2013, Gonzalez y col, 2017). En
consecuencia, dado que ante menores concentraciones de GH ya se observa un
aumento en su expresién, ciclina D1 y c-Myc serian de los primeros
protooncogenes en verse afectados por niveles suprafisiolégicos de GH. Cuando
la concentracion de GH circulante es adn mayor, como ocurre en los ratones
GH-transgénicos, se alteran también ciclina E, c-Fos y c-Jun. Teniendo esto en
consideracion y sabiendo que algunas de las alteraciones moleculares que se
observan en el higado de ratones transgénicos adultos comienzan a
manifestarse a edades tempranas mientras que otras no (Martinez y col.,, 2015,
Martinez y col,, 2016), resta averiguar la participacién de estos protooncogenes
en el desarrollo de la patologia hepatica a lo largo del periodo de crecimiento.
Para ello se determinaron los niveles de ARNm de ciclina D1, ciclina E, c-Myc y
c-Jun en ratones normales y transgénicos de dos, cuatro y nueve semanas de
vida.

Cuando se analizan los niveles de ciclina D1 en los animales control se
observa que, mientras los machos exhiben una disminucién de la expresién de
esta ciclina en funciéon de la edad, las hembras no presentan diferencias entre
las distintas edades evaluadas (Fig. 70). En los ratones transgénicos, en cambio,
la expresion de ciclina D1 se incrementa sustancialmente entre las cuatro y las
nueve semanas de vida. Por consiguiente, tanto machos como hembras
presentan un marcado aumento de la expresién de esta ciclina en los ratones
transgénicos adultos en comparacién con sus hermanos de camada normales.
La magnitud de esta diferencia es mayor en los machos que en las hembras,

tal como se ha descripto previamente (Miquet y col,, 2013).
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Figura 70 - Expresién de Ciclina D1 - Se determinaron los niveles de ARNm de ciclina
D1 por RT-gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones normales (N)
y transgénicos (T), hembras (a) y machos (b), de dos, cuatro y nueve semanas de vida
(2s, 4s y 9s). Los resultados estan expresados como el porcentaje del valor promedio
obtenido para los animales hembra y macho normales de nueve semanas de vida. Se
representa la media + ESM del nimero n de individuos por grupo experimental. Distintas
letras indican diferencias significativas seglin el test de ANOVA de dos vias seguido del
test de Bonferroni entre las edades evaluadas. Las letras mindsculas corresponden a los
ratones normales y las letras mayUlsculas a los ratones transgénicos. Asteriscos indican
diferencias significativas por genotipo segln el mismo test estadistico.

En cuanto a ciclina E se observa, tanto en machos como en hembras,
una mayor expresion a edades tempranas (Fig. 71). Cuando se analizan todas
las edades en paralelo, los valores elevados obtenidos a las dos semanas de
vida no permiten detectar diferencias significativas por genotipo en las demas
edades evaluadas, como se habia descripto previamente en animales adultos
(Miquet y col, 2013). Si los resultados de ratones normales y transgénicos se
comparan en cada edad de forma independiente, la expresién de ciclina E es
significativamente mayor en los ratones hembra transgénicos de cuatro y nueve

semanas de vida (p < 0,05 por el test ¢ de Student).
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Figura 71 - Expresién de ciclina E - Se determinaron los niveles de ARNm de ciclina E
por RT-gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones normales (N) y
transgénicos (T), hembras (a) y machos (b), de dos, cuatro y nueve semanas de vida
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(2s, 4s y 9s). Los resultados estan expresados como el porcentaje del valor promedio
obtenido para los animales hembra y macho normales de nueve semanas de vida. Se
representa la media + ESM del nimero n de individuos por grupo experimental. Distintas
letras indican diferencias significativas segln el test de ANOVA de dos vias seguido del
test de Bonferroni entre las edades evaluadas. Las letras minlsculas corresponden a los
ratones normales y las letras mayUsculas a los ratones transgénicos.

En el caso de los factores de transcripcion evaluados, los niveles de
expresion de c-Myc tienden a ser mayores en los animales de dos semanas de
vida, aunque estas diferencias solo son significativas en las hembras que
sobreexpresan GH (Fig. 72). Cuando se comparan ratones normales vy
transgénicos, se percibe una ligera tendencia hacia mayores niveles de c-Myc
en los animales que sobreexpresan GH, aunque solo en las hembras de dos
semanas de vida estas diferencias resultan estadisticamente significativas. En
esta cohorte de animales, aunque se analicen los resultados de forma
independiente, no se detectan diferencias significativas por genotipo en los
niveles de c-Myc a las nueve semanas de vida como se habia reportado

previamente (Miquet y col,, 2013).
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Figura 72 - Expresion de c-Myc - Se determinaron los niveles de ARNm de c-Myc por
RT-gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones normales (N) y
transgénicos (T), hembras (a) y machos (b), de dos, cuatro y nueve semanas de vida
(2s, 4s y 9s). Los resultados estan expresados como el porcentaje del valor promedio
obtenido para los animales hembra y macho normales de nueve semanas de vida. Se
representa la media + ESM del nimero n de individuos por grupo experimental. Distintas
letras indican diferencias significativas seglin el test de ANOVA de dos vias seguido del
test de Bonferroni entre las edades evaluadas. Las letras minUsculas corresponden a los
ratones normales y las letras maylsculas a los ratones transgénicos. Asteriscos indican
diferencias significativas por genotipo segin el mismo test estadistico. ns: no
significativo.

En cuanto a c-Jun, sus niveles de expresién en los ratones normales no
se modifican entre las dos y las cuatro semanas de vida, pero aumentan entre

161



Resultados y Discusion

las cuatro y las nueve semanas, aumento que resulta significativo solo en las
hembras (Fig. 73). En los ratones transgénicos, la variacién en la expresién de
c-Jun en funcién de la edad es de mayor magnitud. Por ende, los ratones
transgénicos de nueve semanas exhiben niveles de este factor de transcripcion
que practicamente duplican los de los controles, como se habia descripto

previamente (Miquet y col,, 2013).
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Figura 73 - Expresién de c-Jun - Se determinaron los niveles de ARNm de cJun por
RT-gPCR en muestras de ARN total extraidas de higado de ratones normales (N) y
transgénicos (T), hembras (a) y machos (a), de dos, cuatro y nueve semanas de vida
(2s, 4s y 9s). Los resultados estan expresados como el porcentaje del valor promedio
obtenido para los animales hembra y macho normales de nueve semanas de vida. Se
representa la media + ESM del nimero n de individuos por grupo experimental. Distintas
letras indican diferencias significativas segln el test de ANOVA de dos vias seguido del
test de Bonferroni entre las edades evaluadas. Las letras minlsculas corresponden a los
ratones normales y las letras maylsculas a los ratones transgénicos. Asteriscos indican
diferencias significativas por genotipo segln el mismo test estadistico.

En resumen, los ratones GH-transgénicos, a pesar de presentar marcadas
alteraciones en la activaciéon y el contenido proteico de mediadores de vias
relacionadas con crecimiento y proliferacién celular ya a edades tempranas
(Martinez y col,, 2015, Martinez y col., 2016), no exhiben en simultaneo una
mayor expresion significativa de los protooncogenes evaluados. El aumento en
la expresién de estos genes se registra posteriormente, en la adultez. Como
excepcion, se encontraron niveles de c-Myc incrementados en los ratones GH-
transgénicos hembra de dos semanas de vida en comparacibn con sus
hermanos de camada normales. Ante un estimulo proliferativo en higado, como
el promovido por la GH, los niveles de c-Myc aumentan antes de que se
evidencien cambios en la tasa de divisién celular (Murphy y col, 1987, Wierstra
y col, 2008, Bretones y col, 2015). Por consiguiente, el aumento de la

expresion de c-Myc a edades tempranas estaria relacionado con el mayor
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porcentaje de células en proliferacién que se ha descripto en ratones GH-
transgénicos adultos (Miquet y col., 2013).

Si se comparan los resultados de los ratones GH-transgénicos en
crecimiento con los obtenidos en animales tratados con menores
concentraciones de GH durante cinco semanas, se explicaria por qué, en
general, no se detectan alteraciones significativas asociadas a este tratamiento
en los niveles de los protooncogenes en estudio. Los ratones tratados con GH
se encontrarian en una situacion previa, donde solo se detectan algunos
cambios en las vias de sefializacion que regulan su transcripcion.
Principalmente, se ven afectados aquellos genes cuya expresidbn parece
depender del perfil de hormona en circulaciéon, como ciclina DI y c-myc. Sin
embargo, la conclusiéon primordial que se obtiene a partir de esta comparacion
es que podria ocurrir una desregulacién en la induccién de estos
protooncogenes si se prolonga la exposicién a la hormona o si se administra

una dosis mayor.
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SECCION |II: Relacién entre la hormona de crecimiento y la expresién de

galectina-1

Galectina-1 (Gal-1) es una proteina que une B-galactésidos y cumple un
rol fundamental en las interacciones entre células y entre ellas y la matriz
extracelular (Elola y col, 2007, Yang y col, 2008). Ademas, Gal-1 se encuentra
sobreexpresada en pacientes con carcinoma hepatocelular y en diversas lineas
celulares humanas (Chung y col, 2002, Kondoh y col, 2003). Dicha
sobreexpresion se asocia a una mayor invasién tumoral, metastasis, y menor
sobrevida de los pacientes (Wu y col., 2012, Bacigalupo y col,, 2017). Dado que
el exceso de hormona de crecimiento se asocia al desarrollo de este mismo
tipo de tumores en ratones, se decidié estudiar la expresién de Gal-1 en los
modelos de ratones con niveles suprafisiolégicos de GH empleados para este

trabajo.

1. Expresiéon de Gal-1 en ratones transgénicos que sobreexpresan GH

Para estudiar la potencial relacién entre Gal-1, GH y el desarrollo de
tumores hepaticos se evalué su expresién en los ratones transgénicos que
sobreexpresan GH de dos, cuatro y nueve semanas de vida. En estos ratones,
como se menciond previamente, a las dos semanas ya existen evidencias de
hipertrofia celular, con hepatocitos de mayor tamafio en los ratones
transgénicos en comparacién con sus hermanos de camada normales. A las
cuatro semanas de vida, también se evidencia un aumento en el porcentaje de
células en proliferacion y hepatomegalia. Los cambios se intensifican con el
paso del tiempo y ya los adultos jévenes presentan alteraciones hepaticas
tipicas de lesiones preneopldsicas y focos de displasia (Orian y col, 1989,
Quaife y col, 1989, Orian y col, 1990, Snibson y col, 1999, Snibson, 2002,
Bartke, 2003, Miquet y col,, 2013, Martinez y col., 2016).

Los resultados obtenidos del contenido de ARNm y proteina de Gal-1 se
presentan en la Figura 74. Los niveles de ARNm de los ratones GH-transgénicos
son mayores que los de sus hermanos de camada normales en todas las
edades estudiadas (Fig. 74a-b). Cuando se analiza la variaciéon de su expresion
en funcién de la edad, no se observan diferencias significativas, con la
excepcion de los ratones macho transgénicos, que presentan una disminucion
de los niveles de ARNm de Gal-1 entre las dos y las cuatro semanas de vida,

que revierte para las nueve semanas.
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Figura 74 - Expresion de galectina-1 en ratones GH-transgénicos- Extractos de ARN
total y solubilizados de higado de ratones normales (N) y transgénicos (T), hembras (H)
y machos (M), de dos, cuatro y nueve semanas de vida (2s, 4s y 9s), fueron analizados
por RT-gPCR (a-b) e /mmunoblotting (IB) mediante un anticuerpo anti-Gal-1 (c-d).
Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC) para evaluar la
homogeneidad del contenido proteico de las muestras. Los resultados estadn expresados
como el porcentaje del valor promedio obtenido para los animales hembra y macho
normales de nueve semanas de vida. Se representa la media £+ ESM del nimero n de
individuos por grupo experimental. Distintas letras indican diferencias significativas segin
el test de ANOVA de dos vias seguido del test de Bonferroni entre las edades
evaluadas. Las letras mindsculas corresponden a los ratones normales y las letras
mayUsculas a los ratones transgénicos. Asteriscos indican diferencias significativas por
genotipo segln el mismo test estadistico. ns: no significativo.

El contenido proteico de Gal-1 tiende a ser mayor en los ratones GH-
transgénicos en comparacién con los ratones normales, aunque solo en las
hembras de dos semanas de vida las diferencias son significativas por el test
de ANOVA de dos vias (Fig. 74c-d). Asimismo, estos valores son
significativamente mayores que los correspondientes a los ratones hembra

transgénicos de cuatro y nueve semanas de vida. Si se analizan solo las
165



Resultados y Discusion

diferencias por genotipo en cada edad, se observa un aumento significativo de
la expresion de Gal-l en los ratones GH-transgénicos de cuatro y nueve
semanas de vida, tanto machos como hembras (p < 0,05 por el test ¢ de
Student).

Para evaluar la localizacién celular de Gal-1l, se analizaron por
inmunohistoquimica cortes de higado de ratones hembra de nueve semanas
normales y transgénicos. En la Figura 75 se muestran microfotografias
representativas donde se confirma la mayor expresién de esta proteina en los
ratones transgénicos en comparacién con los normales. Cuando se analizan las
imagenes tomadas a menor aumento, se observan hepatocitos de mayor
tamafio con nlcleos agrandados concentrados principalmente alrededor de las
estructuras vasculares, como se describié en trabajos anteriores (Miquet y col,
2013). Notablemente, la marca correspondiente a Gal-l se localiza

principalmente en el citoplasma de dichas células.

N

100X

400X

Figura 75 - Expresion de galectina-1 en cortes de tejido hepatico de ratones GH-
transgénicos - Microfotografias representativas de cortes de higado de ratones hembra
adultos, normales (N) y transgénicos (T), analizados por inmunohistoquimica con un
anticuerpo anti-Gal-1.
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2. Expresién de Gal-1 en ratones tratados con GH

Con el objeto de explorar si los efectos de la GH sobre la expresion de
Gal-1 se observan incluso ante bajos niveles de hormona y si existe algin tipo
de relacién con el perfil de hormona circulante, se estudidé la expresion de esta
proteina en el modelo de ratones tratados con dosis farmacolégicas de GH
administrada de forma intermitente o continua. Cuando se analizan los
resultados obtenidos con el tratamiento intermitente, se observa que la GH
induce una disminuciéon en los niveles de ARNm de Gal-1 en los machos y no
afecta su expresién en las hembras (Fig. 76a). En cuanto al contenido proteico,
no se observan diferencias asociadas al tratamiento ni en machos ni en
hembras (Fig. 76c¢). El tratamiento continuo, en cambio, induce una mayor
expresion del ARNm de Gal-1 en los machos en comparacién con los ratones
no tratados (Fig. 76b). Las hembras exhiben un perfil similar, aunque las
diferencias no alcanzan significacion estadistica. Asimismo, la administracion
sostenida de GH se traduce en un aumento en el contenido proteico de Gal-1
en comparacién con los animales no tratados, tanto en hembras como en
machos (Fig. 76d). Si se comparan los resultados obtenidos entre hembras y
machos control, se repite el patréon descripto previamente en los ratones
normales hermanos de camada de los GH-transgénicos: mientras que no se
detectan diferencias significativas a nivel del ARNm, las hembras presentan
mayores niveles de la proteina Gal-1 que los machos. Si bien cuando se
analizan los resultados correspondientes al tratamiento continuo por el test
ANOVA las diferencias entre hembras y machos sin tratar no alcanzan
significacion estadistica, estas si se detectan si se analizan de forma
independiente de los ratones tratados (p < 0,05 por el test ¢ de Student). De
esta forma se comprueba, en dos cepas distintas, que la expresién hepatica de

Gal-1 en ratones adultos es mayor en hembras que machos.
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Figura 76 - Expresién de galectina-1 en ratones tratados con GH - Extractos de ARN
total y solubilizados de higado de ratones hembra (H) y macho (M) de ocho semanas
de vida, control (c) y tratados con GH (6 pg/g de peso corporal/dia) de forma
intermitente (GH(int)) o continua (GH(cont)) durante cinco semanas, fueron analizados
por RT-qPCR (a,b) e /mmunoblotting (IB) mediante un anticuerpo anti-Gal-1 (c,d).
Posteriormente, las membranas se tifieron con azul de Coomassie (AC) para evaluar la
homogeneidad del contenido proteico de las muestras. Se representa la media + ESM
del numero n de individuos por grupo experimental. Asteriscos indican diferencias
significativas entre las condiciones sefialadas segin el test de ANOVA de dos vias
seguido del test de Bonferroni (*p < 0,05, **p < 0,01).

3. Analisis general de los resultados referidos a la relacién entre GH y Gal-1

Los resultados obtenidos en los modelos animales en estudio muestran
que la GH modula positivamente la expresion de Gal-l. En los ratones
transgénicos se pone en evidencia que este efecto tiene lugar ya desde edades
tempranas, cuando aln no se ha desarrollado completamente la patologia
hepatica preneoplasica caracteristica de estos animales. Incluso en ratones
transgénicos de dos semanas, que presentan hipertrofia celular pero aun no
desarrollaron hepatomegalia, se detectan mayores niveles de ARNm de Gal-1.

Este efecto, acompafiado de un mayor contenido proteico, también se evidencia
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en ratones transgénicos de cuatro y nueve semanas. Asimismo, en los ratones
transgénicos adultos se observa una mayor expresion de esta proteina
principalmente en los focos de células displasicas.

Los estudios realizados en animales tratados con GH muestran que el
efecto de la hormona sobre la expresion de Gal-1 ocurre incluso a menores
dosis, en ratones donde la arquitectura tisular hepatica estd relativamente
conservada y no hay evidencias de una patologia preneoplasica en curso.
Ademas, las determinaciones realizadas en estos ratones permiten hacer ciertas
inferencias en cuanto a la relacién existente entre estas proteinas. Por un lado,
la induccién de Gal-1 mediada por GH estaria mas vinculada a un perfil de
concentracion de la hormona en sangre de tipo continuo, ya que se observa
un aumento de Gal-1 solo en los ratones sometidos a una administracion
sostenida de GH en comparaciéon con los controles. La magnitud de esta
diferencia es menor que la observada entre los ratones GH-transgénicos, que
también presentan niveles continuos de GH en sangre, y sus hermanos de
camada normales, lo que podria sugerir un efecto dosis-dependiente. En los
ratones tratados de forma intermitente, en cambio, la administracion de GH se
asocia a una menor expresion de Gal-1 en los machos en comparacién con los
controles, como se observé para genes inducidos por la hormona via STAT5b.
Estas evidencias permitirian proponer la participacion de este factor de
transcripcién en la induccién de la expresion de Gal-1 por la GH, aunque no es

posible establecer una relacién directa a partir de estos resultados.
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SECCION IV: Discusién general

La utilidad de la administracion de GH en la promocién del crecimiento
corporal se conoce desde la década de 1950 cuando Raben y colaboradores
reportaron el caso de un niflo con enanismo hipofisario tratado
satisfactoriamente con wuna preparacion de hormona extraida de hipofisis
humanas (Raben, 1958). A partir de la obtencién de las primeras preparaciones
de GH recombinante en 1985, sus aplicaciones en la practica clinica han ido en
aumento. Si bien existe un consenso generalizado acerca de la necesidad de
administrar una terapia de reemplazo a nifios que padecen deficiencia de GH,
su administracién en adultos sigue siendo discutida en algunos casos (Cook,
2002, Nilsson y col,, 2007). Mas aln, el tratamiento de nifios con retraso del
crecimiento no asociado al déficit de hormona constituye un tépico importante
del debate acerca del uso de la GH en la practica clinica (Quigley y col., 2005).
Estas controversias se deben, principalmente, a la falta de estudios
concluyentes sobre la potencial aparicion de neoplasias a largo plazo asociadas
al tratamiento con GH (Rose y col.,, 2014, Swerdlow y col,, 2017)

En este trabajo de tesis se estudié la relacion entre los efectos
moleculares de niveles suprafisiolégicos de GH y el desarrollo de tumores
hepaticos. En particular, se generé un modelo de ratones tratados con GH que
permitiese evaluar los efectos de una dosis baja de hormona pero suficiente
para promover el crecimiento en ratones, emulando la terapia que reciben nifios
sin déficit de GH. Por ello, a lo largo de este trabajo se hizo referencia a esta
dosis como “farmacoldgica”. Una vez establecida dicha dosis mediante una
administracién intermitente, la misma cantidad de GH se suministré de forma
continua para comparar los efectos producidos por su perfil de concentracion
plasmatica.

Los ratones sometidos al tratamiento intermitente presentaron un mayor
crecimiento corporal que los controles, evaluado mediante la determinacién del
peso, la distancia nariz-ano y la longitud de los huesos de las patas traseras.
En comparacién con los ratones GH-transgénicos, que en la adultez duplican el
peso corporal de sus hermanos de camada normales (Sotelo y col, 1998,
Miquet y col, 2008, Miquet y col, 2013, Martinez y col, 2015), los ratones
tratados con GH exhibieron un aumento moderado de peso respecto de los
controles de aproximadamente el 15 % al finalizar el tratamiento. Un mes

después de concluida la administracion de hormona, se siguié observando una
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diferencia de peso entre los ratones tratados y los controles, aunque la
magnitud de la misma resulté menor.

Por el contrario, la misma dosis de GH administrada de forma continua
no fue suficiente para promover el crecimiento corporal, aunque modificé el
perfil de concentracién de hormona en sangre. Esta menor eficacia del
tratamiento continuo concuerda con lo que se ha descripto previamente en
ratas adultas hipofisectomizadas tratadas con GH (Jansson y col., 1982, Isgaard
y col., 1988, Maiter y col.,, 1988, Bick y col, 1992). Estudios realizados en ratas
adultas normales mostraron, ademas, que el efecto sobre la ganancia de peso
corporal que se alcanza con ambas formas de administracién de hormona
depende de la dosis (Azain y col, 1993). A bajas dosis, similares a las que se
utilizaron en este trabajo, la administracién intermitente genera un mayor
aumento de peso corporal que el continuo. A medida que aumenta la dosis de
hormona, la eficiencia de la administracién sostenida en la promocién del
crecimiento se incrementa hasta superar a la del tratamiento intermitente. De la
misma forma, otros autores mostraron que para alcanzar el mismo efecto sobre
el peso corporal con ambos tipos de tratamiento se necesita una dosis de GH
cuatro veces mayor si esta es administrada de forma continua a ratas adultas

hipofisectomizadas (Maiter y col., 1988).

Ademas de sus efectos sobre la promocién del crecimiento corporal, la
GH tiene acciones a nivel metabdlico (Mauras y col, 2005, Vijayakumar y col.,
2011). En modelos animales y en pacientes con patologias ligadas al eje
somatotrépico, tanto el exceso como el déficit de hormona generan cambios en
el perfil lipidico y en parametros relacionados con el metabolismo de la
glucosa. La terapia de reemplazo en pacientes con deficiencia de GH no
siempre corrige estos valores y el resultado final depende de la dosis, la edad
del individuo y la duracién del tratamiento (Oscarsson y col., 1996, Laursen y
col,, 2001, Simpson y col., 2002, Feldt-Rasmussen y col., 2004).

En los ratones tratados con dosis farmacolégicas de GH para esta tesis,
se detectaron alteraciones principalmente en el perfil lipidico, con efectos que
varian segln el tipo de administracion de hormona. En los ratones sometidos a
un tratamiento intermitente, los niveles de colesterol en circulacidon se
encontraron aumentados en comparacién con los controles y los de
triglicéridos, levemente disminuidos. Un mes después de haber finalizado el
tratamiento, se observé una diferencia similar entre los valores promedio de

colesterol en sangre de los animales expuestos a la hormona y los controles,
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aunque el efecto del tratamiento no resulté estadisticamente significativo a esta
edad. Los cambios bioquimicos asociados al tratamiento intermitente con GH se
asemejan a los que se generan por la sobreexpresién de la hormona. Los
ratones GH-transgénicos adultos exhiben un aumento del colesterol y niveles
normales o disminuidos de triglicéridos en sangre en comparacién con sus
hermanos de camada normales (Quaife y col, 1989, Frick y col, 2001, Olsson
y col, 2005, Wang y col, 2007). En los ratones tratados con GH de forma
continua no se percibieron cambios en los niveles de colesterol en circulacién,
pero se observd, solo en las hembras, una disminucion significativa de la
trigliceridemia en comparacién con los controles correspondientes. El efecto de
la GH sobre los niveles de triglicéridos concuerda con lo reportado en ratas
hipofisectomizadas en las que el tratamiento con GH disminuye estos valores
de forma significativa en las hembras, pero no en los machos, y (nicamente si
es administrada de forma sostenida (Oscarsson y col., 1989, Oscarsson y col,
1991).

En cuanto a los pardmetros evaluados relacionados con el metabolismo
de hidratos de carbono, los ratones tratados con GH presentaron una glucemia
similar a la de los controles. La respuesta frente a una sobrecarga de glucosa
se encontré sutilmente alterada y los niveles de insulina ligeramente
incrementados respecto de los ratones no tratados. Estos efectos fueron mas
marcados en los machos que en las hembras. En los ratones GH-transgénicos,
ante mayores niveles de hormona en circulacién se profundizan estas
alteraciones 'y, en consecuencia, a los dos meses de vida exhiben
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina en presencia de valores normales de
glucemia en ayunas (Quaife y col,, 1989, McGrane y col, 1990, Berryman y col,
2006, Ding y col, 2011, Miguet y col, 2011). Asimismo, mientras que los
ratones que sobreexpresan GH exhiben un mayor contenido hepatico del
receptor de insulina como consecuencia de la hiperinsulinemia asociada (Balbis
y col, 1996, Dominici y col, 1998, Dominici y col, 1999a), el tratamiento con
dosis farmacoldgicas de hormona en ratones normales no promovié cambios
significativos en el contenido hepatico del receptor. Estos resultados sugieren
que el efecto de la exposicién prolongada a la GH sobre el metabolismo de la

glucosa seria dependiente de su concentracién en circulacion.

En lo que respecta a los efectos del tratamiento con GH especificamente
sobre el higado, la administraciéon intermitente se asocié a un mayor peso de

este 6rgano en comparacién con los controles. Ante un tratamiento continuo
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solo se evidencié un ligero aumento, no significativo, en el peso promedio de
los higados provenientes de ratones macho. Estos resultados estdn en
concordancia con estudios realizados en ratas hipofisectomizadas tratadas con
GH, en las que la hormona administrada de forma intermitente induce un mayor
aumento del peso del higado que la misma dosis administrada de forma
sostenida (Isgaard y col, 1988). Cuando se analizé la relaciéon entre el peso del
higado y el peso corporal, si bien se percibié un ligero aumento de este valor
en los ratones tratados con GH en comparaciéon con los controles de cada
tratamiento, en ninguno de los casos resulté estadisticamente significativo. Es
decir que, a diferencia de los ratones GH-transgénicos que exhiben marcada
hepatomegalia (Miquet y col.,, 2008, Miquet y col, 2013, Martinez y col., 2016),
dosis farmacolégicas de hormona no inducen un crecimiento exacerbado de
este tejido. Por el contrario, el efecto sobre el peso del higado refleja el grado
de promocién del crecimiento corporal que se alcanza con cada tipo de

administracion de GH.

Cuando se analizé la arquitectura hepatica luego del tratamiento con GH,
se observaron alteraciones histoldgicas ante los dos tipos de administracion de
hormona, aunque los efectos difirieron entre hembras y machos. Los cambios
mas marcados se detectaron en las hembras sometidas al tratamiento
intermitente, las cuales exhibieron un aumento del tamafio de los hepatocitos,
nlcleos agrandados y mayor proliferacién celular. En los machos tratados de la
misma forma, se detectd hipertrofia celular y nuclear, pero sin cambios en el
porcentaje de hepatocitos en proliferaciéon. El tratamiento continuo solo generé
alteraciones significativas en el higado de los ratones macho, similares a las
producidas por el tratamiento intermitente.

Las caracteristicas histolégicas del higado de los ratones tratados con
una dosis farmacolégica de GH presentan cierta relacién con la sucesion de
cambios que se dan en funciéon de la edad en los ratones GH-transgénicos.
Cuando se estudian estos animales desde las dos semanas de vida, se observa,
en primer lugar, hepatocitos de mayor tamafio que los de sus hermanos de
camada no transgénicos, sin evidencias de una mayor proliferacién celular ni
hepatomegalia significativa. Luego, durante el periodo de crecimiento rapido
dependiente de GH se percibe, ademds, un mayor porcentaje de células en
proliferacién y hepatomegalia (Martinez y col, 2016). En los ratones adultos, a
estas alteraciones se le suman otras, caracteristicas de lesiones preneoplasicas:

pleomorfismo hepatocelular y nuclear, nlcleos de mayor tamafio e
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invaginaciones de la membrana nuclear (Orian y col, 1989, Quaife y col,, 1989,
Snibson y col, 1999, Miquet y col, 2013). Por consiguiente, los cambios
detectados en los ratones tratados con dosis farmacolégicas de GH, que varian
en su magnitud de acuerdo con el tipo de administracion y el sexo del animal
tratado, se asemejan a los observados en los ratones GH-transgénicos en
crecimiento. El higado de ratones que sobreexpresan IGF1 no presenta estas
caracteristicas, por lo que las alteraciones histolégicas asociadas a niveles
suprafisiolégicos de GH serian producidas directamente por la hormona (Quaife
y col., 1989).

No obstante, si la administracion de GH concluye al finalizar el periodo
de crecimiento, el higado recupera su arquitectura normal en el mes posterior,
asemejandose al tejido de los ratones que no recibieron el tratamiento. De
acuerdo con estos resultados, los cambios detectados en el parénquima
hepatico de los ratones tratados de forma intermitente no progresarian hacia
lesiones con mayor significancia clinica, como en los ratones GH-transgénicos,
si el tratamiento se discontinta. Es probable que el aumento del tamafio de los
hepatocitos y el incremento en su grado de proliferacién ocurran como parte
del proceso de crecimiento de este dérgano que acompafia al crecimiento
corporal inducido por dicho tratamiento. Del mismo modo, en las hembras, el
tratamiento continuo que no fue suficiente para promover el crecimiento
corporal tampoco produjo cambios relevantes en el higado. Distinto es el caso
de los machos sometidos a una administracién continua de GH en los que, si
bien el tratamiento no fue efectivo en la promocién del crecimiento corporal, el
peso del higado se encontré levemente aumentado en un contexto donde
ademas se detectd hipertrofia de los hepatocitos y un mayor porcentaje de
células en proliferacion.

Después de lo expuesto anteriormente resulta evidente que un
tratamiento con dosis farmacolégicas de GH produce cambios mas profundos
en el higado cuando modifica el perfil de hormona circulante. Es decir, la
administracion de GH de forma sostenida produce mas efectos cuando el perfil
de hormona endégena es de tipo pulsatil, y viceversa. Por ende, los efectos
generados por ambos tipos de tratamiento difieren entre sexos: mientras que el
intermitente induce cambios mas profundos en las hembras, el continuo lo hace
en los machos. De hecho, en las hembras tratadas con GH de forma continua
practicamente no se observaron alteraciones histolégicas asociadas al

tratamiento, como se mencioné previamente. De la misma forma, en los ratones
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GH-transgénicos, donde los niveles de hormona en circulacién son también
continuos, los machos exhiben los cambios histolégicos mas profundos. Sin
embargo, la elevada concentracion de GH en circulacién también repercute en
el higado de las hembras, de modo que en ambos sexos se detectan
importantes  alteraciones hepaticas desde edades tempranas, que luego
progresan a tumores (Snibson y col, 1999, Miquet y col, 2013). Las
observaciones realizadas en ambos modelos probarian que los ratones macho
son mas susceptibles a niveles continuamente elevados de GH. Sin embargo,
aln no es posible dilucidar si esta mayor susceptibilidad estd relacionada con
la mayor incidencia de hepatocarcinoma en los machos, evidenciada tanto en
humanos como en modelos murinos (Montalto y col, 2002, Ruggieri y col,
2010).

Las caracteristicas histolégicas del higado de los ratones GH-transgénicos
se asocian a la desregulacién de numerosas vias de sefializacion relacionadas
con procesos de crecimiento y proliferacién celular (Miquet y col, 2008, Miquet
y col, 2013, Martinez y col, 2016). Estos animales presentan una mayor
expresion y activacion de mediadores de las vias de PI3K/Akt, MAPK/ERK1/2,
STAT3, NFkB y B-catenina, entre otros. En cuanto a la via JAK2/STAT5, si bien
otros autores postularon a STAT5 como el principal mediador de la patologia
hepatica observada en los ratones GH-transgénicos (Friedbichler y col., 2012),
los estudios de nuestro grupo de trabajo en ratones adultos mostraron que no
habria una mayor activacion basal de este factor de transcripcidon en
comparacion con los ratones normales, a pesar de los elevados niveles de
hormona circulante (Gonzéalez y col., 2002, Miquet y col, 2004, Sotelo y col,
2008). Sin embargo, la via JAK2/STAT5 se encuentra mas activa durante el
periodo de crecimiento rapido dependiente de GH en el higado de los ratones
transgénicos, constituyendo uno de los principales mecanismos por el cual
estos animales exhiben un crecimiento corporal exacerbado en comparacién con
sus hermanos de camada normales (Martinez y col,, 2015).

Cuando se evalu6 la activacién y contenido proteico de mediadores de
las vias de sefializacion de GH en los ratones tratados con dosis
farmacolégicas de hormona, no se encontraron cambios tan marcados como
los que produce la sobreexpresion de GH, en concordancia con los menores
niveles de hormona en circulaciéon. Conforme a lo descripto en los ratones
transgénicos adultos, los ratones tratados con GH administrada de forma

intermitente o continua tampoco presentaron, al finalizar el tratamiento, una
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mayor fosforilacién de STAT5 en comparacién con los animales control. En los
ratones hembra y macho tratados con GH de forma intermitente, los niveles de
STAT5 fosforilado y de ARNm de GHR, IGF1, CIS y SOCS2 mostraron variaciones
al finalizar el tratamiento que sugeririan la sincronizacion de los ciclos de
activacién y desactivaciéon de la via JAK2/STAT5 ante una inyeccién de GH.
Estos resultados indican que, incluso luego de cinco semanas de tratamiento, el
tejido hepatico muestra una respuesta conservada a la hormona cuando esta
es administrada de forma intermitente en dosis farmacoldgicas.

En los machos, la respuesta aguda de STAT5 que se genera ante una
inyeccion de GH se asemeja a la activacion de la via en condiciones
fisiolégicas ante cada pulso de hormona. Las hembras, en cambio, mantienen
una respuesta sostenida de STAT5 en condiciones fisiolégicas, menor que la
respuesta promedio de los machos, debido a la ausencia de periodos
prolongados libres de GH en circulacién (Choi y col, 1999, Tannenbaum y col,
2001, Waxman y col, 2006). La masculinizacién del perfil de GH en sangre en
las hembras tratadas de forma intermitente, que se manifiesta en la mayor
expresion de EGFR y MUPs, conlleva cambios en la activacion de la via
JAK2/STAT5 y, en consecuencia, en el contenido de proteinas moduladoras de
la accién de la GH. En particular, las hembras tratadas con la hormona exhiben
un mayor contenido de CIS que los machos tratados. Sin embargo, a pesar de
estas diferencias a nivel molecular, el tratamiento intermitente con GH promueve
el crecimiento corporal en hembras y machos en un grado similar.
Considerando el rol de la via JAK2/STAT5 en la induccién del crecimiento
corporal y el efecto de la administracion intermitente de GH en este aspecto,
es probable que en algin momento del tratamiento haya existido una mayor
activacién de esta via en higado y/o en otros tejidos en comparacién con los
ratones control, como sucede en los ratones GH-transgénicos en crecimiento.

En los ratones tratados de forma continua, si bien el estimulo constante
con GH tampoco se asocié a una mayor fosforilacién de STAT5, se detecté un
marcado aumento en los niveles de expresiéon de genes que se inducen a
través de este factor de transcripcion. En particular, los ratones tratados con
GH presentaron mayores niveles de ARNm de GHR, CIS y SOCS2 en
comparacién con los controles. En los machos, ademas, el tratamiento redundo
en una mayor expresién de IGF1l. En los ratones transgénicos, los niveles
continuamente elevados de GH dan lugar a cambios similares en la expresion

de estos genes, que se evidencian desde edades tempranas y perduran en los
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adultos. Sin embargo, solo se verifica una mayor activaciéon basal de STAT5 en
estos ratones durante el periodo de crecimiento, como se menciond
previamente. El balance entre moduladores negativos y positivos va variando a
lo largo de la vida en los ratones transgénicos y, de esta forma, permiten una
mayor activacion de STAT5 durante el crecimiento pero limitan mas tarde su
fosforilaciéon a pesar de los niveles elevados de GH (Martinez y col, 2015). En
los ratones tratados con la hormona de forma continua ocurriria un fenémeno
similar, con un balance a favor de la restriccién de la fosforilacion de STATS5
mediada, al menos en parte, por los supresores CIS y SOCS2. Si esta limitacién
de la sefializacion de GH tuviera lugar durante todo el tratamiento, podria
constituir el mecanismo responsable de que la administracién sostenida de
hormona no promueva el crecimiento corporal.

En referencia a los mayores niveles de expresion de IGF1 asociados al
tratamiento continuo con GH, es importante destacar que el higado es la
principal fuente de IGF1 circulante y que niveles elevados de este potente
agente proliferativo y antiapoptético en circulacién han sido asociados con una
mayor incidencia de neoplasias, principalmente cancer colorrectal, de préstata y
de mama (Roddam y col.,, 2008, Key y col, 2010, Rinaldi y col, 2010). Si bien
no hay estudios concluyentes que prueben que niveles suprafisiolégicos de IGF1
como los que podrian generarse durante una terapia con GH se asocien a un
mayor riesgo de tumorogénesis, en la practica clinica se busca mantener su
concentracion plasmatica dentro del rango de valores normales. Por
consiguiente, el aumento de la expresion hepatica de IGF1 percibido en los
machos sometidos a una administracion continua de GH cobra relevancia a la
hora de analizar la seguridad de este tipo de tratamiento (Pfaffle, 2015).

A diferencia de STAT5, existe una clara vinculaciéon entre STAT3 y los
procesos de tumorogénesis hepatica. Este factor de transcripciéon participa en
mecanismos de inflamacién, transformacion, proliferacion e invasién celular, y se
encuentra constitutivamente activo en el hepatocarcinoma y otros tumores, pero
no en células normales (Aggarwal y col, 2009). Asimismo, los ratones GH-
transgénicos presentan una mayor activacion de esta via incluso desde el
periodo de crecimiento (Miquet y col., 2008, Miquet y col,, 2013, Martinez y col.,
2016). Mientras que la activaciéon de STAT3 no se modificé sustancialmente por
el tratamiento intermitente con GH, en los ratones tratados de forma continua,
los niveles de STAT3 fosforilado duplicaron aproximadamente los de los

animales control.
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Otras vias de sefalizacion, como las vias de la PI3K/Akt y de las
MAPK/ERK1/2, se vinculan estrechamente con la promocién del crecimiento y
proliferacion celular. En particular, la activacion de Akt estd relacionada con el
aumento del tamafo de los hepatocitos (Haga y col, 2009). Asimismo, ratones
que sobreexpresan esta proteina exhiben marcada hepatomegalia (Ono y col,
2003). En los ratones GH-transgénicos, la mayor activacién de Akt se evidencia
desde edades tempranas y muestra cierta correlacién con los cambios
histolégicos y el desarrollo de hepatomegalia de estos animales a lo largo del
periodo de crecimiento (Martinez y col, 2016). Por el contrario, la via de las
MAPK/ERK1/2 no estaria particularmente implicada en los mecanismos que
conducen a las alteraciones hepaticas de los ratones GH-transgénicos, aunque
en los adultos se percibe un aumento en el contenido proteico de ERK1/2 en
comparacién con los ratones normales (Miquet y col, 2008, Gonzélez y col,
2010, Martinez y col,, 2016).

Dadas las caracteristicas histolégicas del higado de los ratones tratados
con GH, cabria esperar cambios moleculares al menos en la via de Akt que
justifiqguen estas alteraciones hepaticas. No obstante, no se detectdé una mayor
activacién de las vias de la PI3K/Akt ni de las MAPK/ERK1/2 después de cinco
semanas de tratamiento intermitente o continuo con GH. De hecho, en algunos
casos los niveles de activacién de sus mediadores fueron incluso menores que
en los animales control. Pese a ello, no puede descartarse su participacion en
los procesos de hipertrofia e hiperproliferacion de los hepatocitos asociados al
tratamiento con GH, ya que podria haber tenido lugar al inicio del tratamiento.
Siguiendo con esta hipotesis, posteriormente cobrarian relevancia mecanismos
de adaptacién y, en consecuencia, la activacién de las vias de la PI3K/Akt y/o
de las MAPK/ERK1/2 estaria restringida al final del tratamiento a pesar de los
niveles suprafisiolégicos de GH. Como resultado, no se observé una mayor
fosforilaciéon de Akt y sus sustratos o de ERK1/2 en los animales tratados con
la hormona y un mes después de finalizada la administracién de GH el tamafio

de sus hepatocitos fue similar al de los controles.

Cabe destacar que, si bien las vias de la PI3K/Akt y de las
MAPK/ERK1/2 no se encontraron mas activas al finalizar el tratamiento
continuo, los niveles sostenidos de GH en circulacién generaron un aumento de
la expresion de Akt, mTOR y ERK1/2 en los machos en comparacién con los
controles. En las hembras tratadas de forma continua los cambios fueron en

general mas sutiles, pero igualmente se percibié un incremento significativo de
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la expresién de mTOR en comparacién con los animales control. En los ratones
GH-transgénicos, frente a mayores niveles de GH, no solo aumenta el contenido
proteico de mediadores de estas vias de sefializacion, sino también hay una
hiperactivacién de la mayoria de ellos (Miquet y col, 2013, Martinez y col,
2016). Durante el tratamiento con GH las menores concentraciones de hormona
permitirian que el sistema mantenga la fosforilacién de Akt, mTOR y ERK1/2 en
niveles similares a los de los controles. Sin embargo, el aumento del contenido
proteico podria constituir un primer paso hacia una hiperactivacion de esta via

si los mecanismos que limitan su activaciéon dejaran de ser suficientes.

El aumento de la expresién de ERK1/2 se registr6 también en los
machos ante una administracién intermitente de GH, a diferencia de los demas
mediadores cuya expresién solo se modificé por el tratamiento continuo. Sin
embargo, al finalizar la administraciéon de GH, el aumento de ERK1/2 revierte
dentro del mes siguiente. Considerando los resultados obtenidos en los ratones
tratados con GH y los antecedentes en ratones que sobreexpresan la hormona,
podria postularse un efecto positivo de la GH sobre la expresién proteica de
ERK1/2 en ratones adultos, que tiene lugar incluso ante bajos niveles de

hormona y de forma independiente a su perfil de concentracién en circulacion.

En los ratones GH-transgénicos adultos, la hiperactivacion de distintas
vias de sefializaciéon resulta en una mayor expresién de protooncogenes, como
las ciclinas D1 y E y los factores de transcripcién c-Myc, c-Fos y c-Jun, en
comparacién con sus hermanos de camada normales (Miquet y col, 2013,
Gonzélez y col, 2017). En los ratones tratados con GH de forma intermitente,
no se registr6 un aumento significativo de la expresion de estos genes y los
cambios percibidos parecerian acompafar la sincronizacién de los ciclos de
activacion de la sefializacion de GH ante cada inyecciéon de hormona. Por un
lado, se observdé una disminucién de la expresién de c-Myc en los ratones
tratados de forma intermitente en relacion a los controles, dando lugar a un
perfil muy similar al de CIS. Por otro lado, el tratamiento intermitente equiparé
los niveles de expresion de ciclina D1 entre hembras y machos, ya que
disminuy6é su expresién en las hembras y aumenté levemente su expresion en
los machos en comparacion con sus respectivos controles. Si bien son
numerosas las vias de sefializacion que inducen la expresién de estos genes,
ambos pueden ser activados a través de STAT5 (Bowman y col, 2000). Dado
que ciclina D1 y c-Myc presentan, frente a un tratamiento intermitente con GH,

perfiles de expresién muy similares a los de otros genes que se activan a
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través de esta via, como CIS y SOCS2, es posible que los cambios reflejen la
preponderancia en este contexto de su activacion a través de la via
JAK2/STATS.

La administraciéon sostenida de GH, por el contrario, generé aumentos en
la expresion de algunos protooncogenes en comparaciéon con los ratones no
tratados. En los machos tratados de forma continua, el tratamiento dio lugar a
un aumento muy marcado de ciclina D1, con niveles de ARNm que alcanzaron
los de las hembras control, probablemente debido al cambio en el perfil de GH
en circulaciéon. Asimismo, se evidencié un aumento en los niveles de c-Myc en
los animales sometidos a una administracion sostenida de hormona en
comparaciéon con los controles. Este perfil de expresion de c-Myc también se
asemeja al obtenido para CIS en los ratones tratados de forma continua.

Llamativamente, el aumento de c-Myc asociado al tratamiento resulté
significativo solo en las hembras, que fueron, en general, las menos afectadas
por el tratamiento con GH tanto a nivel histolégico como molecular. La
expresion de c-Myc en higado aumenta rapidamente por un estimulo
proliferativo y precede a los procesos de divisién celular (Murphy y col.,, 1987,
Wierstra y col, 2008). Ademas, su sobreexpresién en el higado de ratones
adultos promueve el crecimiento de los hepatocitos, la replicacién del ADN v,
luego de un largo periodo de latencia, el desarrollo de neoplasias (Beer y col,
2004). Sobre la base de las consideraciones anteriores, los mayores niveles de
ARNm de c-Myc en las hembras sometidas al tratamiento continuo podrian

anticipar la aparicion de cambios a nivel histolégico.

En este punto resulta interesante discutir los resultados obtenidos de
expresion de protooncogenes en los ratones GH-transgénicos en crecimiento. En
estos ratones se observd un aumento de c-Myc a las dos semanas de vida en
comparacién con sus hermanos de camada normales, estadisticamente
significativo solo en las hembras. A esta edad, el porcentaje de células en
proliferacion es similar entre ratones normales y transgénicos, pero a partir del
mes de vida comienza a evidenciarse una mayor proliferacién de los
hepatocitos (Snibson y col, 1999, Martinez y col, 2016). Este escenario se
asemeja al observado en las hembras tratadas con GH de forma continua
donde se evidencia un aumento de c-Myc en ausencia de alteraciones
histoldgicas.

En lo que respecta a los demas protooncogenes evaluados, ciclina D1,

ciclina E, c-Jun y c-Fos, la desregulacién de su expresién en los ratones GH-
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transgénicos en crecimiento estaria mas relacionada con la profundizacion de
las lesiones hepaticas que se observan en los adultos que con su inicio y
progresién a lo largo del crecimiento. Estos resultados también se asemejan a
lo observado en los ratones tratados con GH en los que no se evidencié una
relacion directa entre los niveles de expresion de los protooncogenes
analizados y los cambios inducidos por el tratamiento sobre el crecimiento y la
proliferacion de los hepatocitos.

De acuerdo con los resultados presentados hasta el momento, la
administracion intermitente de GH surgiria como mas segura que la
administracion continua de acuerdo con sus efectos a nivel molecular. Sin
embargo, el tratamiento intermitente se asocia con variaciones mas marcadas
en cuanto al peso del higado, el tamafio de los hepatocitos y, en las hembras
en particular, el porcentaje de células en proliferacién. Uno de los posibles
mecanismos que podrian contribuir a estos efectos de la administracion
intermitente de GH es la regulacion que ejerce la hormona sobre los niveles de
EGFR. En las hembras sometidas a este tratamiento, el cambio en el perfil de
concentracion plasmatica de GH induce un aumento sustancial del contenido de
este receptor en comparacién con las hembras control (Jansson y col, 1988,
Diaz y col, 2014). Niveles elevados de EGFR, su activaciéon constitutiva o
alteraciones en su sefializacién promueven procesos de proliferacién vy
supervivencia celular que pueden facilitar procesos tumorogénicos (Henson y
col., 2006, Normanno y col., 2006).

En ratones con distintas concentraciones de GH en sangre, no solo se
producen variaciones en el contenido hepatico de EGFR, sino también a nivel
de las vias de sefializacién que este desencadena. Los efectos no siempre
correlacionan de manera directa con el contenido del receptor: una mayor
abundancia de EGFR no implica necesariamente una mayor capacidad de
respuesta a su ligando, como ocurre en los ratones GH-transgénicos. En estos
animales, las vias de STAT3 y STAT5 se encuentran incluso desensibilizadas y
no responden a un estimulo con EGF a pesar del mayor contenido de EGFR
(Gonzdlez y col, 2010, Diaz y col, 2012). Por el contrario, en el caso de
ratones hembra adultos tratados con bajas dosis de GH (1 pg/g de peso
corporal/dia) por cinco dias, la mayor expresion del receptor se asocia a una
mayor respuesta de sus vias de sefalizacion (Diaz y col., 2014).

En funcién de las consideraciones anteriores, es evidente que la

sensibilidad al EGF del tejido hepatico expuesto a niveles suprafisiolégicos de
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GH no depende Unicamente del contenido de EGFR, sino que el tiempo durante
el cual los animales estan expuestos a la hormona y su nivel en circulacion
también son factores determinantes. Por consiguiente, se evalué la capacidad
de respuesta a este factor de crecimiento en las hembras tratadas con GH de
forma intermitente en las que, como se menciond anteriormente, se observé un
marcado efecto sobre el crecimiento y proliferacion de los hepatocitos en
presencia de niveles elevados de EGFR en comparaciéon con los ratones control.

Luego de cinco semanas de tratamiento con GH, el estimulo agudo con
EGF gener6 una mayor respuesta de STAT3 y STAT5 en aquellos animales
tratados previamente con GH. En cambio, la respuesta de Akt y ERK1/2 fue
similar a la observada en los ratones estimulados con EGF que no recibieron
GH previamente. Estos resultados, junto con los antecedentes de los ratones
GH-transgénicos muestran que la modulaciéon de la respuesta de STAT3 vy
STATS frente a un estimulo con EGF varia de acuerdo con el nivel de GH y su
perfil de concentracion en sangre. Mientras que en los ratones transgénicos
estas vias se encuentran desensibilizadas, en los ratones tratados con GH de
forma intermitente su respuesta es mayor que en los animales control, a pesar
de que en ambos modelos los niveles elevados de GH se asocian a un mayor
contenido de EGFR.

En consecuencia, si bien la administracion intermitente de GH no modifico
sustancialmente la activacion basal de vias relacionadas con crecimiento vy
proliferacion celular, que pueden ser activadas tanto a través de GHR como de
EGFR, los efectos sobre la sensibilidad hepatica al EGF deben ser considerados
al analizar la seguridad de esta forma de administracion de GH en relacién al
desarrollo de lesiones hepaticas, especialmente en las hembras.

En estudios sobre los mecanismos involucrados en el desarrollo de los
tumores hepaticos, galectina-1 (Gal-1) aparece como uno de los actores
involucrados en este proceso (Chung y col, 2002, Bacigalupo y col.,, 2013). En
condiciones fisiolégicas, esta proteina cumple un rol fundamental en la matriz
extracelular ya que, mediante su unién a pB-galactésidos, modula las uniones
célula-célula y célula-matriz (Elola y col, 2007, Yang y col, 2008). En
condiciones patolédgicas, Gal-1 controla el proceso de hepatocarcinogénesis: en
estadios tempranos actGa como un agente protector por sus acciones
antiinflamatorias y en estadios mas avanzados contribuye al crecimiento del
tumor y su capacidad metastasica mediante la promociéon de la adhesion,

migracién y supervivencia celular (Liu y col,, 2005, Espelt y col, 2011, Ito y col,
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2012, Bacigalupo y col, 2015). En pacientes con hepatocarcinoma se
encontraron niveles elevados de Gal-1 y su expresidon correlaciona con la
agresividad del tumor (Spano y col, 2010, Wu y col,, 2012, Chen y col., 2014).
Por consiguiente, se evalué la potencial relaciéon entre la GH y Gal-1 en el
desarrollo de tumores hepaticos mediante la determinacién de su expresion en
presencia de distintos niveles de hormona.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ratones GH-transgénicos
y en aquellos expuestos a una menor dosis de hormona administrada de forma
sostenida, la GH modularia positivamente la expresién de Gal-1 en higado. Este
efecto se pone de manifiesto incluso antes que se desarrolle la patologia
hepatica preneoplasica o en ausencia de ella, segin lo observado en los
ratones transgénicos en crecimiento o en aquellos tratados con GH,
respectivamente. Asimismo, dependeria del perfil de hormona en circulacién, ya
que los ratones tratados con GH de forma intermitente no mostraron un
aumento de la expresién de Gal-1. En el higado de los ratones GH-transgénicos
adultos, Gal-1 se localiz6 en el citoplasma de los hepatocitos displasicos y no
se observd su expresién en las zonas donde la estructura del parénquima
hepatico se encontré relativamente conservada. Estas evidencias sugeririan algin
tipo de participacion de Gal-1 en el desarrollo de los tumores hepaticos
asociados a niveles continuamente elevados de GH.

En conjunto, los resultados de esta tesis mostraron que la administracién
continua de GH se asocia con cambios a nivel molecular mas profundos que
los producidos por la administracién intermitente y que muchas de estas
alteraciones son similares a las que se han descripto previamente en el higado
de los ratones GH-transgénicos (Miquet y col, 2008, Miquet y col, 2013).
Mientras que el tratamiento continuo generé cambios principalmente en el
contenido proteico de mediadores de la sefalizacion de GH, en los ratones
transgénicos adultos se evidencia, ademas, una mayor activacién basal de
practicamente todas las vias evaluadas. Cuando se analiza el desarrollo de
estos cambios moleculares a lo largo del periodo de crecimiento de los ratones
transgénicos se observa que, en general, en primer lugar aumenta la expresién
de las proteinas de sefializaciéon y luego se manifiesta una mayor activaciéon de
las mismas (Martinez y col., 2016).

Ante las evidencias presentadas, puede inferirse que el estimulo
constante de GH inicialmente daria lugar a un aumento en el contenido

proteico de mediadores como Akt, mTOR y ERK1/2 y al mismo tiempo
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desencadenaria mecanismos de modulacion negativa, como por ejemplo
aquellos mediados por CIS y SOCS2. El balance entre estos mecanismos y el
estimulo constante de la GH sobre su receptor es lo que finalmente determina
el grado de activacién de las vias de sefializaciéon mencionadas. En los ratones
transgénicos, la exposicion sostenida a niveles muy elevados de hormona
perturbaria este equilibrio a lo largo del tiempo, dando lugar a una activacién
secuencial de estas vias durante la vida del animal. Los ratones tratados con
dosis farmacolégicas de hormona estarian en una situaciéon intermedia donde
se evidencia un aumento del contenido proteico de mediadores de la
sefializacion de GH, pero no de la activacién de la mayoria de ellos.

Sin embargo, en los animales sometidos a una administracion continua
de GH se percibe una mayor activacién de STAT3 y una mayor expresion de c-
Myc y Gal-1. Estos cambios en si mismos no implican necesariamente el inicio
de un proceso de dafio celular promovido por la GH, pero podrian contribuir a
generar un ambiente propicio para la transformacién de los hepatocitos ante un
estimulo protumorogénico. En los ratones GH-transgénicos en crecimiento, la
desregulaciéon de STAT3 y el aumento de la expresién de c-Myc y Gal-1 son de
las primeras alteraciones que se detectan. Ademas, el aumento en la
producciéon hepatica de IGF1 en los ratones macho tratados con GH puede
incrementar el riesgo de neoplasias en otros tejidos. Finalmente, es necesario
considerar que se necesitarian dosis mas altas de hormona para generar un
aumento significativo en el tamafio corporal si se la administra de forma
continua, lo que podria conducir a una desregulaciéon de estas vias durante el

tratamiento, como se observa en los ratones GH-transgénicos.
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CONCLUSIONES

El estudio de los efectos de dosis farmacolégicas de GH en ratones sin
alteraciones en el eje somatotropico permiti®6 una mayor comprension de los
mecanismos moleculares que tienen lugar en el tejido hepatico en respuesta a
niveles suprafisiolégicos de GH. En presencia de niveles muy elevados de
hormona por periodos prolongados, como ocurre en los modelos de animales
transgénicos, las profundas alteraciones moleculares que se generan, asi como
el contexto fisiopatolégico existente, dificultan la comprensién de los
mecanismos involucrados en el proceso de transformacién celular asociado a
estos niveles de GH. En cambio, a partir del modelo de ratones tratados con
dosis farmacolégicas de GH se pudo explorar en detalle la respuesta inicial del
tejido a concentraciones de hormona que se encuentran por encima de los
niveles normales. El analisis en conjunto de este modelo y el de ratones GH-
transgénicos dio la posibilidad de evaluar la relacién que podria existir entre
algunos efectos moleculares de la GH y la dosis y duracién del periodo de
exposicién a la hormona. Asimismo, se compararon los efectos de la GH
administrada de forma intermitente o continua, en vistas del interés creciente
en desarrollar formulaciones de liberacién sostenida que permitan espaciar el
tiempo entre las inyecciones de hormona en los pacientes en tratamiento. Esta
comparacién no solo confirmé gran parte de la informaciéon disponible en
bibliografia respecto de la eficacia y seguridad a corto plazo de ambos tipos
de tratamiento con GH, sino que también aporté nuevos datos en referencia al
potencial oncogénico de cada forma de administracion.

La GH administrada de forma intermitente resulté mas efectiva en la
promocién del crecimiento corporal en comparacion con la administracién
sostenida. Los efectos del tratamiento intermitente se evidenciaron tanto a nivel
del crecimiento longitudinal como del peso corporal que, en parte, ocurre por
el incremento del tamafio de érganos como el higado, el corazén y los rifiones.
Dado que estos aumentos son proporcionales, los animales tratados con dosis
farmacolédgicas de GH no exhibieron organomegalia significativa. En cuanto a los
posibles efectos adversos del tratamiento, los ratones sometidos a una
administraciéon intermitente presentaron mayores niveles de colesterol en
comparacién con los controles. En cambio, el tratamiento continuo no tuvo
efectos negativos significativos sobre el perfil metabdlico de los animales en

estudio.
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El aumento del peso del higado en respuesta al tratamiento con GH
ocurre a expensas de un mayor crecimiento y proliferacién de los hepatocitos.
En los ratones tratados de forma intermitente se registraron los cambios
histolégicos mas marcados, en concordancia con el efecto contundente de este
tratamiento sobre el peso del higado y el tamafio corporal. En cambio, a pesar
de que el tratamiento continuo no fue efectivo en promover el crecimiento
longitudinal ni en hembras ni en machos, estos UGltimos presentaron un mayor
tamafio de los hepatocitos y un mayor porcentaje de células en proliferacion
que dio lugar a un ligero aumento del peso del higado en comparacién con los
controles. En las hembras tratadas de forma continua, en cambio, no se
evidenciaron alteraciones en la arquitectura hepatica. Si bien no se alcanzé a
percibir un aumento en la relaciéon entre el peso del higado y el peso corporal,
los efectos histoldégicos observados en los machos cobran relevancia en un
contexto donde el tratamiento no es suficiente para promover el crecimiento
corporal. Por consiguiente, es de esperar que estas alteraciones se profundicen
si se administrara una dosis de GH mayor que logre promover el crecimiento
corporal, como se observa en los ratones GH-transgénicos.

En los ratones GH-transgénicos, niveles elevados de hormona promueven
cambios moleculares que se manifiestan incluso antes de que haya evidencias
de alteraciones histolégicas importantes y hepatomegalia (Martinez y col., 2016).
Por ende, se evaluaron los efectos moleculares de ambas formas de
administracién de la GH, tanto en machos como en hembras. En las hembras
tratadas de forma intermitente, los cambios mdas pronunciados se debieron
principalmente a la disrupcion del perfil fisiolégico de concentracion de GH en
circulacion, que pasa de ser de tipo continuo a intermitente. Por ende, la
expresion de proteinas que dependen del perfil de hormona en sangre, como
MUPs y EGFR, se vio afectada. Ademas, se observaron variaciones que
indicarian la sincronizacién de la activacion de la via JAK2/STATS5 ante cada
estimulo con GH, pero no se observaron cambios significativos en la activacion
de las vias de STAT3, PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2. Sin embargo, el aumento
sustancial del contenido de EGFR asociado a esta forma de administracién de
GH en las hembras promueve una mayor sensibilidad de la via de los STATs
frente a un estimulo con EGF, la cual ha sido ampliamente relacionada con
procesos de tumorogénesis hepatica (Bowman y col, 2000, Berasain y col,
2014).

En los machos, que en condiciones fisiolégicas ya presentan un perfil de

GH circulante de tipo intermitente, los cambios registrados solo reflejarian la
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sincronizacién de los ciclos de activacién y desactivacion de la via JAK2/STATS
ante cada inyeccion de hormona. Al igual que en las hembras tratadas,
tampoco se detecté una mayor activaciéon de las demas vias de sefializacién de
GH analizadas, pero a diferencia de ellas, los machos presentaron un aumento
de la expresién de ERK1/2 asociado al tratamiento. Este efecto de la GH seria
independiente de la forma de administracion de hormona ya que también se
observa en los machos tratados de forma continua. Sin embargo, un mes
después de haber concluido el tratamiento los niveles de expresion de ERK1/2
nuevamente se asemejan a los de los ratones no tratados.

En consecuencia, la activacién sincronizada de la via JAK2/STAT5 que
exhibieron hembras y machos ante cada inyeccion de GH indicaria que el
organismo logré adaptarse a estos aumentos intermitentes de hormona, incluso
después de un largo periodo de tratamiento. Asimismo, el andlisis realizado en
estos ratones luego de un mes de finalizado el tratamiento mostré que la
administracion intermitente no genera efectos significativos a largo plazo y que
los cambios moleculares producidos por el tratamiento que se observaron a las
ocho semanas de vida, revierten.

El tratamiento continuo, por el contrario, se asocié a una mayor cantidad
de cambios moleculares, algunos de los cuales se asemejan a los que
presentan los ratones GH-transgénicos. A pesar de que el analisis histolégico
del higado de los ratones tratados con GH revel6 alteraciones en los machos y
un parénquima conservado en las hembras, la administracion de la hormona
promovié cambios moleculares significativos en ambos sexos. En estos animales
se observaron aumentos en el contenido proteico de mediadores de las vias de
PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2, pero no una mayor activacion de los mismos.
Ademas, el tratamiento continuo se asocié a una mayor activacion de STAT3 y
una mayor expresion de IGF-1, c-Myc y galectina-1. Estos cambios, con la
excepcion del aumento de c-Myc, fueron mas marcados en los machos que en
las hembras, probablemente debido a la disrupcion, por la administracion
continua de GH, del perfili de concentracién plasmatica de hormona
caracteristico de los machos. Aunque en el momento que finaliza el tratamiento
la activaciéon de la mayoria de las vias evaluadas fue similar a la de los
ratones control, los cambios registrados podrian constituir un paso previo a la
desregulacién de estas vias y un factor de riesgo que aumente la
susceptibilidad de los animales tratados con GH frente a un estimulo

protumorogénico.
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En sintesis, los resultados de esta tesis muestran que el tratamiento con
GH no es completamente inocuo en ninguna de las formas de administracion
evaluadas. Se evidenciaron cambios histolégicos y/o moleculares en el higado
asociados tanto al tratamiento intermitente como al continuo en ambos sexos.
Sin embargo, el tratamiento intermitente no solo resulta el mas eficaz en la
promocién del crecimiento corporal, por lo que su objetivo se alcanzaria con
menores dosis de hormona, sino que también seria la forma de administracién
mas segura. Ante un tratamiento intermitente con GH, el tejido hepatico
muestra evidencias de que lograria adaptarse a estos niveles farmacolégicos de
hormona y los efectos potencialmente adversos detectados al finalizar el
tratamiento resultarian transitorios. Los cambios detectados ante una
administraciéon continua de GH, por el contrario, podrian contribuir a generar un
ambiente propicio para el desarrollo de tumores incluso en una dosis que

resulta insuficiente para promover el crecimiento corporal.
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RESUMEN

La hormona de crecimiento (GH) promueve el crecimiento corporal
longitudinal posnatal y tiene acciones sobre el metabolismo de lipidos, proteinas
e hidratos de carbono. La GH se sintetiza en la hipdfisis, desde donde se libera
a circulaciéon en forma de pulsos con una frecuencia que varia entre sexos.
Estos perfiles de secrecion diferenciales determinan la tasa de crecimiento
peripuberal y la funcién hepatica de cada sexo. Una vez en circulacién, la GH
actta principalmente en higado, musculo, hueso y tejido adiposo, tanto
directamente como a través de la sintesis del factor de crecimiento simil

insulina de tipo 1 (IGF1), de accién local y endécrina.

La unién de la GH a su receptor (GHR) desencadena la activacién de
multiples vias de sefializacién, entre las que se encuentra la de los
transductores de la sefial y activadores de la transcripcién, STAT5 y STAT3. La
activacion de STAT5 es fundamental para las acciones sexualmente dimérficas
de la GH. Ademds, la hormona promueve la activacién de la cascada de las
MAP quinasas y de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt. A través de estas
vias, la GH induce la expresion de genes vinculados con el crecimiento,

proliferacion y supervivencia celular.

La deficiencia de GH (GHD) durante la nifiez resulta en un severo retraso
del crecimiento. En los adultos, el déficit se manifiesta principalmente a nivel
metabdlico. En la actualidad, la aplicacion de GH en la clinica ya no se limita a
casos de GHD, sino también a diversas patologias asociadas a un menor
crecimiento. Si bien no hay estudios concluyentes en pacientes expuestos a
niveles terapéuticos de hormona, se han publicado numerosos estudios que
asocian concentraciones elevadas de GH e IGF1 con un mayor riesgo de
desarrollar tumores. En consecuencia, es fundamental entender los mecanismos
que se desencadenan ante niveles suprafisiolégicos de GH y que podrian

vincularse con la aparicién de neoplasias.

En esta tesis se exploraron los efectos de una dosis baja de GH
administrada en ratones normales durante el periodo de crecimiento, simulando
la terapia que reciben nifios sin déficit de hormona. El estudio se centré en el
higado, dado que ratones que sobreexpresan GH exhiben una mayor incidencia
de carcinoma hepatocelular (HCC) en edades avanzadas. Se evaluaron dos
formas de administracion, intermitente y continua, que se asemejan a los

perfiles de GH de machos y hembras, respectivamente, y que tienen relevancia
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en la practica clinica debido al creciente interés en el desarrollo de

formulaciones de liberacion sostenida de hormona.

La GH administrada de forma intermitente, en una dosis suficiente para
promover el crecimiento corporal, gener6 un aumento proporcional del peso del
higado a expensas de un mayor crecimiento y proliferacién de los hepatocitos.
A nivel molecular, se evidencié una respuesta conservada de STATS5 al finalizar
el tratamiento, similar a la que ocurre en condiciones fisioldgicas luego de
cada pulso de hormona, y no se observaron variaciones significativas en la
activacion de las vias de STAT3, PI3K/Akt y MAPK/ERK1/2. En las hembras, el
tratamiento intermitente induce un aumento del contenido del receptor de EGF
(EGFR) y una mayor respuesta de la via de los STATs frente a un estimulo
agudo con este factor de crecimiento. La sefializacién desregulada a través de
EGFR se ha vinculado al desarrollo de HCC. Sin embargo, un mes después de
haber finalizado el tratamiento los niveles de EGFR vuelven a los valores
normales.

Cuando se administré la misma dosis de GH de forma continua, el
tratamiento no promovié el crecimiento corporal, aunque se observaron cambios
en el higado a nivel molecular. Los ratones tratados con GH presentaron, en
comparacién con los controles, una mayor expresién de GHR, IGF1 y los
moduladores negativos de la sefializacion de GH, CIS y SOCS2. Ademas,
exhibieron una mayor activacion de STAT3 y un aumento en el contenido
proteico de Akt, mTOR y ERK1/2. Los cambios moleculares vinculados al
tratamiento continuo con GH se asemejan a los reportados en el higado de
ratones GH-transgénicos en crecimiento, previo a la aparicion de tumores. En
los animales que sobreexpresan GH, estas alteraciones se profundizan en la
adultez y se asocian a una mayor expresion de genes que promueven la
proliferacion celular. Para poder extender la comparaciéon entre los ratones GH-
transgénicos en crecimiento y los tratados con la hormona, se analizé la
expresion de protooncogenes en ambos modelos. Tanto los ratones tratados de
forma continua como los GH-transgénicos en crecimiento exhibieron una mayor
expresion de c-Myc y no se observaron otros cambios similares a los descriptos
en los ratones adultos que sobreexpresan la hormona.

Asimismo, se exploré en ambos modelos la expresion de galectina-1 (Gal-
1), una proteina que se encuentra sobreexpresada en pacientes con HCC. Los
ratones tratados de forma continua y los ratones GH-transgénicos, adultos y en

crecimiento, presentaron niveles elevados de esta proteina. Estas observaciones
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sugieren que Gal-1 podria estar involucrada en el proceso de carcinogénesis
asociado a niveles continuamente elevados de hormona.

Los resultados de esta tesis muestran que el tratamiento con GH no es
inocuo en ninguna de las formas de administracién evaluadas, aunque la
administracion intermitente seria mas segura. Las alteraciones moleculares que
se generan ante una administracion continua de GH se asemejan a las
observadas en ratones GH-transgénicos en crecimiento. Por consiguiente, esta
forma de administracién podria contribuir a generar un ambiente
protumorogénico incluso en una dosis que resulta insuficiente para promover el

crecimiento corporal.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS

A: absorbancia

AC: azul de Coomassie

ADN: acido desoxirribonucleico
ADNc: ADN copia

Akt: protefna quinasa b
ANOVA: analisis de la varianza
AP-1: proteina activadora 1
ARN: Acido ribonucleico
ARNm: ARN mensajero

BAD: agonista de muerte celular asociado
a la proteina reguladora de la apoptosis
Bcl-2

c: control

C/EBPB: proteina B de unién al
potenciador CCAAT

CDK: quinasa dependiente de ciclina
CIS: proteina inducible por citoquinas que
contiene un dominio SH2

(q: ciclo de cuantificacion

CRD: dominio de reconocimiento de
carbohidratos

CREB: proteina de unién al elemento de
respuesta a la adenosina monofosfato
ciclico

CYP: citocromo P450

dNTP: desoxirribonucleétido trifosfato
DUSP: proteina fosfatasa de especificidad
dual

E: eficiencia de amplificacién

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético
EGF: factor de crecimiento epidérmico
EGFR: receptor de EGF

ELISA: ensayo por inmunoabsorcién ligado
a enzimas

Elk1: proteina que contiene un dominio
ETS

ERK: quinasa regulada por sefiales
extracelulares

Fig.: figura

Gal-1: galectina-1

GH: hormona de crecimiento

GH (cont): GH administrada de forma
continua

GH (int): GH administrada de forma
intermitente

GHBP: proteina de unién a GH

GHD: deficiencia de GH

GHR: receptor de GH

GHRH: hormona liberadora de GH
Grb2: proteina unida al receptor del factor
de crecimiento 2

GSK3: glucégeno sintasa quinasa 3
GTP: guanosina trifosfato

H: hembra

HCC: carcinoma hepatocelular

HEPES: 4cido N-(2-hidroxietil)piperazin-N-2-
etano-sulfénico

HRP: peroxidasa de rabano picante

IB: /mmunoblotting

Ig: inmunoglobulina

IGF: factor de crecimiento simil insulina
IP: inmunoprecipitacién

IR: receptor de insulina

IRS: sustrato del IR

JAK: tirosina quinasa Janus
JNK: quinasa del amino terminal de c-Jun

KIR: region inhibidora de quinasas

m: pendiente

M: macho

MAPK: proteina quinasa activada por
mitégenos

MEK: ERK quinasa

MKP: MAPK fosfatasa
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mLST8: subunidad LST8 del complejo
blanco de rapamicina en mamiferos
mSIN: proteina de interacciéon con la
proteina kinasa activada por estrés de
mamiferos

mTOR: proteina-quinasa blanco de
rapamicina en mamiferos

mTORC: complejo blanco de rapamicina
en mamiferos

MUP: proteina mayoritaria de orina

N: normal

NF-kB: factor de transcripcién nuclear kB
NoRTC: control sin transcriptasa reversa
ns: no significativo

NTC: control sin templado

PBS: buffer fosfato salino

PCNA: antigeno nuclear de células en
proliferacion

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
PDK: quinasa dependiente de
fosfoinositidos

PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
PFA: paraformaldehido

PHLPP: proteina fosfatasa con dominio PH
y repeticién rica en leucinas

PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa

PIP2: fosfatidilinositol 3,4-bifosfato

PIP3: fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo
PP2A: proteina fosfatasa 2A

PRAS40: sustrato de Akt rico en prolina
de 40 kDa

PTB: dominio de unién a tirosina
fosforilada

PTEN: proteina homéloga de fosfatasa y
tensina

PTP1B: proteina tirosina fosfatasa 1B
PVDF: difluoruro de polivinilideno

gPCR: PCR cuantitativa
Raf: MEK quinasa

223

Ras: proteina intercambiadora de
nucleétidos de guanina
RT: transcripcién reversa

S: semanas

SAB: seroalbmina bovina

SDS: dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE: electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS

Ser: serina

SH2: dominio de homologia al dominio 2
de la proteina Src

Shc: proteina relacionada con el coldgeno
con dominio SH2

SHP: proteina fosfatasa de tirosina con
dominio SH2

SOCS: supresor de la sefial de citoquinas
SOS: factor intercambiador de nucleétidos
de guanina

Src: proteina quinasa producto del
protooncogén Src

SRF: factor de respuesta al suero

SST: somatostatina

STAT: transductor de la sefial y activador
de la transcripcion

T: transgénico

T-TBS: buffer Tris salino con Tween 20
TBE: buffer compuesto por Tris, borato y
EDTA

TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina
Thr: treonina

TSC2: tuberina

Tyr: tirosina



